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1 INTRODUCTION

Le paludisme est une érythrocytopathie fébrile et hémolysante due a la présence, au
développement et a la multiplication chez ’homme des parasites du genre Plasmodium. Il se
transmet généralement par la piqlre des moustiques du genre Anopheles. Le paludisme est la plus
importante des maladies parasitaires transmissibles a I’lhomme [1]. Selon les derniéres estimations
de ’OMS en Décembre 2016 pres de la moitié de la population mondiale est exposée au risque du
paludisme : en 2015, ’OMS a enregistré environ 212 millions de cas de paludisme.

90% des cas et de déces associés surviennent en Afrique [2].

Au mali, les enfants de moins de 05 ans et les femmes enceintes sont les plus touchés [2].

Le principal moyen de prévention et de réduction de la transmission du paludisme est la
lutte antivectorielle. La maladie peut ¢galement étre prévenue au moyen d’antipaludiques [3]. La
plupart des médicaments antipaludiques ciblent le stade érythrocytaire de l'infestation palustre
comme la chloroquine[4], découverte en 1943 [5]. La chloroquine diffuse passivement a travers la
membrane érythrocytaire puis la membrane de la vacuole parasitophore et la membrane parasitaire
pour gagner enfin la vacuole digestive ou elle empécherait la détoxification de la

ferriprotoporphirine IX (hématine) et donc entrainerait la lyse de la membrane parasitaire[6].

Ancien antipaludique de référence, la chloroquine aux propriétés exceptionnelles a
rapidement ouvert la voie a son utilisation massive dans le monde entier [7]. Le traitement du
paludisme a Plasmodium falciparum avec la Chloroquine (CQ) s'est révéleé si efficace que I'un des

plus grands fléaux de I'numanité a été présenté comme étant «en voie d'éradication» [8].

Apres une décennie d'utilisation, cependant, la résistance a la CQ (CQR) a émergé en Asie
du Sud-Est et s’est propagée progressivement dans toutes les zones d'endémie palustre, y compris
I’ Afrique [9]. En effet la pression médicamenteuse liée & la mauvaise utilisation et son utilisation
systématique en chimio prophylaxie ont joué un role prépondérant dans I’apparition et la sélection

des souches résistantes [10].

Une des hypotheses principales évoquées est 1’efflux de la chloroquine 40 a 50 fois plus
rapide chez le parasite résistant, proposé par Krogstad [11]. Des études ont mis en évidence le
role de la protéine PfCRT ou Plasmodium falciparum Chloroquine Resistance Transporter dans
la chloroquino-resistance en 2000. C’est une protéine située au niveau de la membrane de la
vacuole digestive du parasite et codée par le géne Pfcrt. La mutation sur son codon 76 (K—T),

associ€ a 7 autres points de mutation, permet au parasite de limiter I’accumulation de CQ dans sa
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vacuole digestive ou elle exerce son action inhibitrice [12]. Pas moins de 30 variantes ont été

identifiées, rendant la protéine PfCRT extraordinairement polymorphe [7].

De nombreuses études ont signalé I’implication du géne Pfcrt dans la baisse de sensibilité
du Plasmodium aux aminoquinoléines comme la quinine et I’amodiaquine (AQ) [13,14]. En effet,
le mode d’action de I’AQ semble étre le méme que celui de la CQ. L’accumulation de I’AQ est

corrélée a celle de la CQ et est aussi diminuée chez les isolats chloroquino-résistants [10].

L’émergence des souches résistantes et I’augmentation du taux d’échecs thérapeutiques ont
conduit a I’abandon progressif de la CQ. En 2001, 'OMS a recommandé¢ aux pays, principalement
africains, affectés par le paludisme d'adopter de nouvelles associations thérapeutiques
(combinaisons thérapeutiques a base d’artémisinine) préférentiellement a la monothérapie. Le
retrait de la CQ devrait normalement entrainer une baisse drastique des mutations associées a la
chloroquino-resistance et une augmentation de 1’alléle sauvage sensible comme indiqué par Fall

et al. [15,16]

Ainsi le Mali dans son circulaire 06-1774 a retiré de son arsenal thérapeutique la CQ dans
le traitement du paludisme a P. falciparum en 2006 [17]. Cependant, une étude réalisée en 2015 a
Dioro (Mali), a montré que malgré 1’abandon de la chloroquine 10 ans apres son retrait des souches
portant des mutations du géne Pfcrt associées a la résistance circulent avec une forte prévalence
[18]. L’analyse de ce locus renseigne sur la pression médicamenteuse exercée au sein des
populations [12]. C’est dans ce cadre que nous avons mené une étude transversale a visée
investigatrice sur le site sentinelle de Sélingué pour déterminer les paramétres qui pourraient

contribuer au maintien des souches de P. falciparum porteur de la mutation 76T sur le gene Pfcrt.

SALIMATA DIALLO LBMA THESE DE PHARMACIE 2018



OBJECTIFS



ETUDE DE SURVEILLANCE DE LA RESISTANCE DE Plasmodium falciparum A LA CHLOROQUINE, SELINGUE LBMA

2 OBJECTIFS

» Objectif Général

Etudier les paramétres qui contribuent au maintien des souches de Plasmodium falciparum 76T
sur le géne Pfcrt a Sélingué

» Objectifs spécifiques
+ Examiner la vente illicite des médicaments antipaludiques a Sélingué
+«+ Examiner la consommation clandestine de la CQ a Sélingué

« Estimer la prévalence des mutations associées a la Chloroquino-résistance a
Sélingué
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3 GENERALITES

3.1 Définitions :
3.1.1 Le paludisme

Le paludisme, aussi appelé malaria (de I’italien mala : mauvais et aria : air signifiant
mauvais air), est une protozoonose, une érythrocytopathie due a des hématozoaires du genre
Plasmodium qui se transmettent a I’homme par la piqire infectante d’un moustique femelle du
genre Anopheles. Le paludisme peut étre prévenu par une lutte antivectorielle et au moyen de

médicaments antipaludiques [3].

3.1.2 Les antipaludiques

Un antipaludique est un composé naturel ou de synthese qui, administré par voie orale,
parentérale ou rectale, a dose unique ou répétée, permet de détruire le parasite ou de bloquer sa

croissance dans le but de prévenir ou de guérir la maladie palustre [19].

Mécanisme d’action des antipaludiques[6]
% Inhibition de la digestion de I’hémoglobine dans la vacuole nutritive du Plasmodium

0,

¢ Alkylation des métabolites de I’hémoglobine, production de radicaux libres

0,

% Blocage de la fabrication des acides nucléiques

Les antipaludiques sont classés en fonction de leur mode d’action ou la structure
chimique. La plupart d’entre eux ciblent le stade érythrocytaire de l'infestation palustre. Cette

phase est la phase de I'infestation qui provoque une maladie symptomatique [4].

Classification des antipaludiques selon leur mécanisme d’action [20]:

Selon le mode d’action et la structure chimique, la classification suivante est classique
» Les schizonticides

o Schizonticides érythrocytaires :
e Amino-4-quinoléine : chloroquine, amodiaquine
e Arylamino-alcools :
v"quinoléine méthanols : quinine, méfloquine

v quinghaosu et dérivés de I’artémisinine (artémether, artésunate, dihydroartémisinine)
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Les antipaludéens a effet intraérythrocytaire traversent la membrane des globules rouges
puis celle du parasite et pénétrent dans sa vacuole digestive ou ils s’accumulent. La résistance
aux antipaludéens intra-érythrocytaires serait due a des expulsions des antipaludéens par les
parasites.

o Schizonticides érythrocytaires et tissulaires :
e Antifoliques : sulfamides (sulfadoxine)
e Antifoliniques : pyriméthamine, proguanil
e Antibiotiques : doxycycline
» Gaméticides :

Amino-8-quinoléines : primaquine, tafénoquine.

3.1.3 La chloroquino-résistance :

La chloroquino-résistance est définie comme I'aptitude d'une souche de P. falciparum a
continuer son développement malgré I'administration et l'absorption de la chloroquine

employée aux doses thérapeutiques recommandées [21].

La résistance d’un pathogéne en général du Plasmodium en particulier a une molécule
s’acquiert par suite d’une pression thérapeutique forte et conduit a la sélection des mutants. Elle
peut aussi s’acquérir lorsqu’ il y a une mauvaise observance durant le traitement ou une

utilisation systématique en chimio prophylaxie [10,18].

Elle est caractérisée par la persistance de parasites asexués dans les hématies du patient
7 jours aprés le début d’un traitement bien conduit par la chloroquine (25 mg/kg pendant 3
jours). L’évaluation de la résistance en fonction de la parasitémie permet de définir trois seuils

de résistance [9].

v’ résistance de stade RI : disparition des parasites au 7™ jour, suivie d’une réapparition,
v’ résistance de stade RII : diminution de la parasitémie,
v’ résistance de stade RIII : aucune diminution de la parasitémie.
Les résistances de stade RI, RII, RIII permettent de diviser les pays endémiques en 3
groupes 1, 2, 3 (Annexe III), appelés par ’OMS les zones A, B, C. Les pays du groupe 0 sont

des pays sans paludisme. Tous les pays d'Afrique sub-saharienne sont du groupe 3 [9].

o Les pays du groupe 1 sont caractérisés par I’absence de la chloroquino résistance.

o Les pays du groupe 2 sont caractérisés par la chloroquino résistance.
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Les pays du groupe 3 sont caractérisés par une prévalence élevée et la multi résistance.

3.2 Historique :

Le paludisme est I'une des plus vieilles maladies que I’humanité ait connues [18].

L’origine de la maladie est peu documentée, cependant les fouilles archéologiques suggerent

que I’expansion du paludisme concorderait avec 1’apparition de 1’agriculture [5].

Depuis I’antiquité chinoise et plus précisément a I’époque de I’empereur de Chine

Huang Ti (appelé Nei Ching, en 2 700 avant JC) on peut voir les premieres traces écrites

évoquant les symptoémes de la malaria. Connu sous le nom de I’« Empereur jaune », Nei Ching

est considéré comme 1’auteur des tous premiers textes médicaux chinois connus. A cette

époque, le paludisme était symbolisé par un dragon a trois tétes: la premiere, un marteau,

représente les maux de téte; la seconde, un seau d’eau glacée, symbolise les frissons et la

troisieme, un diadéme de fer porté au rouge, représente la fievre [5].

L’historique du paludisme peut étre présentée en plusieurs étapes [18] :

o en 400 ans avant JC, Hippocrate décrivait le paludisme du kyste hydatique en Grece ;

o en 1630 Don Francisco Lopez apprenait a des Indiens du Pérou les
vertus de I’écorce du quinquina ;

o en 1820 Pelletier et Caventou isolent 1’alcaloide actif, la quinine ;

o en 1830 Maillot utilise la quinine dans la campagne d’Algérie ;

o en 1880 I’agent pathogéene est découvert par Laveran a Constantine ;

o en 1880 Marchiafana et Golgi décrivaient trois espéces de Plasmodium parasite de
I’homme : P. falciparum, P. malariae, P. vivax ;

o De 1895 a 1897, Ross suspecta la transmission de la maladie par le
moustique du genre Anophéles avant que la confirmation ne soit faite par Grassi en1898 ;

o en 1943 la chloroquine, premier antipaludique de synthése fut obtenu ;

o en 1957 la chloroquino-résistance est constatée en Asie et en Amérique du sud ;

o en 1970 le Professeur Zhenxing Wei (Chine) réalisait un extrait de I’artémisinine ;

o en 1977 un chercheur de I’entreprise pharmaceutique Guilin synthétisa 1’artésunate ;

o en 1978 le Professeur LiYin produisait pour la premiere fois 1’artémether ;

o 1979 en Afrique, la résistance a la chloroquine a été observée pour la premiere fois en
Tanzanie ;
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o en 1992 la firme Rhéne-Poulenc aujourd’hui Aventis en accord avec
I’OMS et I’usine pharmaceutique de Kunming produisirent de 1’artémether injectable ;

o en 2001, en Asie du Sud-est, la résistance du Plasmodium a I’artémisinine est
suspectée ;

o en 2006 au Cambodge, la résistance du Plasmodium a I’artémisinine a été identifiée pour
la premiére fois [18].

De nos jours, la recherche reste orientée dans la lutte anti vectorielle, le traitement curatif
et prophylactique, la vaccination. La lutte anti vectorielle est confrontée a un probléme
technique (résistance aux insecticides) et un probleme économique (de codt et de mise en valeur
des insecticides). Le traitement antipaludique requiert actuellement de nouveaux produits
efficaces contre les souches de P. falciparum résistantes aux amino-4-quinoleines [18].

3.3 Répartition géographique

«+ Dans le monde

Le paludisme est la maladie parasitaire la plus répandue dans le monde. Il se trouve au
premier rang des priorités de I’OMS pour ses désastres directs et ausSi Ses conséquences socio-
économiques [18]. Au début de I’année 2016, pres de la moitié de la population mondiale était

exposée au risque de paludisme.

La chloroquino-résistance est apparue au début des années 1960. Les premiers foyers,
de souches de Plasmodium résistants, ont été détectés dans le Sud-Est asiatique et en Amérique

latine. Cette résistance s’est étendue jusqu’en Afrique.

