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1. INTRODUCTION

Le paludisme est une érythrocytopathie fébrile due a des parasites du genre
Plasmodium transmis d’'une personne a l'autre par des piqlres principalement
nocturnes de moustiques Anophéles infectés, appelés « vecteurs du paludisme ». Il
est encore présent dans 91 pays du globe [1]. L'Organisation Mondiale de la Santé le
classe parmi les pathologies prioritaires en termes d'intervention, avec la tuberculose
et le VIH/SIDA [2]. Bien qu’'une maladie ancienne, ce n’est qu’a partir du dix-neuvieme
siécle que 'homme a fait de véritables avancées dans la connaissance de cette
pathologie, notamment en découvrant le parasite, son cycle parasitaire, le réle de
'anophéle dans sa transmission et sa physiopathologie. Il existe 5 types d’espéces de
parasite responsables du paludisme chez I'homme, dont deux (Plasmodium
falciparum et Plasmodium vivax) sont les plus dangereux [3]. Plasmodium falciparum
est responsable de la plupart des cas mortels dans le monde et P. vivax est le parasite

prédominant hors d’Afrique [1] .

L’OMS estime qu’il y eu, en 2016, 216 millions de cas de paludisme dans 91 pays, soit
5 millions de cas de plus qu’en 2015 entrainant 445 000 décés en 2016, un chiffre
similaire a celui de 2015 (446 000) [1]. Le prix a payer pour le paludisme est aussi
financier. En 2016, le financement destiné a combattre et a éliminer le paludisme était
estimé a 2,7 milliards de dollars (US $) au total. Les contributions des gouvernements
des pays endémiques atteignaient 800 millions de dollars (US $), soit 31% du
financement [1] . Le paludisme retentit indirectement sur '’économie en augmentant le
nombre de congés maladies, en favorisant 'absentéisme a I'école ou au travail et en

freinant la scolarisation par les séquelles neurologiques qu’il occasionne.

Depuis 2006, la plupart des pays dans lesquels Plasmodium falciparum est endémique
ont progressivement actualisé leur politique de traitement, passant de la chloroquine
(CQ) et de la Sulfadoxine Pyriméthamine (SP) dont plusieurs situations d’échec se
sont avérées, aux associations thérapeutiques a base d’Artémisinine (CTA)
actuellement recommandées [4]. Cependant, selon 'TOMS, depuis 2012, I’évolution de
'épidémiologie du paludisme a entrainé un passage progressif d’'un mode de
traitement unique en toute circonstance a des stratégies de lutte contre le paludisme
ciblées sur des populations et/ou des endroits spécifiques afin d’obtenir un maximum
d’efficacité. Conformément a cette approche et sur la base de nouvelles données

factuelles, TOMS recommande désormais une intervention supplémentaire pour lutter
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contre le paludisme a Plasmodium falciparum : la chimio prévention du paludisme
saisonnier (CPS). Elle s’est avérée efficace, peu colteuse, slre et réalisable en vue
de la prévention du paludisme chez des enfants de moins de cing ans en zones de
forte transmission saisonniere du paludisme [5,6]. De ce fait, depuis 2012, la CPS est
recommandée dans les zones de forte transmission saisonniére comme la sous-
région du Sahel. Cette recommandation est particulierement destinée aux pays de la
zone du sahel dont le Mali, pour leur forte endémicité et de mortalité du paludisme

notamment chez les enfants de 3 & 59 mois [5,7].

La Région africaine de 'OMS supporte une part disproportionnée de la charge
mondiale du paludisme. En 2016, 90% des cas de paludisme et 91% des déces dus a
cette maladie sont survenus dans cette Région [1]. En plus des conditions
géographiques et climatiques propices aux développements du Plasmodium et de son
vecteur I'anophéle femelle, les conditions économiques et socio-éducatives sur le
continent favorisent ce triste tableau. Malgré tout, la Région africaine a réalisé des
progrés dans la lutte contre le paludisme, avec une réduction de 42 % de l'incidence

de la maladie et une baisse de 66 % du taux de mortalité palustre entre 2000 et 2015
[8].