Les rapports de résistance a I’ Amodiaquine proviennent de I’ Amérique du Sud ; d’Asie
et d’Afrique de I’Est [22]. En Amérique du Sud, des cas de parasitémie ont été récemment

relevés au troisieme jour du traitement aux CTAs [18].
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Pays d'endemie paludique en 2000 et 2016

I Poys endémiques en 2016 I Pays endémiques en 2000, plus endémiques en 2016
(] Perys non endémiques en 2000 [ Non applicable

Seurce : Base de donndes da MOMS.

2 ®  RAPPORT SUR LE PALUDISME DANS LE MONDE 2016 - RESUME

Figure 1 : Rapport sur le paludisme dans le monde en 2016 [23]

< En Afrique

Le paludisme constitue un probléeme majeur de santé publique en Afrique
subsaharienne. Les enfants de moins de 5 ans et les femmes enceintes constituent les groupes a
risque [24]. La résistance du Plasmodium a la monothérapie de la Chloroquine et a la
sulfadoxine-pyriméthamine continue d’évoluer en Afrique de I’Est, du Sud et Centrale [18].
Les essais cliniques en Afrique de I’Est ont montré des niveaux de résistance a I’AQ élevés in

vivo [22].
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e

Figure 2 : Afrique — Malaria (Prévalence 2015) [25]

< Au Mali

Le paludisme est de type saisonnier, la transmission est endémique
avec un pic pendant la saison des pluies [18]. 1l existe cing faciés de transmission du paludisme
allant du sud au nord du pays au Mali. Ces faciés sont décrits dans le Tableau I [26].
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Figure 3 : Distribution de cas de paludisme au Mali [27]
Tableau | : Faciés du paludisme au Mali.

Faciés Transmission Endémicité IP Région Caractéristiques
Epidémiologiques | Paludisme géographique
Faciés soudano -Intense Holoendémique Sikasso Prémunition acquise 5
guinéen (-6 mois/an) IP>75% ans.
Faciés nord -Intense Hyperendémique | Ségou, Prémunition 9 ans.
soudanien et Sahel | (3-4 mois/an) IP:5-75% Koulikoro, Neuropaludisme,

Mopti fréquent & 1-9 ans.
Faciés saharien -Sporadique Epidémique Gao, Kidal, Adultes aussi exposés

-voire Epidémique | IP<10% Tombouctou risque paludisme grave et
compliqué.

Faciés des -Bimodale Mésoendémique | Sélingué, Anémie palustre
Barrages (Plurimodale) IP:26-50% Manantali, élevée chez moins 9ans.

Markala
Faciés urbain Hypoendémique | Bamako, Adultes bamakois

IP<10% Mopti ville risque paludisme grave.

La chloroquino-résistance a été rapportée depuis les années 1990 au Mali [28,29], ce

qui a conduit en 2006 au retrait de la chloroquine dans le traitement du paludisme a
P.falciparum.

3.4 Biologie :

Le paludisme est d0 a des parasites du genre Plasmodium transmis d’une personne a

’autre par des piqlres de moustiques du genre Anopheles femelles infestées, appelés «vecteurs
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du

paludisme». Ces derniers piquent principalement entre le crépuscule et le petit matin. [18].

3.4.1 Vecteur :

Le paludisme est transmis exclusivement par les piqlres de moustiques Anopheles.
Parmi plus de 500 especes d’Anopheles reconnues a ce jour, 41 sont des vecteurs majeurs du
paludisme, dont le plus grand nombre (39%) se trouve en Asie du Sud-est, alors que les vecteurs
les plus compétents, An. gambiae et An. arabiensis, sont en Afrique. Chaque espece vectrice
présente ses caractéristiques comportementales, géographiques et écologiques qui lui sont

spécifiques et qui déterminent 1’épidémiologie locale du paludisme [30].

Toutes les espéces importantes de vecteurs piquent la nuit. Les Anopheles se
reproduisent dans 1’eau et chaque espéce a ses préférences ; certaines par exemple préférent
I’eau douce de faible profondeur comme les flaques d’eau, d’autres les riziéres et les eaux dans
les empreintes laissées dans le sol par les sabots d’animaux. La transmission est plus intense
aux endroits ou les espéces de vecteurs ont une durée de vie relativement longue (ce qui permet
au parasite de compléter son cycle de développement a I’intérieur du moustique) et piquent

plutot les étres humains que les animaux.

Par exemple, la longue durée de vie et la forte préférence pour ’homme des especes
africaines de vecteurs expliquent que prés de 90% des déces par paludisme enregistrés dans le

monde surviennent en Afrique [31].

Au Mali, des études conduites par Touré en 1983 ont montré que Anopheles gambiae
s.l. comporte An. arabiensis et les trois formes chromosomiques d’An. gambiae s.s nommees
Mopti, Savane et Bamako. La forme Mopti se rencontre fréquemment dans les zones
d’inondation du fleuve Niger, elle coexiste avec la forme Bamako dans les régions humides du
sud, avec des fréquences faibles. La forme Savane se rencontre dans les zones du sud et du
centre. La transmission du paludisme est assurée en saison séche froide (Novembre —Février)
par An. arabiensis et la forme Mopti de An. gambiae s.s lui succedent en période seche chaude
(Mars-Juin). Les formes Savane et Bamako de An. gambiae s.s deviennent les principaux
vecteurs pendant la saison des pluies (Juillet-Octobre). Ainsi, le long de I’année les vecteurs se

relayent dans la transmission du Plasmodium [32].
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Systématique [31] :

Il existe plus de 3 500 especes répertoriées a ce jour au sein de la famille des Culicidae

qui regroupe I’ensemble des insectes connus sous le nom vernaculaire de moustiques (Tableau

I1). Classés dans 1’ordre des Dipteres (2 ailes) et le sous-ordre des Nématocéres (antennes

filiformes). Ces insectes sont caractérises par des antennes longues et fines a multiples articles,

des ailes pourvues d’écailles et la présence, chez les femelles au moins, de pieces buccales en

forme de trompe rigide appelée proboscis. Les Culicidae sont répartis en deux sous-familles :

Anophelinae et Culicinae.

Tableau Il : Taxonomie du vecteur du paludisme

Régne Animalia (=Animaux)

Sous-Régne Metazoa (=Composé de plusieurs cellules
Embranchement Arthropoda (=Pattes articulées)
Sous-embranchement Hexapoda (=3 paires de pattes)

Super-classe

Protostomia

(=bouche en premier lors du développement)

Classe Insecta (=corps segmenté en 3 parties)

Sous-classe Pterygota (=avec des ailes)

Intra-Classe Neoptera (=ailes qui se replient en arriere au repos)

Super-ordre Endopterygota (=larve dépourvue d’ailes)

Ordre Diptera (= avec 2 ailes)

Sous-ordre Nematocera (avec antennes longues et fines)

Famille Culicidae (= moustiques)

Sous-famille Anophelinae (= anophéles)

Genre Anopheles

Sous-genre Anopheles, Cellia, Nyssorhynchus, Kerteszia
3.4.2 Agent pathogene :

Le Plasmodium est I’agent causal du paludisme. C’est un parasite intracellulaire,

amiboide, colonisant les hématies et produisant un pigment.

Systématique [31] :

\

Les Plasmodiums sont des protozoaires appartenant a 1’embranchement des

Apicomplexa. Cet embranchement est caractérisé par la présence d’un complexe apical

généralement constitué d’un conoide, qui aide a la pénétration dans la cellule héte, d’un anneau

polaire et de rhoptries, qui probablement sécretent une enzyme protéolytique ainsi que des
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microtubules sous membranaires, qui assurent la mobilité de la cellule. Sa taxonomie est la

suivante :

+» Embranchement : APICOMPLEXA,
% Classe : SPOROZOEA,

% Sous-classe : COCCIDIA,

% Ordre: EUCOCCIDA,

% Sous-ordre : HAEMOSPORINA,

s Famille: PLASMODIDAE,

% Genre: Plasmodium

Les différentes espéces plasmodiales [33]:

Il existe de trés nombreuses especes de Plasmodium (Plus de 140), touchant de
nombreuses espéces animales, dont cing especes sont habituellement retrouvées en pathologie

humaine : P.falciparum, P.malariae ; P.vivax ; P. ovale et P.knowlesi.

3.4.3 Cycle de vie des plasmodies:

Le cycle de développement du Plasmodium nécessite deux hotes obligatoires : I’homme
et le moustique. Chez I’homme s’effectue la multiplication asexuée ou schizogonie. Chez

I’anophele femelle s’effectue le cycle sexué ou sporogonie [18].

3.4.3.1 Chez homme -
Il se déroule en deux phases : une phase hépatique (ou exo-érythrocytaire) et une phase
sanguine (ou érythrocytaire) [26,34]

v La phase hépatique :

L’anophele femelle infesté en piquant ’homme lui inocule dans le sang, le parasite sous
forme de sporozoites. Ceux-ci restent dans la circulation sanguine pendant une demi- heure

avant de penétrer dans les cellules du foie.

Une fois dans I’hépatocyte, les sporozoites restent quiescents (hypnozoites) pour
Plasmodium ovale et Plasmodium vivax ou par multiplication nucléaire, ils deviennent des
schizontes intra hépatocytaires (corps bleus). Cette phase dure 7 a 21 jours en fonction de
I’espece plasmodiale, elle est cliniquement muette et correspond a la phase d’incubation de la

maladie.
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v La phase sanguine :

La rupture des corps bleus libére des mérozoites qui pénetrent les globules rouges par
endocytose, et se transforment en trophozoites. Le trophozoite grossit et se transforme en
schizonte sanguin qui est appelé corps en rosace & maturité et qui contient de nombreux
mérozoites dont le nombre varie selon I’espece plasmodiale. L’éclatement de I’hématie libére
les mérozoites dans la circulation sanguine. Chaque mérozoite envahit une nouvelle hématie,

poursuivant ainsi le cycle intraérythrocytaire.

Au cours de la multiplication dans les hématies, le parasite va produire au dépend de
I’hémoglobine un pigment appelé ’hémozoine. Parallélement apparaissent dans 1’hématie des
taches de Maurer (P.falciparum), des granulations de Schiffner (P.vivax et P. ovale) ou des

ponctuations de Ziemann (P.malariae)

Le cycle sanguin dure 48 heures chez le P.falciparum, P.vivax et P. ovale, 72 heures
chez le P.malariae. C’est I’éclatement simultané des corps en rosace d’une méme génération
qui provoque I’acces fébrile typique du paludisme. Apres plusieurs cycles schizogoniques sanguins,
certains mérozoites se différencient en élément & potentiel sexué : les gamétocytes. Ceux-ci ne

poursuivront leur développement que s’ils sont absorbés par un anophéele femelle.

3.4.3.2 Chez ’anopheéle : [26,34]

Encore appelé cycle sporogonique, il débute des I’infestation de I’anophele femelle
ayant piqué un impaludé porteur de gamétocytes. Les gamétocytes passent dans son
estomac, le gamétocyte femelle (ou macrogamétocyte) se transforme et devient immobile. Le
gamétocyte male (microgamétocyte) va subir une ex flagellation qui 1’allongera et le rendra

mobile.

La fecondation du macrogamétocyte par le micro-gamétocyte aboutit a la formation
d’un ceuf mobile dans la lumiére du tube digestif appelé ookinete. Celui-ci va traverser le tube
digestif et aller s’enkyster sur sa face externe formant un oocyste. Une fois miir I’oocyste éclate
et libére des sporozoites qui vont gagner les glandes salivaires de 1’anophéle d’ou ils seront
inoculés a I’homme lors d’une nouvelle piqlire. La durée du cycle chez 1’anophele est de 10 a

40 jours selon la température extérieure et les especes.
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Figure 4 : Cycle biologique des espéces plasmodiales chez ’homme et chez le moustique [35].
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3.4.4 Diagnostic biologique :

Diagnostic de présomption

L’hémogramme révele une anémie de type hémolytique, normochrome ou hypochrome,
avec ou sans réticulocytose. Au cours des acces aigus et dans les acceés pernicieux, on retrouve
parfois une hyperleucocytose a polynucléaires neutrophiles, remplacant la leuconeutropénie
habituelle, une thrombopénie est en rapport avec la séquestration splénique des plaquettes,
tandis que dans les acces de reviviscence et le paludisme viscéral évolutif, une leucopénie est

de régle, de méme qu’une thrombopénie et une hypergammaglobulinémie [36].

3.4.5 Diagnostic parasitologique : [9]
C’est un diagnostic d’urgence, consistant a mettre en évidence le parasite présent dans
le sang, permettant de faire le diagnostic de certitude de I’infestation palustre.

Toutes ses techniques sont des méthodes de diagnostic direct.

Le frottis mince et la goutte épaisse :
Ils demeurent la référence, et nécessitent une méthodologie simple, mais précise et
rigoureuse et un long apprentissage. La sensibilité est corrélée au temps d’observation (pour un

frottis : lecture d’au moins 100 champs, en pratique 20 minutes).
Quantitative Buffy-coat :

La coloration fluorescente des acides nucléiques par I’acridine orange : le malaria-test
QBC (quantitative buffy-coat). Cette technique nécessite un équipement particulier. Sa

sensibilité est de 5 hématies parasitées/pl.

Toutefois, le fait qu’il nécessite un microscope a fluorescence, qu’il manque de

spécificité, ne sont pas a son avantage.

3.4.6 Diagnostic immunologique : ELISA et IFI [18]

Ces méthodes constituent le diagnostic indirect du paludisme.

Le principe d’IFI consiste a mettre en contact, un antigéne figuré de parasite sur goutte
épaisse et/ou sur frottis sanguin, et un sérum animal ou humain. Si ce sérum contient des
anticorps spécifiques contre cet antigene le complexe immun persistera apres le lavage, et sera

fluorescent en lumiere ultra-violet grace au fluorochrome associe aux anticorps.
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Quant au principe d’ELISA, il consiste a fixer sur un support solide des éléments
contenus dans le liquide biologique. Ensuite, les antigénes solubles sont détectés a 1’aide d’un
complexe immun marqué par ’enzyme, et seront révélés par addition d’un substrat spécifique

de I’enzyme.

Ces techniques apportent des informations précieuses qui permettent de confirmer le
paludisme, lorsque la parasitémie a été réduite par exemple par un traitement anti palustre. Elles
permettent également de suivre la guérison par la décroissance du taux des anticorps, et ont

aussi un intérét en zone d’endémie.

Le diagnostic immunologique ne peut remplacer le diagnostic parasitologique direct, du
fait que les anticorps apparaissent avec un retard de plusieurs jours sur la parasitémie et

disparaissent plus tard [18].

Les tests de diagnostic rapides: TDR [18]

Les tests de diagnostique rapides du paludisme, parfois appelés " bandelettes réactives
" ou " systemes de diagnostic rapide " détectent les antigenes spécifiques (protéines ou
enzymes) présents dans le sang des personnes infestées, et produits par les parasites.

Plusieurs tests de diagnostic rapide (TDR) par immunochromatographie sont
disponibles. Ils sont classés en fonction du nombre d'antigénes détectés; certains permettent la
mise en évidence de la pLDH (Plasmodium lactate déshydrogénase) : Pf pour P. falciparum,
Pv pour P. vivax ; Pan-LDH commune aux quatre espéces plasmodiales. La sensibilité et la

specificité revendiquées par les constructeurs de ces tests sont comparables.

Ces tests (immunologiques) ne doivent pas étre employés seuls. Le parasite doit étre mis

en évidence par d’autres tests comme la goutte épaisse et le frottis mince.
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3.4.7 Manifestation du paludisme : [18]

3.4.7.1 La forme ""classique’ :
C’est l'acces palustre, ficvre intermittente a fréquence variable plus ou moins
caractéristique du Plasmodium infestant. La fievre survient lors de I'éclatement des hématies et

de la libération des mérozoites.

3.4.7.2 Acces pernicieux :
C’est la forme suraigué du paludisme a P. falciparum, susceptible de tuer rapidement le
malade en absence de traitement. C'est une urgence médicale. Le début est brutal (crise

convulsive, coma) avec fiévres, troubles de la conscience, du comportement, hémoglobinurie.

3.4.7.3 Fievre bilieuse hemoglobinurique :
Survenant parfois aprés prise de quinine motivée par un accés fébrile, cette fiévre
s'accompagne d'hémoglobinurie et d'ictére. 1l y a hémolyse brutale et massive. Cette forme est

devenue rare.

3.4.7.4 Rechute :

Elles peuvent se produire plusieurs années ou dizaines d'années aprés un acces palustre,

sauf pour P. falciparum dont les hépatozoites ne peuvent rester dans le foie aussi longtemps.

Traitement du paludisme [37]:

Le paludisme est une maladie évitable dont on guérit. L’objectif premier du traitement
est d'obtenir une guérison compléte, c'est-a-dire 1’élimination rapide et totale des plasmodies
dans le sang du patient, pour éviter qu’un paludisme non compliqué n’évolue vers une forme
grave potentiellement mortelle ou vers une infestation chronique provoquant une anémie. Du
point de vue de la santé publique, le traitement est destiné a réduire la transmission de ’infection
en diminuant le réservoir infectieux, et a éviter I’apparition et la propagation d’une résistance

aux antipaludiques.

v' Politique de traitement :

Depuis 2006, la plupart des pays ou Plasmodium falciparum est endémique ont
progressivement actualisé leur politique de traitement, passant de la chloroquine (CQ) et de la
sulfadoxine-pyriméthamine (SP) auxquels le paludisme résiste, aux associations thérapeutiques

a base d’artémisinine (CTA) actuellement recommandées.
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Ces derniéres constituent désormais le meilleur traitement contre le paludisme simple a

P. falciparum [19].
v" Traitement des infections a P. falciparum

L’OMS recommande les combinaisons thérapeutiques a base d’artémisinine (CTA)
pour traiter le paludisme non compliqué causé par P. falciparum. Associant deux principes
actifs qui ont des modes d’action différents, les CTA sont les antipaludiques les plus efficaces
dont on dispose aujourd’hui. Actuellement, I’OMS recommande cinq CTA contre le paludisme
a P. falciparum. Le choix des CTA doit se fonder sur les résultats des études d’efficacité
thérapeutique contre les souches locales de paludisme a P. falciparum Ces cings CTA sont :

« Artéméther + Luméfantrine

» Artésunate + Amodiaquine

» Artésunate + Mefloquine

« Dihydroartémisinine + Pipéraquine

» Artésunate + Sulfadoxine—pyriméthamine (SP)

v Traitement des infections a P. vivax

Les infections a P. vivax, doivent étre traitées par la chloroquine la ou ce médicament
reste efficace. Dans les zones ou 1’on a mis en évidence des souches de P. vivax résistantes, les
infections doivent étre traitées par une CTA, de préférence une combinaison dans laquelle le

médicament associé a 1’artémisinine a un long temps de demi-vie.

Afin de prévenir les rechutes, la primaquine devrait étre ajoutée au traitement; le dosage
et la fréquence d'administration devront étre ajustés en fonction de I'activité enzymatique de la

glucose-6-phosphate déshydrogénase (G6PD) de chaque patient.
v' Traitement du paludisme grave

Le paludisme grave doit étre traité avec de D’artésunate injectable (par voie
intramusculaire ou intraveineuse) pendant au moins 24 heures, suivi d’une CTA compléte de 3
jours une fois que le patient peut tolérer des médicaments par voie orale. Lorsque le traitement
injectable ne peut étre administré (cas des enfants agés de moins de six ans atteints de paludisme
grave), les malades doivent recevoir un traitement d’artésunate par voie rectale avant d’étre

orientés immédiatement vers un centre pouvant leur dispenser un traitement parentéral complet.
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Compte tenu des derniers développements en matiére de résistance, il est impératif que
les traitements injectables a base d'artémisinine et les suppositoires a base d'artésunate ne soient
pas utilisés en monothérapie. Le traitement initial du paludisme grave avec ces médicaments

doit étre complété par une CTA compléte de 3 jours.

Le P. falciparum est devenu résistant a de nombreux antipaludiques (ex. chloroquine, et
a d’autres antipaludiques selon son origine géographique : méfloquine, sulfadoxine,

pyriméthamine, ...).

3.5 Résistance du Plasmodium aux antipaludiques : cas des
aminoquinoléines
3.5.1 La Chloroquine

La Chloroquine (CQ) est une amino-4-quinoléine de synthese qui a fait son apparition
apres la seconde guerre mondiale. Son activité est liée a ses propriétés d’accumulation sélective

dans I’hématie parasitée et sa localisation préférentielle dans la vacuole digestive [10].

Figure
5 : Structure Chimique de la Chloroquine

Source : https://pubchem.nchi.nim.nih.gov/compound/2719#section=2D-Structure
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Gréace a ses proprietés de base faible et a son noyau lipophile, la chloroquine diffuse
passivement a travers la membrane érythrocytaire (en vert, figure 6) puis la membrane de la
vacuole parasitophore (en vert clair, figure 6) et la membrane parasitaire (en jaune, figure
6)pour gagner enfin la vacuole digestive en s’accumulant dans cette derniére ( en rouge, figure

6), qui est un compartiment acide de pH compris entre 4,8 et 5,2 [6].
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Figure 6 : Représentation schématique de 1’érythrocyte parasité.
Source : http://ebischoff.free.fr/Palu/JPG/Figure5.GIF

Mécanisme d’action de la Chloroquine

e Accumulation de la chloroquine dans les hématies parasitées [6] :

Le mécanisme exact de 1’action antipaludique de la chloroquine n’est pas encore
totalement élucidé. Cependant, toutes les hypotheses avancées a ce jour disent que les
antipaludiques de la famille des 4-aminoquinolines agissent au niveau de la vacuole digestive
des plasmodies. Des études, au cours desquelles la distribution de la chloroquine a été suivie
par radio--marquage, ont montré qu’elle s’accumulait préférentiellement dans les hématies
parasitées. Cependant, des travaux plus récents ont monté que la pénétration de la chloroguine
dans ’hématie parasitée dépendait d’un transporteur particulier, la protéine NHE qui est un

échangeur Na+/H+.
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e Interaction chloroquine-ferriprotoporphyrine IX [6] :

Pour assurer ses fonctions vitales, le Plasmodium utilise I’hémoglobine de la cellule
hote. La digestion de cette hémoglobine dans la vacuole digestive du parasite libére, d’une part,
des acides aminés nécessaires au déeveloppement des plasmodies et, d’autre part, I’héme. Ce
dernier, par oxydation, se transforme en un résidu toxique : la ferriprotoporphyrine 1X (FPIX)
ou hématine (figure 7a).

L’une des hypothéses expliquant cette accumulation est celle avancée par Fitch

[38,39]sur I’affinité de la chloroquine pour la ferriprotoporphyrine IX soluble.

Selon cette hypothése la chloroquine se lierait a la FPIX, en s’intercalant entre deux
dimeéres (figure 7b.) pour former un complexe toxique possédant la méme activité membranaire

que ’hématine et donc entrainerait la lyse de la membrane du parasite.

SALIMATA DIALLO LBMA THESE DE PHARMACIE 2018

22



ETUDE DE SURVEILLANCE DE LA RESISTANCE DE Plasmodium falciparum A LA CHLOROQUINE, SELINGUE

Fiaure 7a

Figure 7b

Figure 7 : 7a.
FPIX [6].
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Mécanisme de la Chloroquino-résistance

Si I’activité de la chloroquine a été attribuée a son accumulation sélective dans les
érythrocytes parasités par rapport aux érythrocytes non parasités, la chloroquino-résistance a
été étroitement liée a une forte diminution de cette accumulation chez les souches résistantes.[6]

Les théories dominantes suggéraient que ces défauts d’accumulation étaient dus a une

altération des gradients de pH et/ou de la perméabilit¢é membranaire en conséquence d’un

mécanisme d’efflux [40].

Une des hypotheses principales évoquées est 1’efflux de la chloroquine 40 a 50 fois plus

rapide chez le parasite résistant, proposé par Krogstad (Figure 8) [11].

Hématie parasitée par une souche sensible Hématie parasitée par une souche résistante

Milieu f
extracellulaire

ca

Figure 8 : Efflux de la Chloroquine de la vacuole digestive

Une spécificité structurale élevée de 1’accumulation de médicaments est observée, ce
qui implique le réle soit d’un transporteur/perméase spécifique ou d’une molécule associée a

I’hématine dans la vacuole digestive [40].

Par analogie avec la résistance des cellules cancéreuses, plusieurs hypothéses ont
suggéré que I’efflux de la chloroquine était assuré par un ou plusieurs transporteurs. La
premiere protéine soupconnée fut la P-glycoprotéine homologue-1 (Pgh-1) qui est localisée sur
la membrane de la vacuole digestive du parasite. Cette protéine est codée par le géne pfmdri,

homologue du géne mdrl humain qui code la P-gp 170 chez les cellules cancéreuses [6].
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Enfin, des travaux plus récents ont mis en évidence le réle d’une autre protéine PfCRT
ou Plasmodium falciparum Chloroquine Resistance Transporter (Figure 9) dans la
chloroquino-résistance [6].

« Laprotéine PfCRT (P. falciparum chloroquine resistance transporter): [7,10,12,18]

C’est une protéine située aussi au niveau de la membrane de la vacuole digestive du
parasite et codée par le gene Pfcrt [6].

L’¢équipe de Sidhu a montré que des mutations de ce géne conféraient aux souches de
Plasmodium falciparum la résistance a la chloroquine [41]

Digestive vacuole oo,
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Figure 9 : Protéine PfCRT
Source : https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23020971 [7]

Cette protéine comporte 13 exons et 10 segments transmembranaires; elle appartient a
la superfamille des transporteurs métaboliques. Les données disponibles concordent avec le
point de vue selon lequel la protéine PfCRT fonctionne comme un transporteur agissant
directement comme médiateur de I'efflux de la chloroquine de la vacuole digestive. ces auteurs
ont suggére qu'un efflueur dépendant de I'énergie (c'est-a-dire un transporteur capable de sortir
le médicament de la vacuole digestive, contre un gradient électrochimique) est responsable de

la résistance au CQ [42]
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Ainsi, il est suggéré que Pfcrt remplit plusieurs fonctions, telles que 1’efflux
d’alcaloides, de composés aminés, de cations divalent et de peptides qui résultent de la digestion
vacuolaire de la globine. En outre, il est culminé pour avoir un rdle dans la régulation de

I’homéostasie H+[41].
» Le gene Pfcrt (Plasmodium falciparum chloroquine resistance transporter)

Le gene de la résistance a la chloroquine a éte identifié en 2000. La substitution de la
Lysine par la Thréonine a la position 76 du géne Pfcrt conduit a la mutation qui joue un grand
réle dans ce mécanisme de résistance a la chloroquine [18]. Ce géne situé sur le chromosome 7
code pour un transporteur membranaire de la vacuole digestive. La mutation sur le codon 76
(K—T) ou la lysine (K) est remplacée par la thréonine (T), associée a sept autres points de
mutation, permet au parasite de limiter 1’accumulation de la chloroquine dans sa vacuole
digestive, ou elle exerce son action inhibitrice. Pfcrt est également impliqué dans la baisse de
sensibilité du parasite a ’amodiaquine et a la quinine. L’analyse de ce locus renseigne sur la

pression médicamenteuse exercée au sein des populations [12].

La figure 10 illustre la localisation du segment d’environ 100 Kb présent dans le
septieme chromosome de Plasmodium falciparum hébergeant les genes transporteurs, Pfcrt et
le géne var. Un segment supplémentaire d’environ 36 Kb est mis en évidence englobant les huit
génes de transporteur comprenant le géne Pfcrt et une vue plus schématique du géne Pfcrt avec
ses 13 exons, la mutation K76T est aussi mise en évidence. Les cing acides aminés présents a
partir de la position 72-76 dans I'exon 2 caractérisent les haplotypes Pfcrt résistants (CVIET et
SVMNT) et sensibles (CVMNK) a la chloroquine [43].
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P. falciparum seventh chromosome (~1,500 Kb)

L) L)
~100 Kb
~36 Kb
3 Kb 0.95 Kb 1 Kb 1.9 Kb 0.38 Kb 0.39 Kb 1.5 Kb
— 0.68 Kb 2.6 Kb 0.95 Kb 3.09 Kb 3.7 Kb 0.81 Kb. 8.81 Kb 4 Kb —
CcG 8 CcCG 4 CcG3 Pfert CcG1 CG 6 CcG 2 cG7
~3,095 Kb
I —EXON 2
458 bp Chloroquine resistance transporter gene 461 bp
MALTP1.27

72 T3 747576

e e eelr CVMNK,, sensitive or wild
SVMNT,, resistant or mutant
CVIET,, resistant or mutant

Transporler gene Il—uncuonal gene IHypolhehcu‘l gene IVer gene (FTEMP1 proten)

Figure 10 : Représentation du chromosome 7 de P. falciparum illustrant un segment d’environ
100Kb sur lequel se situent les 8 géenes de transport dont le Pfcrt, mis en évidence avec ses 13
exons ainsi que la mutation K76T [43].

La présence de cette mutation sur le codon 76 multiplie le risque de résistance in vivo a
la CQ. Cette mutation est souvent associee a d’autres mutations du méme geéne. Sur le codon
72 (C—S) la cystéine (C) pourrait &tre remplacée par la Sérine (S) ; le codon 74 (la Méthionine
M — T’Isoleucine I); le codon 75 (I’Asparagine N — 1’acide Glutamique E) ; le codon 220
(I’Alanine A— la Sérine S) ; le codon 271 (la Glutamine Q— I’acide Glutamique E) ; le codon
326 (I’ Asparagine N— la Sérine S) ; le codon 356 (I’Isoleucine I— la Thréonine T) et sur le
codon 371 (I’Arginine R— I’Isoleucine I) dont les rbles ne sont pas clairement connus. Elles
pourraient compenser 1’effet de la mutation en position 76 sur la capacité du parasite a se

multiplier (fitness) [10].
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3.5.2 L’Amodiaquine

L’Amodiaquine (AQ), un 4-aminoquinoléine lié a la chloroquine a été utilisée
couramment en monothérapie et maintenant comme un partenaire de medicament dans la
combinaison thérapeutique a base d’artémisinine pour le traitement du paludisme simple a
Plasmodium falciparum [22]. Elle est plus souvent associée a I’artésunate qui est un dérivé semi

synthétique de I’artémisinine.

1
-"\-\.H . D -
e S, .a-“'.' s
-~ |] |’
s e e - N o -
e -,
.___;'J HH\_]-___:.:-; ~
o, P ]
- . -

Figure 11 : Structure chimique de ’amodiaquine

Source : https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/2165#section=Top

Le mode d’action de I’AQ semble étre le méme que celui de la CQ. L’accumulation de
I’AQ est corrélée a celle de la CQ et est aussi diminuée chez les isolats chloroquinorésistants
[10]. Des études moléculaires ont montré que I’haplotype SVMNT du géne Pfcrt prédomine

dans des parties du monde rapportant historiquement la resistance de I’AQ in vivo [22].
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3.6 Méthode de détection des mutations ou de surveillance

de la résistance :

High Resolution Melting HRM : Fusion a Haute Résolution :

Le HRM est une technique de biologie moléculaire permettant la détection de mutations
de polymorphisme génétique et de différences épigénétiques dans des échantillons d’ADN
double brin

Principe :

L'analyse HRM est réalisée a partir d'échantillons d'’ADN double brin. La région de
I'ADN potentiellement porteuse de la mutation est d'abord amplifiée par PCR. L'amplicon est
alors chauffé trés progressivement et précisément d'environ 50°C & 95°C. A un certain point,
les deux brins d'ADN se séparent : c'est ce processus que I'on appelle fusion de I'ADN. Le

principe de la HRM est d'observer cette fusion en temps réel.

BB 1614 H1MALIHE

Figure 12 : Principe du HRM
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Cela est possible grace a des composés particuliers, appelés colorants intercalants, qui

ont la propriété de devenir plus fluorescents lorsqu'ils sont fixés a de 'ADN double brin. En

I'absence de double brin, ils ne peuvent pas se fixer et leur niveau de fluorescence est trés faible.

Au début de I'analyse HRM, a la plus basse température, l'intensité de fluorescence est trés

importante, car I'ensemble de I'amplicon est présent sous forme double brin. Mais, au fur et a

mesure que la température augmente et que les brins se séparent, la fluorescence diminue.

L'enregistrement de l'intensité de fluorescence en fonction de la température est appelée courbe

de fusion

Fluorescence

55C

95C

Figure 13 : Principe de tracée des courbes de fusion

Un changement, méme mineur, dans la séquence de I'ADN conduit a une variation de

la cinétique de fusion, qui peut étre détectée grace a la haute résolution utilisée.

LBMA

cu
b
c
8 Mutated DNA
7 Normal DNA ¢.g agcracgcracgcgargctageracgctacy
od ¢.g. agctacgcracgetatgotagctacgetacg
o
=
(T
55C » 95C

Figure 14 : Courbe de fusion d’un ADN normal et d’un ADN muté
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Description du dispositif :

Le dispositif du HRM est composé d’un LightScanner-96 (Idaho Technologies, Inc.,
Salt Lake City, UT) muni d’une caméra reliée a un ordinateur. Ce dispositif est congu pour la

recherche des mutations dans différents génomes.

Figure 15 : Dispositif du HRM au LBMA

La plague est introduite dans le LightScanner-96 (Idaho Technologies, Inc., Salt Lake
City, UT) et on fait varier la température de 40°C a 95°C. Au bout de 10 minutes, on obtient
une courbe de fusion qui est fonction de la fluorescence de la solution grace au LCGreenPlus,

agent intercalant fluorescent.
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Figure 16 : La température de fusion en fonction de la fluorescence au HRM

Melting Curves

T I I T I I I I I

Fluorescence

Temperature "C

Figure 17 : Les courbes de fusion au HRM

Les courbes sont ensuite normalisées. Apres la normalisation, les courbes peuvent étre

visualisées sous forme de pics (figure 18).
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Figure 18 :

Pics de fusion au HRM
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4 METHODOLOGIE

4.1 Lieu d’étude:

ETUDE DE SURVEILLANCE DE LA RESISTANCE DE Plasmodium falciparum A LA CHLOROQUINE, SELINGUE

L’étude s’est déroulé a Sélingué, cercle de Yanfolila situé dans la région de Sikasso, Mali

(figure 19). Sa population est estimée a 111 469 habitants. Carriére ; Dalabala ; Sanankoroni ;

Kangaré ; Bozola ; Dalaba ; Bougoudani et Kibarou constituent les principaux quartiers de la

commune de Baya. Sélingué est une localité endémique ou la transmission du paludisme est

assurée par deux phénomenes

: 1) Le barrage de Sélingué et 2) La pluviométrie.
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Figure 19 : Cartes du Sélingué [44]

Source : Institut Géographique du Mali

4.1.1 Situation sanitaire

Le district sanitaire de Sélingué regroupe un Centre de Santé de Référence et sept (7)

aires de santé organisées en centres de santé communautaires (CSCom) et gérées par des
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associations de santé communautaire (ASACO) : Kangaré, Binko, Tagan, Carriére, Faraba,
Siekorolé et Diarani plus trois (3) CSCom du cercle de Kangaba (Manikoura, Séléfougou,
Figuiratomo). Pour des raisons d’accessibilité géographique, la zone sanitaire de Sélingué abrite
des dispensaires, des maternités (Mafléni, Bambala, Makandiana et Solinkoro) et une infirmerie
de I’institut nationale de prévoyance sociale au niveau de 1’office de développement rural de
Sélingué (ODRYS).

4.2 Type et période d’étude

L’étude s’est déroulée du 17 Novembre 2016 au 16 Décembre 2016. 1l s’agissait d’une
étude transversale a visée investigatrice s’ inscrivant dans le cadre du projet PMI (President Malaria
Initiative) sur I’efficacité des antipaludiques (du 26 Novembre 2015 au 20 Janvier 2017). Un total
de 449 enfants atteints du paludisme simple a P. falciparum, agés de 06 a 59 mois a été enrélé
dans ce projet a Sélingué. Notre étude s’est focalisée sur les 03 quartiers qui ont présenté une forte

prévalence de cas de paludisme simple a P. falciparum selon les résultats du projet PMI.
4.3 Enrélement des enfants dans le projet PMI

Des dépistages actifs et volontaires ont été faits a travers la goutte épaisse pour
diagnostiquer 1’accés palustre simple a P. falciparum chez les enfants agés de 06 a 59 mois a
Sélingué. Une fois 1’acces palustre simple a P. falciparum confirmé, les enfants répondant aux
critéres d’inclusion étaient enrdlés (inscrits) par un clinicien aprés I’obtention de 1’assentiment de

leurs parents.

Un préléevement capillaire a été effectué chez les enfants avant I’administration des
médicaments (Artemether+luméfantrine ou Artésunate+Amodiaquine). Ce prélévement a servi a
la réalisation des confettis. Des gouttes de sang étaient déposées dans les cercles de spots du papier
confetti, puis on les laissait sécher a I’abri des mouches et du soleil avant de les introduire dans

des enveloppes pour les protéger de la poussiére.

Un minimum de trois (03) spots par confetti et par patient était réalisé. Sur le confetti du

patient se trouvaient également ses informations: 1’identifiant du patient et la date de passage.

SALIMATA DIALLO LBMA THESE DE PHARMACIE 2018

55



ETUDE DE SURVEILLANCE DE LA RESISTANCE DE Plasmodium falciparum A LA CHLOROQUINE, SELINGUE LBMA

4.4 Enquétes

Des enquétes ont été réalisées dans 8 quartiers de Sélingué incluant les 03 quartiers qui
ont présenté une forte prévalence de paludisme (Carriére, Dalabala et Bozola). Un total de 200
familles a participé a I’enquéte et 21 vendeurs de medicaments de la rue ont été interrogés pour

estimer :

+ le niveau de vente illicite de la chloroquine aupres des vendeurs (Annexe 1) et
& le niveau de consommation clandestine de la chloroquine dans les familles (Annexe II).
Le choix des familles a été fait de facon raisonnée en fonction de la prévalence du

paludisme simple a P. falciparum dans les quartiers.

4.5 Echantillonnage

4.5.1 Choix des participants

Nous avons fait un choix raisonné de 60 patients parmi les 449 enfants enrolés a Sélingue
en se basant sur la prévalence du paludisme simple a P. falciparum dans différents quartiers. Ainsi
nous avons choisi 35 enfants a la Carriére qui avait la plus forte prévalence de cas de paludisme
simple a P. falciparum suivi de Dalabala ou nous avons choisi 15 enfants et enfin Bozola ou 10

enfants ont été choisis.

4.5.2 Collecte des echantillons

Nous avons sélectionné les confettis des 60 patients inclus dans notre étude pour la

réalisation des tests moléculaires.

4.6 Detection des mutations ponctuelles associées a la

résistance du P. falciparum a la chloroquine

4.6.1 Marqueurs de résistance étudiés

Nous avons étudié quatre marqueurs de résistance afin de détecter des mutations
ponctuelles sur le gene Pfcrt associés a la chloroguino-resistance. Ce gene situé sur le chromosome
7 code pour un transporteur membranaire de la vacuole digestive. Pas moins de 30 variantes ont

été identifiées, rendant la protéine PfCRT extraordinairement polymorphe.
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La mutation sur le codon 76 (K—T), associée a sept autres points de mutation (dont les

codons 72 ; 74 ; 75) permet au parasite de limiter I’accumulation de chloroquine dans sa vacuole

digestive, ou elle exerce son action inhibitrice.

£ T T B

Les marqueurs utilisés étaient :

Pfcrt 72S : sur le codon 72, la Cystéine C pourrait étre remplacée par la Sérine S.

Pfcrt 741 : a la position 74, la Méthionine M pourrait étre remplacée par 1’isoleucine 1.
Pfcrt 75E : a la position 75, I’asparagine N pourrait étre remplacée par I’acide glutamique
Pfcrt 76T : sur le codon 76, la lysine K pourrait étre remplacée par la thréonine T.

Ces marqueurs permettent d’obtenir différents haplotypes du gene Pfcrt

Haplotypes du géne Pfcrt recherchés:

Un haplotype est un groupe d’alléeles d’un méme geéne ou de plusieurs génes situés sur un

méme chromosome et habituellement transmis ensemble. Les marqueurs de résistance étudiés

mettent en évidence différents haplotypes basés sur quatre positions ou codons du géne Pfcrt (72,
74, 75 et 76).

)

£ N T I T I

CMNK est I’haplotype sauvage
CMNT |
CIET
SMNT —— Sont des haplotypes mutés
CIDT
CMET _J

CIET/CMNK est I’haplotype mixte (présence simultanée de 1’haplotype sauvage et muté).

4.6.2 Choix de la technique de détection

La technique de fusion a haute résolution/ High Resolution Melting (HRM) a été utilisée

pour détecter des mutations ponctuelles sur le géne Pfcrt associés a la chloroguino-résistance.

C’est une technique de biologie moléculaire permettant la détection de mutations de

polymorphisme génétique et de différences épigénétiques dans des échantillons d’ADN double

brin. Un changement, méme mineur, dans la séquence de I'ADN conduit a une variation de la

cinétique de fusion, qui peut étre detectée grace a la haute résolution utilisée. Cette technique a été

utilisée avec succes dans plusieurs études comme celle menée par Andriantsoanirina et al, en

2009 sur Rapid detection of point mutations in Plasmodium falciparum genes associated with

antimalarial drugs resistance by using High-Resolution Melting analysis [45], celle de Daniels et
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al, en 2012 sur Genotyping drug resistance markers in Plasmodium falciparum Application of
refined methods of High Resolution Melting Analysis to a human malaria pathogen [46] et celle
de Ashrafi et al, en 2017 sur Application of high resolution melting assay (HRM) to study

temperature-dependent intraspecific competition in a pathogenic bacterium [47].

4.6.3 Extraction de I’ADN a partir des confettis

Découpage des confettis

Trois spots de sang par échantillon étaient découpés et placés dans des tubes 1,5mL. Lors
du découpage, pour passer d’un échantillon a un autre, le puncheur était trempé dans 1’éthanol 70°
puis dans de 1’eau distillée, ensuite nettoyé avec le kimwipe. La plaque de découpage était aussi

nettoyée a I’alcool.

Extraction de PADN par le kit Qiagen®

L’extraction de I’ADN des papiers confettis a partir du kit Qiagen® (Germany) a été
réalisée selon les instructions du fabricant.

Toutes les étapes de centrifugation doivent se faire a la température ambiante de 15 a 20°C.

Avant de commencer, s’assurer que :

v Les bains-marie sont a 85° C pour I’étape 2 ; 56°C pour I’étape 3 et 70°C pour I’étape 4 ;

v Le buffer AE ou I’eau distillée sont équilibrés a la température ambiante pour 1’élution (étape
10) ;

v Les buffers AW1 et AW2 ont été préparés avec 1’alcool comme I’indique le guide du kit
d’extraction ;

v Les buffers AL et ATL ne contiennent pas de précipités, sinon les faire dissoudre en les

incubant & 56°C.
Mode opératoire

1. Dans les tubes de 1,5mL contenant les 3 spots de sang déja découpés, ajouter 180uL de buffer
ATL,

2. Incuber a 85°C pendant 10minutes puis centrifuger brievement pour faire descendre les
gouttelettes de solution se trouvant sur les parois du tube,

3. Ajouter 20uL de Protéinase K de la solution de stock. VVortexer, puis incuber a 56°C pendant
1 heure. Centrifuger brievement pour faire descendre les gouttelettes de solution se trouvant
sur les parois du tube

A noter que I’ajout de la protéinase K est essentiel.
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4. Ajouter 200uL de buffer AL aux échantillons. Centrifuger bien, et incuber a 70°C pendant 10
minutes puis centrifuger brievement pour faire descendre les gouttelettes de solution se
trouvant sur les parois du tube.

Pour assurer une bonne lyse, il est essentiel d’ajouter le buffer AL et vortexer

immédiatement. 1l ne faut pas ajouter la protéinase K directement au buffer AL.

Apres I’ajout du buffer AL, il est possible que des précipités blancs se forment. Dans la

plupart des cas, ces précipités disparaissent aprés 1’ incubation.

5. Ajouter 200uL d’éthanol (96-100%) aux échantillons, bien vortexer puis centrifuger

brievement pour faire descendre les gouttelettes de solution se trouvant sur les parois du tube.
Il est essentiel que 1’éthanol et les échantillons soient bien vortexes.

6. Soigneusement transférer la solution de 1’étape 5 dans les colonnes.
Fermer les colonnes puis centrifuger 8 8000rpm pendant 1 minute. Transférer les colonnes
dans de nouveaux tubes de collection et jeter les tubes de collection qui contiennent le filtrat.
Bien fermer les colonnes pour éviter la formation des aérosols lors de la centrifugation.
7. Ouvrir soigneusement les colonnes puis ajouter 500uL du buffer AWL1.
Fermer les colonnes puis centrifuger 8 8000rpm pendant 1 minute. Transférer les colonnes
dans de nouveaux tubes de collection et jeter les tubes de collection qui contiennent le filtrat.
8. Ouvrir soigneusement les colonnes puis ajouter 500uL du buffer AW2.
Fermer les colonnes puis centrifuger a 14000rpm pendant 3 minutes.
9. Recommandé: transférer les colonnes dans de nouveaux tubes de collection et jeter les tubes
de collections qui contiennent le filtrat puis centrifuger a haute vitesse pendant 1 minute.

Cette ¢tape aide a ¢liminer le restant de la solution du buffer AW2 restée apres 1’étape

précédente.

10. Transférer les colonnes dans de nouveaux tubes 1,5 mL stériles puis jeter les colonnes qui
peuvent contenir encore du filtrat. Ouvrir soigneusement les colonnes puis ajouter 150puL du
buffer AE ou d’eau distillée. Incuber a la température ambiante (15-20°C) pendant 1 minute
puis a 8000rpm pendant 1 minute.

Le volume d’ADN dissout utilisé lors de la PCR ne doit pas excéder les 10%, par exemple,

pour une PCR de 50pL, il ne faut pas ajouter plus de 5uL d’ADN.

Aprés Pextraction de ’ADN, on peut aliquoter 60pL. d’ADN comme solution de

travail et conserver le reste a 20°C.
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4.6.4 Fusion a Haute Résolution (High Resolution Melting-HRM)

Nous avons fait la recherche des marqueurs de résistance a la chloroquine par High
Resolution Melting (HRM).

Amorces et sondes utilisées

Pour détecter des mutations ponctuelles du gene Pfcrt associées a la résistance du P.

falciparum a la chloroquine, les amorces suivantes ont éte utilisées :

Forward: GTAAAACGACGGCCAGTTTCTTGTCTTGGTAAATGTGCTCA
Reverse: CAGGAAACAGCTATGACCGGATGTTACAAAACTATAGT TACCAAT
Sonde: GTGTATGTGTAATGAATAAAATTTTTG-block

Un mix (10X Primer Probe) est préparé a partir des amorces et la sonde (tableau Il1).

« Protocole standart

Tableau 111 : Composition du 10X Primer Probe
Concentration initiale Amorces Volume en pL Concentration finale
50uM Forward 1 0,5 uM
S0uM Reverse 5 2,5uM
100puM Sonde 2 0,2 uM

Ce mix nous sert de solution de travail pour le master mix
Préparation du master mix

Le tableau IV présente la composition du master mix. Ce mélange est constitué de
LCgreen® et du 10X Primer probe dans lequel sont ajoutés 2,5 pl d’extraits d’ADN de chaque

échantillon.

Tableau IV : Composition du master mix

Réactifs Concentration initiale Volume en pL Concentration finale
H20 = 10 -
LCgreen® 2,5X 10 1X
Primer Probe 10X 2,5 1X

ADN 2,5

Volume final 25

Ce master mix nous sert de solution de travail
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«» Protocole alternatif

Comme protocole alternatif nous avons préparé un master mix dont la composition se
trouve dans le tableau

Tableau V : Composition du mix lors du HRM

Concentration initiale Réactifs Volumeen puL | Concentration final
- ddh20 2 -
2,5 LightScanner master mix 4 1X
10uM Forward primer 0,25 0,25 uM
10uM Reverse primer 1,25 1,25 uM
10uM Sonde 1 1uM
- ADN 15 -
Total 10

¢ Polymerase Chain Reaction (PCR)

Un volume de 25 pL du mélange réactionnel (tableau 1V) était distribué dans chaque puits
et 30 uL d’huile minérale y était ajouté pour empécher 1’évaporation. La plaque est recouverte
d’Adhesive seal puis centrifugée a 2500 rpm pendant cing (05) minutes. Elle est ensuite introduite
dans un thermocycler (PTC200) et I’amplification se déroulait selon le programme dans le tableau
VI

Tableau VI : Programme de PCR de Pfcrt dans le thermocycleur PTC200

Dénaturation initiale 95°C 5:00 1 Fois
Dénaturation 95°C 0:30

Appariement 56°C 0:30 55 Fois
Elongation 72°C 1:00

Elongation finale 72°C 10 :00 1 Fois
Conservation 4°C 0

A la fin de la PCR, la plaque est chauffée a 95 °C pendant 30s et est de nouveau centrifugée, puis

nous passons a la fusion a haute résolution (HRM).

High Resolution Melting (HRM)

La plaque est introduite dans le LightScanner-96 (Idaho Technologies, Inc., Salt Lake City,
UT) et on fait varier la température progressivement de 40°C a 95°C. Au bout de 10 minutes, les
courbes de fusion (qui sont fonction de la fluorescence de la solution grace au LCGreenPlus agent

intercalant fluorescent) apparaissent sur 1’écran de 1’ordinateur.
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Les courbes sont ensuite normalisées et les pics sont analysés pour déterminer les
températures de fusion correspondant aux différents haplotypes (CMNK, CMNT, CIET, SMNT,
CIDT, CMET et Mixtes).

4.7 Gestion et analyse des données

Les réponses au questionnaire ont été reportées sur les fiches d’enquéte (Annexe | & I1)
puis saisies dans SPSS IBM. Les données moléculaires ont été saisies sur Microsoft Office Excel
2013 et analysées avec SPSS IBM Statistics 20.

Le test de Khi-2 a été utilisé pour savoir si :
La parasitémie des enfants inclus dans I’étude variait en fonction des quartiers
Le taux de consommation de la CQ variait en fonction des quartiers

Le taux de mutation associée a la chloroguino-résistance variait en fonction des quartiers

P o P P

Il y a une association entre le taux de consommation de la CQ et le taux de mutation
associée a la chloroguino-résistance.

L’¢tude a eté validée par le comité d’éthique de ’'TNRSP.
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5> RESULTATS

5.1 Facteurs sociodemographiques et densité parasitaire

5.1.1 Facteurs sociodémographiques

La prévalence du paludisme simple a P. falciparum nous a permis d’inclure 60 enfants
(garcons et filles) de 06 mois a 59 mois provenant des quartiers Carriere, Dalabala et Bozola. Le

tableau VIl montre la répartition des patients en fonction du quartier et du genre.

Tableau VII : Répartition des patients en fonction du quartier et du genre

Quartiers Genre Total
Masculin Féminin
Carriere 19 16 35
Dalabala 10 5 15
Bozola 3 7 10
Total 32 28 60

Le sexe ratio était de 1,14 en faveur des garcons.

5.1.2 Densité parasitaire

La répartition des parasitémies des patients en fonction du quartier est consignée dans le

tableau V1II

Tableau V111 : Répartition des parasitémies des patients en fonction du quartier
Quartiers Tranches de parasitémies par pL de sang

2000 — 50000 50005 — 199999

Carriere 28 7
Dalabala iz 2
Bozola 9 1
Total 50 10
valeur de p (test exact de Fisher) 0.69

La plus part des patients avait une parasitémie comprise entre 2000 et 50000 trophozoites par pL
de sang soit 83,3% des patients . La parasitémie des enfants ne variait pas en fonction des
quartiers puisqu’il n’y avait pas de différence statistiquement significatve (p= 0,69) avec le test
exact de Fisher.
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5.2 Données des enquétes

5.2.1 Investigations chez les vendeurs de médicaments

5.2.1.1 Informations relatives aux vendeurs

Nous avons effectué des investigations auprés de 21 vendeurs de médicaments de la rue
dans les principaux quartiers de Sélingué (Tableaux IX, X XI et XII) pour estimer le niveau de

vente illicite de la chloroquine.

Tableau IX : Répartition des vendeurs selon 1’age

Tranche d’age (ans) Effectifs Pourcentage
11-19 5 23,8
20-40 16 76,2
TOTAL 21 100

La majorité des vendeurs se trouvait dans la tranche d’age de 20 a 40 ans (76,2%)

Tableau X : Répartition des vendeurs en fonction du niveau scolaire

Niveaux Effectifs Pourcentage
Non-scolarisé 10 47,6
Coranique 5 23,8
Primaire 4 19,0
Primaire et Coranique 2 9,5
TOTAL 21 100

La plupart des vendeurs était non-scolarisée 47,6%.

5.2.1.2 Profession des clients des vendeurs de médicaments de la rue

Le Tableau XI renseigne sur la profession des clients des vendeurs de médicaments de

la rue chez lesquels les enquétes ont été menées.
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Tableau XI : Reépartition des vendeurs en fonction de la catégorie de clients

Profession des clients Effectifs | Pourcentage
Tous types de profession demandée 1 4,8
Commercants +ouvriers +éléves ou étudiants+ 1 4,8
chémeurs+meénageres +revendeurs

Agriculteurs +Commercants +éleves ou étudiants+ ménageres 1 4,8
Agriculteurs+ Commercants+ éleves ou étudiants 1 4,8
meénageres+revendeurs

Agriculteurs+ Commercants +éleves ou étudiants 1 4,8
+ménageres+ revendeurs+ ouvriers+ chémeurs

Agriculteurs+ Commercants+ éleves ou étudiants +ménageres 1 4,8
pécheurs

Agriculteurs +Commercants +éleves ou étudiants 3 14,3
+ménageres+ chdomeurs

Agriculteurs+ Commercants+ éleves ou étudiants+ 4 23,8
meénageres+ artisans

Commercants +éleves ou étudiants+ ménageres 1 4,8
Agriculteurs +Commercants +éléves ou étudiants +meénageres 6 23,8
artisans +chomeurs

Commercants+ ménagéres +chomeurs 1 4,8
TOTAL 21 100

La clientele était principalement constituée par les Agriculteurs ; les Commercants ; les Eléves ou

Etudiants ; les Ménageres ; les Artisans et les Chémeurs.

5.2.1.3 Médicaments antipaludiques vendus

Nous avons demandé aux vendeurs de médicaments de rue, quels médicaments
antipaludiques vendent-ils a leurs clients pour le traitement du paludisme.

Tableau XI1 : Combinaison des médicaments proposés par les vendeurs de médicaments de la rue
comme traitement antipaludique

Médicaments antipaludiques vendus Effectifs | Pourcentage
Chloroquine (Nirupquin 100mg) 6 28,6
Amodiaquine hydrochloride ; Nirupquin 100mg 1 4,8
Amodiaquine ; Efferalgan ; Paracétamol 500mg 2 9,5
Amodiaquine hydrochloride ; Efferalgan 3 14,3
Nirupquin 100mg +Efferalgan +Zebedol 1 4,8
Nirupquin 100mg; Efferalgan ; Paracetamol 500mg; Zebedol 2 9,5
Amodiaquine hydrochloride ; Nirupquin 100mg; Efferalgan ; 4 19,0
Paracétamol 500mg

Nirupquin 100mg; Efferalgan ; Paracétamol 500mg 1 4,8
Amodiaquine hydrochloride ; Nirupquin 100mg; Efferalgan ; 1 4,8
Paracétamol 500mg ; Zebedol

TOTAL 21 100

Il ressort de cette enquéte que la plupart des vendeurs ont de la chloroquine a vendre (soit 76,2%

des vendeurs).
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5.2.1.4 Evidence de la vente de chloroquine

Pour avoir la certitude de la vente de la chloroquine par les vendeurs de médicaments de
rue des trois quartiers (Carriére, Dalabala et Bozola), nous avons demandé ensuite acheté de la
chloroquine chez ces vendeurs. Sur les dix vendeurs questionnés, 100 % ont répondu a
I’affirmative a la vente de la Chloroquine et neuf (soit 90%) nous ont vendus de la Chloroquine
(Nirupquin® 100 mg). La Figure 20 montre la photo des médicaments (vendus comme)

antipaludiques parmi lesquels la Chloroquine achetés chez les vendeurs de médicaments de la rue.

Chloroquine

Paracetamol + diclofenac de SoOT®

Figure 20 : Médicaments (vendus comme) artipaludiques achetés chez les vendeurs de
médicaments de la rue de Sélingué

5.2.2 Investigations dans les familles

5.2.2.1 Consommation de la chloroquine dans les familles

Nous nous sommes renseignés dans les familles pour savoir si leurs membres consomment

la CQ. Les réponses a notre question sont consignées dans les Tableaux XI11 et X1V
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Tableau XI11 : Consommation de la Chloroquine dans les familles a Sélingué

Réponses Consomme | Ne consomme Pas | Ne sait pas | N’as pas répondu | Total
Effectif 146 44 3 7 200
Pourcentage | 73% 22% 1,5% 3,5% 100%

73% des familles enquétées affirment consommer de la Chloroquine
5.2.2.2 Source d’approvisionnement des familles en Chloroquine

Parmi les 146 familles qui nous ont affirmé la consommation de la Chloroquine, 100 nous ont
donné leur source d’approvisionnement.

Tableau X1V : Source d’approvisionnement des familles en Chloroquine

Source Effectifs Pourcentage
Vendeurs ambulants 50 34
Boutigues 13 8,9
Pharmacies 14 9,6
CSCOM 4 2,7
Vendeurs ambulants et Boutiques 13 8,9
Pharmacie et vendeurs ambulants 3 2
Pharmacie et boutique 3 2

Pas répondue 46 32
TOTAL 146 100

Les familles qui consomment la Chloroquine ont plusieurs de source d’approvisionnement et la

majorité (44,9%) d’entre elles s’approvisionnait aupreés des vendeurs ambulants.

5.3 Prévalence des mutations du gene Pfcrt associées a la
chloroquino-reésistance

5.3.1 Mutations ponctuelles du géne Pfcrt associées a la chloroquino-
résistance

La technique de HRM a été utilisée pour détecter les mutations ponctuelles du géne Pfcrt

associées a la chloroguino-résistance a Sélingue.
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Comme toute méthode de recherche, cette méthode a été au préalable optimisée. Le HRM
des trois souches contrdles a été fait deux fois, ceci a permis d’estimer la température moyenne de

fusion de I’ADN de ces souches.

Tableau XV : Températures moyennes de fusion apres optimisation

Souches controles | 1° Réaction | 2°™ Réaction | 3°™ Réaction | Moyennes
3D7 59,5 59 59,8 59,4
Dd2 49 49,7 49,5 49,4
7G8 53,5 53,9 - 53,7

Les températures de fusion des souches contrdles variaient trés peu.

La figure 21 donne la répartition des alléles en fonction des mutations ponctuelles.

% 96.7 M Sauvage M Muté M mixte

100

80

60
40
20
C72S M741 N75E K76T

Figure 21 : Répartition des alleles en fonction des mutations ponctuelles du géne Pfcrt

Hormis la position 72 ou I’allele sauvage est prédominant avec 96,7%, l’allele muté est

majoritairement représenté a toutes les autres positions.
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Normalized Melting Peaks
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Figure 22 : Pics de fusion de nos souches de référence et les haplotypes correspondants apres

HRM

La température de fusion des souches mutées CIET et SMNT étaient respectivement de
49°C et 52°C et celle des souches sauvages CMNK était de 60°C

La figure 23 montre le profil d’une

échantillons.

souche portant 1’allele 76T mutée parmi nos
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Figure 23 : Souche mutée associée a la Chloroquino-résistance

La température est a peu pres 49°C.
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La figure 24 illustre le profil d’une souche portant 1’alléle 76K sauvages parmi nos
échantillons.
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Figure 24 : Souche sauvage associée a la Chloroquina-résistance

La température est a peu prés 60°C

La figure 25 montre le profil d’une souche mixte portant a la fois un profil muté et un profil

sauvage a la position76 du géne Pfcrt.

Wefling Peaks - Normalized Melting Peaks -
T T T H

-

@
=
T
=
et
T

-

=
[
T
1

-d(Fluorescence)/dT
P re n
= = =
T
/ —_—
1
Normalized -d{Fluorescence)/dT
=
= =2
i

ra
=
T

=
T
1
=
1

o
1

=3

[
1

[ ! ! ! ! I | i I | | I I | |
40 45 50 55 60 85 70 5 30 85 90 48 50 52 54 56 58 60 62 B4

Temperature 'C Temperature 'C

Figure 25 : Souche mixte associée a la chloroquino-résistance
Cette souche présente a la fois le profil muté (température a peu prés 49°C) et sauvage

(température a peu pres 60°C).

5.3.2 Haplotypes du géne Pfcrt

Les alléles retrouvés ont permis d’avoir les haplotypes du géne Pfcrt liés a la chloroquino-

résistance regroupés dans le tableau XVI.
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Tableau XVI : Les différents haplotypes retrouvés sur le géne Pfcrt

Haplotypes Effectifs Pourcentage
CMNK 15 25
CIET 33 55
SMNT 2 33
CMNK/CIET 10 16,7
TOTAL 60 100

Nous avons eu trente et trois (33) haplotypes CIET mutés ; deux (02) haplotypes SMNT mutes ;

quinze (15) haplotypes CMNK sauvages et dix (10) haplotypes CMNK/CIET mixtes a la fois

sauvages et mutés.

Nous avons réparti les haplotypes retrouvés selon les quartiers. La figure 26 illustre cette

répartition
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Figure 26 : Répartition des haplotypes selon les quartiers

L’haplotype CIET mutés prédomine avec un pourcentage de 55%. Il n’y avait pas de différence
statistiquement significative de I’apparition des mutations en fonction des quartiers avec p= 0,33

SALIMATA DIALLO

THESE DE PHARMACIE 2018



ETUDE DE SURVEILLANCE DE LA RESISTANCE DE Plasmodium falciparum A LA CHLOROQUINE, SELINGUE LBMA

5.4 Relation entre fréquence de consommation de la
Chloroquine et de mutation du gene Pfcrt dans les

guartiers

Tableau XVII : Corrélation entre fréquences de mutation associée a la chloroquino-résistance,
de vente et de consommation de la Chloroquine (dans les quartiers).

Quartier Fréquences

Vente Consommation Mutation

Carriere 4/4 (100%) 25/37 (67,56%) 24/35 (68,57%)

Dalabala | 2/3 (66,66%) | 26/36 (72,22%) 12/15 (80%)

Bozola 2/2 (100%) 26/30 (86,66%) 9/10 (90%)

Valeur de p 0,18 0,33 (test exact de Fisher)
Avec p= 0,33, Il n’existait pas de différence statistiquement significative dans la répartition des

mutations entre les quartiers

Il en était de méme pour la consommation de la chloroquine dans les quartiers avec p= 0,18

5.5 Résultats de I’étude par "'Flowchart"

La figure 27 illustre le schéma expérimental de notre étude

FAMILLES ENOUETEES>

Fréguence de consommation 25/37 soit
de la CQ dans les quartiers 67.56%

26/36 soit 26/30 soit

72.22% 86.66%

60 Patients
I I

I
Effectif des patients par quartiers
Carriére Dalabala Bozola
Fréquence des mutations du gene
68,57% 80% 90%
Pfcrt
24/35 12/15 9/10

Figure 27 : Résumé des résultats de I’étude

SALIMATA DIALLO LBMA THESE DE PHARMACIE 2018

ST=<



COMMENTAIRES
ET
DISCUSSIONS



ETUDE DE SURVEILLANCE DE LA RESISTANCE DE Plasmodium falciparum A LA CHLOROQUINE, SELINGUE LBMA

6 COMMENTAIRES ET DISCUSSION

L’objectif général de notre étude était la surveillance de la résistance du Plasmodium
falciparum a la Chloroquine a Sélingué plus précisément dans la commune de Baya.
Par conséquent nous avons fait une étude transversale a visée investigatrice qui, s’est déroulée du
17 Novembre 2016 au 16 Décembre 2016 a Sélingué.

Sélingué est une zone endémique ou le paludisme sévit beaucoup et ou il y a beaucoup de
gites larvaires d’anophele. La transmission est assurée d’une part par le barrage de Sélingué et

d’autre part la pluviométrie.
Meéthodologie

Nous avions pour échantillon 60 patients chez lesquels nous avons fait un prélévement
sanguin capillaire sur les papiers confettis. Le dépistage se faisait par la goutte épaisse. Nous avons
fait I’extraction de I’ADN de nos échantillons avec le kit Qiagen avant de procéder aux tests
moléculaires. Nous avons utilisé ce kit dans le but de pouvoir obtenir des résultats de qualité.
L’utilisation de ce kit a été décrit comme comportant certains avantages, notamment 1’extraction
d’une quantité optimale d’ADN surtout chez les organismes intracellulaires ainsi que I’élimination

des facteurs inhibiteurs de la PCR comme les sels biliaires, I’urée, I’hémoglobine et 1’héparine
[48].

Lors de cette étude, nous avons examiné la vente et la consommation des antipaludiques
surtout de la Chloroquine de facon spécifique par enquéte. Les enquétés ont répondu a nos
questions avec comme notion, qu’il s’agissait d’une enquéte sur les antipaludiques. Cette approche
nous a permis d’avoir des éléments de réponse & la plupart de nos questions méme si la vente de
la chloroquine s’avére interdite actuellement au Mali [17]. L’enquéte menée lors de 1’étude
comportait deux volets, une partie sur la vente illicite et I’autre sur la consommation clandestine.
Beaucoup d’informations recueillies avec les vendeurs ont été confirmées par les consommateurs
dans les familles enquétées. Cette approche par enquéte a été utilisée dans une étude menée au
Burkina Faso entre 2007 et 2008 portant sur une enquéte sur les medicaments vendus dans le
marché paralléle a usage antipaludique dans la ville de Ouagadougou, Burkina Faso par Sangaré
et al. [49].

Pour étudier les mutations aux positions 72, 74, 75 et 76 sur le géne Pfcrt, nous avons fait

la recherche des marqueurs de résistance a la chloroquine par la fusion a haute résolution (HRM).
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Le HRM est une méthode bien connue actuellement pour sa sensibilité et sa spécificité
(recherche des SNPs). Certaines études sur I’étude des mutations sur le géne Pfcrt ont utilisé la
PCR-RFLP [50,51].

Dans une étude menée par Ihle et al, en 2014 comparant les méthodes de séquencage au
HRM il est ressorti que le HRM avait la méme sensibilité que le séquencage par la méthode de
Frederic Sanger [52]. Cette technique a été utilisée dans plusieurs autres études comme celle de
Andriantsoanirina et al, 2009 [45], celle de Daniels et al. 2012 [46] et celle de Ashrafi et al.
2017 [47].

Nos souches de références utilisées étaient 3D7, Dd2 et 7G8. La souche 3D7 est la souche
sauvage et sensible a la chloroquine tandis que les souches Dd2 et 7G8 sont des souches mutées.
Ces souches ont été utilisées comme références dans beaucoup d’autres études de recherches de
mutations a la position 76 du géne Pfcrt. Les deux premiéres souches citées ont été utilisées dans
une étude menée par Diarra en 2015 [18]. Ces trois souches ont été utilisées par Daniels et al.
2012 [46]. En plus de 3D7, une autre souche (W2 du Sud-Est d’Asie) a été utilisée par

Andriantsoanirina et al. 2009 [45]. Cette derniére est une souche résistante a la chloroguine.

Résultats

Apres avoir mené 1’enquéte sur la vente illicite des antipaludiques, nous avons remarqué
gue la majorité des vendeurs de médicaments de la rue étaient des jeunes agés de 20 a 40 ans avec
une moyenne de 26,5 ans. Notre résultat est concordant avec ceux de beaucoup d’études dont celui
d’une étude menée au Burkina Faso entre 2007 et 2008 portant sur une enquéte sur les
médicaments vendus dans le marché parallele a usage antipaludique dans la ville de Ouagadougou,
Burkina Faso par Sangare et al. 2012, ou la plupart des vendeurs étaient aussi des jeunes avec la
moyenne d’age de 21,3 ans [49,53]. Plus de 47 % des vendeurs enquétés sont non-scolarisés. Ceci
pourrait expliquer le fait que ces personnes s’adonnent a cette pratique avec la vente continue et
illégale de la Chloroquine. Dans une étude menée sur la problématique de la vente des
médicaments au Mali a Kalaban-Coro par Traoré en 2009, 50% des enquétés avaient un niveau

de scolarisation se limitant au ler cycle [53].

Notre enquéte nous a permis de savoir que les vendeurs de médicaments de la rue vendent
certains médicaments comme antipaludique alors qu’ils ne le sont pas, tels que le Paracétamol
500mg, I’Efferalgan 500mg, le Zebedol (Paracétamol + Diclofenac de Sodium). Aussi, les familles
enquétées nous ont confirme I’utilisation de la chloroquine pour le traitement du paludisme. Ceci

confirme la vente illicite et la consommation clandestine et continue de la chloroquine a Sélingué.
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Notre étude nous a permis de savoir que les mutations ponctuelles sur le géne Pfcrt
circulent toujours a haute fréquence de nos jours a Sélingué. La position 72 s’est révélée la moins
mutée avec seulement 3,3% de souches mutées. La position 76 qui est suffisamment connue pour
son association a la résistance a la Chloroquine était mutée chez 75% des eéchantillons traités. Nos
résultats sont concordants avec ceux de Diarra dans une étude menée en 2015 sur la prévalence
de I’allele 76T dans la localité de Dioro au Mali [18]. La prévalence de 1’all¢le 76T dans notre
¢tude était cependant 1égérement plus élevée que celle d’une étude menée par de Monbrison et
al. 2003 [54] sur la sensibilité de la PCR en temps réel dans la détection des mutations ponctuelles
sur les Pfmdr1l et Pfcrt. La prévalence des mutations a la position 76 du gene Pfcrt est supposee
diminuer avec 1’abandon de I’utilisation de la chloroquine. Cette diminution de la fréquence des
mutations associées a la chloroquine a diminué en Angola apres 1’abandon de la chloroquine [55].
Toutefois, le maintien de la circulation de 1’allele 76T dans la localité de Sélingué est un
phénomene qui a été confirmé dans une étude menée au Sénégal [56] méme si cette derniere

fréquence avait largement baissé par rapport a celle du Mali.

Les mutations sur les positions 74 et 75 étaient retrouvées a des fréquences élevées dans
notre étude soit 55% chacune. Dans une étude menée en 2003 par de Monbrison et al. en France
chez 161 patients venus de 16 différentes zones endémiques du paludisme principalement en

Afrique, ils ont trouvé 54% de souches mutées aux positions 74 et 75 [54].

Nous avons obtenu 33 haplotypes CIET (soit 55%) mutés sur les 60 échantillons analyseés.
Cet haplotype qui est un des haplotypes typiques d’Afrique est connu pour son association a la
résistance a la chloroquine [57]. Une étude similaire a été faite en Uganda en 1999 chez les enfants
agés de 06 mois a 59 mois par Kyosiimire-Lugemwa et al. Ils ont trouvé 1’haplotype CIET chez
tous les isolats de 1’hopital de Mulago a Kampala dont ils ont prélevés le sang [58]. Tous les isolats
de I’étude de Golassa et al en 2014 en Ethiopie présentaient I’haplotype CIET muté [59]. Une
autre étude similaire faite avec les isolats de Nigeria et Brésil par Gbotosho et al. en 2011 atrouvé
pour résultats 72% de I’haplotype CIET chez les isolats de Nigeria contre 21% de CMNK, 2% de
CMNT et 0% de SMNT [60]. La fréquence d’environ 55% de cet haplotype dans la localité de

Sélingué suggére que la Chloroquine est encore consommeée dans cette localité.

Deux 02 haplotypes SMNT mutés (soit 3,3%) ont été obtenus lors de cette étude. Cet
haplotype qui est typique de 1’Asie du Sud-Est et I’Amérique du Sud [61] a aussi été retrouvée a
hauteur de 19% en Tanzanie dans une étude menée par Alifrangis et al. 2004 [62].
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Cet haplotype est aussi lié a la résistance a I’amodiaquine [22,63]. Les haplotypes CIET et
SMNT retrouvés a Sélingué pourront étre dus a la consommation clandestine et continue de la

chloroquine par la communauté.
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7 CONCLUSION ET RECOMMANDATION

7.1 Conclusion

L’objectif de notre étude était d’estimer la prévalence des mutations associées a la
chloroquino-résistance et les facteurs qui contribuent au maintien de la résistance de P. falciparum
a la chloroquine. Malgré 1’abandon de la chloroquine par le Ministére de la Santé pour le traitement
du paludisme simple en 2006, nous avons trouve une forte prévalence (75%) des haplotypes mutés
de Pfcrt associés a la résistance a la chloroquine a Sélingué. Certes, nous n’avons pas examiné la
position 350 du gene Pfcrt ou la cystéine (C) pourrait étre remplacée par 1’arginine (R) mais
pensons que les positions déterminantes du maintien de 1’allele 76T sont les positions 72, 74, 75
et 76 du géne Pfcrt. Ceci témoigne que 1’alléle 76T était bien établi au Mali. Il faudra noter que
I’haplotype résistant SMNT typique de I’Amérique du Sud a été retrouvé a Sélingué avec une
prévalence de 3,3%. Nos investigations ont permis de mettre en évidence la vente illicite et la
consommation clandestine de la chloroquine & Sélingué et ceci pourrait expliquer la circulation
des souches portant les mutations du gene Pfcrt dans cette localité. Pour appuyer notre étude, des
investigations doivent étre menées a Dioro et a Bamako ou les prévalences des mutations sont
respectivement 49% et 56,89%.

7.2 Recommandations

v Au ministére de la santé a travers le PNLP de renforcer:

e Contrdle de I'importation et la vente illicite des médicaments en particulier la CQ

e Sensibilisation de la population sur les dangers liés a la consommation des médicaments
retirés sur le marché

v" Au LBMA de mener

e Investigations a Dioro et a Bamako ou les prévalences des mutations sont respectivement
49% et 56,89%.

e Etudes sur les autres facteurs qui pourront contribuer au maintien des souches CQR en
incluant la position 350 du géne Pfcrt

v A la population de suivre:

Recommandations du MSHP (ne pas utiliser les médicaments déconseillés)
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Annexe

Annexe | : Fiche d’enquétes Vendeurs

Fiche d’enquéte N°2

Site d’enquéte :

1.

10.

11.

12.

SALIMATA DIALLO

Numéro du vendeur du médicament: -

----------- /.

Date de rencontre: ------------ f-mmmmmee
o[- /.

Type de vendeur : Ambulant |_|;
Tablier |__|; Boutique| |

AQe: ---mmmmmmememeeeen Sexe : |_|
M= Masculin, F=Féminin.
Nationalité: -----------==mmmmmmmmmmemeeee-
Provenance: ----------=-====mmmmmmnmmnme-
Niveau scolaire:  Illettré | _|;
Lettré| | ; Coranique |__[; Primaire

|__|; Secondaire |__|; Supérieur |__|.
Situation matrimoniale: | _| 1=Marié,
2=C¢libataire, 3= Divorcé, 4= Veuf.
Statut du vendeur: Indépendant| |;
Employé|__|.

Formation spécifique : | __
2=Non.

Si oui, nature de la formation; --------

| 1=Oui

Connaissez-vous les medicaments que
vous vendez? |__| 1=Oui 2=Non.
Motivation du choix du métier: |_|
1=Vocation 2=Hasard 3=Contexte
relationnel.

LBMA

XXI

13. Satisfaction du client selon le vendeur:

|__| 1=Oui 2=Non 3=Ne sait pas.

14. Catégorie socioprofessionnelle des

clients (Cocher les professions

rencontrées):  Agriculteurs || ;
Artisans |__| ; Commergants |_|;
Ouvriers|__|; Eleves et étudiants|__|;
Chémeurs|__|;

Fonctionnaires |__| ; Ménagéres| | ;

Revendeurs|__|; Autres |__|.

15. Nombre d’heures d’activités de vente

dans la journée : | B

16. Nombre moyen de clients par jour:

17. Entrave rencontrée dans 1’exercice de

lavente: Oui|_|; Non|_|

Sioui, par qui: Lapolice |__|; L’ordre
des pharmaciens |__|;

Les grossistes || ; Les concurrents

18. Avez-vous regu des sanctions dans

votre activité? Oui |__|; Non|__|.

Si oui, quel type de sanction: Amende
| | ; Demande de patente | | ;
Confiscation |__|; Brutalité |_|.

Autres & préciser--------------====-=-=---
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19. Opinion sur I’intérét de réglementer la AULres a preciser --------------=---------

vente des  medicaments  hors e nene

pharmacies:

Il faudrait laisser inchanger |__| ; Il 22. Les maladies les plus fréqguemment

faudrait codifier |_|; traitees.

Il faudrait interdire ce type de vente Fiévre et Paludisme |__| ; Maux de

|__|;N’apas d’opinion | _|. téte |_ | ; Fatigue |_| ; Maux de
20. Opinion sur D’opportunité d’une ventre| | ; Jaunisse |__| ; Autres

formation ~ minimum  pour les maladies |__| (a préciser) --------------

vendeurs: e e e

Cela devrait étre obligatoire |__|. Cela e

serait utile, mais pas obligatoire |__|. = —mmemememememememm e .

Cela serait inutile | |. N’a pas 23. Estimez-vous compétant pour la vente

d’opinion | |. de médicaments ? Oui|__|, Non|__|, Ne
21. Mode habituel du choix du produit sait pas|__|.

vendu: 24. Remarques --------============nm=nmmmmm-

Le client demande d’emblée un e

produit précis |__|. R

Le client décrit les symptébmes et le ~ —-mememmemememeemee oo -

vendeur identifie le(s) produit(s) S

approprié(s) |__|. S
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Annexe 11 : Fiche d’enquéte Familles

ETUDE DE SURVEILLANCE DE LA RESISTANCE DE Plasmodium falciparum A LA CHLOROQUINE, SELINGUE

LBMA

Fiche d’enquéte N° 1

Site d’enquéte :
Numéro de I’individu; ------------ /.

Date de rencontre: -/

Rang de I’individu dans la famille : Pere | _|;

Mere |__|; Fils|__|; Célibataire | _|.

25. Age:
M=Masculin, F=Féminin.
26. Nationalité: ----

28. Niveau scolaire: Illettré |__|; Lettré |_|;
Coranique |__|; Primaire |__|; Secondaire
|__|; Supérieur |__|.

29. Situation matrimoniale: | | 1=Marié,
2=Célibataire, 3= Divorcé, 4= Veuf.

30. Avez-vous des
Non |_|.

Si oui combien? |_|.

31. Quelle est
(plusieurs réponses possibles)

enfants? Oui |_|;

votre activité actuelle?

Travail a temps partiel|_|; Travail a
temps complet|__|; A la recherche d'un
emploi|__|; Etudiant |__|; Eléve ou
stagiaire |__|; A laretraite | _|;

Femme au foyer |__|; Autres : ------------

32.  Quelle est ou quelle a éte votre derniére

profession? (Le plus précisement

SALIMATA DIALLO LBMA

XXIl

33.

34.

35.

36.

possible) Agriculteur || ; Artisan|__|;
Commercant |__| ;

Ouvrier |__| ; Eleve et étudiant |_| ;
Chémeur|__|;

Fonctionnaire | | ; Ménagere| | ;
Autre |__|. Préciser-----------=--=----=---

Quel est votre dernier diplome obtenu?
(plusieurs réponses possibles)

DEF / CAP |__|; Baccalauréat |__|; BTS
|_|; DUT |_|; Diplébme d'état (santé,
sociale) | _|; Licence|__|; Master | _|;

Doctorat |__|; Autres |__|. Préciser--------

Type d’habitat : Pailles|__|;
Banco |__|.

Commentaire : .

Nombre de chambres dans la famille:

Nombre de personnes dormant dans une

chambre: | !
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37. Nombre d’enfants parmi ceux qui Si oui, combien d’enfants dorment sous

dorment dans une chambre|___|. moustiquaire?

38. Utilisation de la moustiquaire: Oui |_| 1 enfant |_|; 2 enfants |__|; Tous les
Non |_|. enfants |__|.
Sioui 40. Connaissez-vous le paludisme? Oui |_|;
1) Imprégnée | Non Non |__|.
imprégnée|__|. Si oui, comment se transmet-il?
2) Durée d’utilisation de la Nourriture || =----==-=====mmmmmmmmmmmmmeee
moustiquaire [ e Pluie|__|; Moustique | _|.
Mois | |Ans. 41. Peut-on se protéger contre le paludisme?

3) Votre moustiquaire a-t-elle été

Oui |__|; Non |_|.

lavée? Oui|__|; Non|__|. Si oui, comment?
Si oui, combien de fois a-t-elle Ne pas manger gras |__|; Eviter la pluie
éte lavée? 1 fois |__|; 2 fois |_|; |_|; Dormir sous moustiquaire| |.

3 fois|__|; Plus de 3 fois|__|.

XXIV

Autres |__| Préciser--------------=-=---------

4) Durée d’intervalle entre les 42. Connaissez-vous la chloroquine? Oui
lavages : || Mois; |_|;Non|_|
| |JAns. Si oui est-elle un médicament efficace
39. Vos enfants dorment-ils sous pour traiter le paludisme?
moustiquaire? Oui |__|; Non|__|. Oui |_|;Non|_|.
SALIMATA DIALLO LBMA THESE DE PHARMACIE 2018
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Annexe 111 : Liste des zones de Chloroquino-résistance[21]
La chloroquino-résistance est définie comme I'aptitude d'une souche de Plasmodium
falciparum a continuer son développement malgré I'administration et l'absorption de la

chloroquine employée aux doses thérapeutiques recommandées.

v" Pays du groupe | : Pas de chloroquino-résistance

X/

s Afrigue
- Cap-Vert

s Ameérigues

- Venezuela (sauf Amazonie) - Haiti

- Pérou (sauf Amazonie) - Costa Rica

- Equateur (Ouest) - Salvador

- Bolivie (sauf Amazonie) - Honduras

- Argentine (Nord-Ouest) - Mexique (Yucatan)
- Paraguay (Est) - Nicaragua

- République dominicaine - Panama (Ouest)

- Guatemala - Jamaique (Kingston)
- Belize

< Asie

-Chine (Nord-Est)

-Tadjikistan

X/

< Moyen-Orient

- Irak
- Iran (sauf sud-est)

- Yémen (Socotra)

v" Pays du groupe Il : Existence de chloroquino-résistance

X/

< Afrigue
- Madagascar

s Amerigues
- Colombie (sauf Amazonie)
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s Asie

- Inde (sauf Assam) - lles Salomon

- Népal (Teral) - Tadjikistan

- Sri Lanka

v Pays du groupe 111 : Existence de chloroquino-résistance et risque de multi-résistance

s Afrigue

- Afrique du Sud (Nord- - Gambie
Est) - Ghana
- Angola - Guinée
- Bénin - Guinée-Bissau
- Botswana - Guinée équatoriale
- Burkina Faso - Kenya
- Burundi - Liberia
- Cameroun - Malawi
- Comores - Mali
- Congo - Mauritanie
- Cote d'lvoire - Mayotte
- Djibouti - Mozambique
- Erythrée - Namibie
- Ethiopie - Niger
- Gabon - Nigeria
s Amériques
- Bolivie (Amazonie)
- Brésil (Amazonie)
- Colombie (Amazonie)
- Equateur (Amazonie)
- Guyana
% Asie et Océanie
- Afghanistan
- Bangladesh (sauf Dacca)
- Bhoutan
- Cambodge
- Laos
SALIMATA DIALLO LBMA
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- Ouganda

- République centrafricaine
- Rwanda

- Sao Tome-et-Principe
- Sénégal

- Sierra Leone

- Somalie

- Soudan

- Swaziland

- Tanzanie

- Tchad

- Togo

- Zambie

- Zimbabwe

- Guyane francgaise (fleuves)
- Panama (Est)

- Pérou (Amazonie)

- Surinam

- Venezuela (Amazonie)

- Chine (Yunnan et Hainan)

- Inde (Etats du Nord-Est)

- Indonesie (sauf Bali)

- Malaisie (sauf zones urbaines et cotiéres)

- Myanmar (Birmanie)
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- Pakistan
- Papouasie-Nouvelle-Guinée
- Philippines

- Salomon (iles)

« Moyen-Orient
- Arabie Saoudite (Sud et Ouest)
- Iran (Sud-Est)

% -'Yémen (sauf Socotra)

SALIMATA DIALLO

LBMA

XXVil

- Thailande (parties frontalieres avec
Cambodge, Laos, Myanmar et Malaisie)

- Timor oriental

- Vietnam (sauf bande cétiére et deltas)

- Vanuatu
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Résumé

Malgré les efforts et les moyens déployés pour la lutte contre le paludisme, cette maladie continue
a faire des ravages dans le monde surtout en Afrique (90% de cas de paludisme et 92% de déces

1ié au paludisme sont survenus de I’ Afrique selon I’OMS.

Selon les derniéres estimations de I’OMS en Décembre 2016 prés de la moitié de la population
mondiale est exposée au risque du paludisme : en 2015, ’OMS a enregistré environ 212 millions

de cas de paludisme.
Au mali, les enfants de moins de 05 ans et les femmes enceintes sont les plus touchés.

De plus le Plasmodium falciparum devient résistant a la chloroquine qui était utilisée dans le

traitement préventif et curatif du paludisme.

Par sa résistance, elle a éete retirée du marché malien depuis 2006. Malgré ce retrait le marqueur

de résistance a la chloroquine continu d’apparaitre a haute fréquence.

Nous avons fait une étude de surveillance de cette résistance a Sélingué du 17 Novembre 2016 au

16 Décembre 2016 dans le cadre du projet PMI pour savoir si la chloroquine est toujours
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consommeée clandestinement ou si cette résistance est liée a d’autres molécules de la méme famille

que la chloroquine.
Nous avons choisi 60 patients pour cette étude tous agés de 06mois a 59mois.

La plupart de ces patients avait des souches qui circulent avec le marqueur de résistance a la
chloroquine. La température de fusion associée aux mutations sur le gene Pfcrt nous a permis de
détecter 55% de CIET mutés ; 25% de CMNK sensibles; 16,7% de CMNK/CIET mixtes et 3,3%
de SMNT mutés.

Nous avons enquété 200 familles et 21 vendeurs a Sélingué
Parmi les 200 familles, 146 (soit 73%) utilisaient encore la chloroquine.
Parmi les 21 vendeurs, 16 (soit 76,2%) avaient de la chloroquine a vendre.

Mots clés : Paludisme ; antipaludiques ; chloroquine ; amino-quinoléines ; PCR ; HRM ; Pfcrt.
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Abstract

Despite the efforts and the means deployed for the fight against malaria, this disease continues to
wreak havoc around the world, especially in Africa (90% of malaria cases and 92% of malaria-

related deaths occurred in Africa according the WHO).

According to the latest WHO estimates in December 2016, nearly half of the world’s population
is at risk of malaria: in 2015, WHO registered about 212 million cases of malaria.

In Mali, children under 5 years and pregnant women are the most affected.

In addition, Plasmodium falciparum becomes resistant to chloroquine which was used in

preventive and curative treatment of malaria.

By its resistance it has been withdrawn from the Malian market since 2006. Despite this
withdrawal the chloroquine resistance marker continues to appear at high frequency.

We did a surveillance study of this resistance in Sélingué from November 17, 2016 to December
16, 2016 in the framework of the PMI project to know if chloroquine is still eaten clandestinely or

if this resistance is linked to other molecules of the same family as chloroquine.

We chose 60 patients for this study, all from 06 months to 59 months.



Most of these patients had strains that circulate with chloroquine resistance marker. The melting
temperature associated with the mutations on Pfcrt gene allowed us to detect 55% of CIET
mutated; 25% of CMNK sensitives; 16,7% of CMNK/CIET mixtes and 3,3% of SMNT mutated.

We surveyed 200 families and 21 vendors in Sélingué.
Of the 200 families 146 (73%) still used chloroquine.
Of the 21 sellers, 16 (76.2%) had chloroquine for sale.

Keywords: Malaria ; antimalarial ; Chloroquine ; amino-quinolines ; PCR ; HRM ; Pfcrt.
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Résumé

Malgré les efforts et les moyens déployés pour la lutte contre le paludisme, cette maladie continue
a faire des ravages dans le monde surtout en Afrique (90% de cas de paludisme et 92% de déces lié au
paludisme sont survenus de 1’ Afrique selon I’OMS. Selon les derniéres estimations de I’OMS en Décembre
2016 prés de la moitié de la population mondiale est exposée au risque du paludisme : en 2015, ’OMS a
enregistré environ 212 millions de cas de paludisme. Au mali, les enfants de moins de 05 ans et les femmes

enceintes sont les plus touchés.

De plus le Plasmodium falciparum devient résistant a la chloroquine qui était utilisée dans le
traitement préventif et curatif du paludisme. Par sa résistance, elle a été retirée du marché malien depuis

2006. Malgré ce retrait le marqueur de résistance a la chloroquine continu d’apparaitre a haute fréquence.

Nous avons fait une étude de surveillance de cette résistance a Sélingué du 17 Novembre 2016 au
16 Décembre 2016 dans le cadre du projet PMI pour savoir si la chloroquine est toujours consommeée
clandestinement ou si cette résistance est liée a d’autres molécules de la méme famille que la chloroquine.

Nous avons choisi 60 patients pour cette étude tous agés de 06mois a 59mois.

La plupart de ces patients avait des souches qui circulent avec le marqueur de résistance a la
chloroquine. La température de fusion associée aux mutations sur le géne Pfcrt nous a permis de détecter
55% de CIET mutés ; 25% de CMNK sensibles; 16,7% de CMNK/CIET mixtes et 3,3% de SMNT mutés.

Nous avons enquété 200 familles et 21 vendeurs a Sélingué. Parmi les 200 familles, 146 (soit 73%)

utilisaient encore la chloroquine. Parmi les 21 vendeurs, 16 (soit 76,2%) avaient de la chloroquine a vendre.
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