Au Mali, Plasmodium falciparum qui est I'espéce la plus redoutable, la plus fréquente
et la plus concernée par la chimiorésistance [9] prédomine avec 85 - 90% de la formule
parasitaire, suivie des espéces Plasmodium malariae (10 a 14%), Plasmodium ovale
(1%), et un cas de Plasmodium vivax au Nord rapporté par KOITA O en 1988. Le Mali
a adhéré a travers le Programme National de Lutte contre le Paludisme a la CPS en
2013. Le PNLP est I'organe de pilotage des activités de lutte contre le paludisme au
Mali. Il existe depuis 1993. Il est actuellement régi par le décret N° 07-022/P-RM du
18/07/2007 et rattaché au Secrétariat Général du Ministére de la Santé et de 'Hygiéne
Publique [6]. Les localités de Missira et de Sélingué ont bénéficié de la CPS pour la
premiere fois en 2017. Ces deux localités ont des profils épidémiologiques de

transmission du paludisme différents de par leurs faciés.

Un des problemes majeur dans la lutte contre le paludisme est le phénomeéne de
résistances aux antipaludiques [10]. La résistance du Plasmodium aux antipaludiques
a démarré avec la chloroquinorésistance [11]. La substitution de la Lysine par la
Thréonine en position 76 du gene Pfcrt conduit a la mutation qui joue un grand réle

dans ce mécanisme de résistance a la chloroquine [12]. Elle a débuté en Asie du Sud-
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Est avant de se propager vers I'Ouest jusqu’en Afrique [11]. Ce méme phénoméne
c’est répété avec la Sulfadoxine-pyrimethamine avec moins d’ampleur. L’Afrique
subsaharienne est moins atteinte par la résistance de Plasmodium falciparum a la SP
en atteste la recommandation de la CPS chez les enfants de 3 & 59 mois dans la zone
du Sahel [5]. L'efficacité de la SP plus 'Amodiaquine dans le cadre de la CPS s’est
avéreée efficace en Afrique sub-saharienne selon différentes études [6,13—-15]. Malgré
tout, la surveillance des résistances demeure recommandée. Aussi, les mutations sur
le gene Pfdhps (Plasmodium falciparum dihydroptéroate synthétase) aux positions
436, 437, 540, 581 et 613 sont reconnues étre liées a la résistance de P. falciparum a
la sulfadoxine. Parmi ces mutations, celles rencontrées aux positions 540 et 437 sont
les principales associées a la résistance a la sulfadoxine [16]. La mutation ponctuelle
S108N du gene Pfdhfr (Plasmodium falciparum dihydrofolate réductase) est la
principale mutation responsable de la résistance aux antifoliniques tel que la
pyriméthamine. L'addition de trois ou quatre mutations sur le géne Pfdhfr (C59R, N511
ou 1164L) et d'une ou deux mutations du géne de la dihydroptéroate synthétase cis
citées, €leve le niveau de résistance, rendant inefficace leur action potentialisatrice.
C’est ce qui conduit au phénomeéne de résistance a la sulfadoxine—pyriméthamine
[16]. La présence simultanée des mutations sur les genes Pfdhfr et Pfdhps favorise
ainsi les cas d’échecs thérapeutique a la SP [16,17]. Les études sur les mutations sur
ces génes sont recommandées car la SP est recommandée chez les groupes les plus
vulnérables (les enfants de moins de cing ans et les femmes enceintes) au paludisme
et dans une des régions les plus exposées au paludisme dans le monde (I'Afrique sub-

saharienne) [1,4].

L’indisponibilité de vaccin efficace contre le paludisme a ce jour (2018), I'apparition
croissante des résistances du Plasmodium aux antipaludéens et les difficultés a
maitriser le vecteur du paludisme font que la lutte contre le paludisme nécessite encore
de nombreux efforts a fournir dans différents domaines et notamment dans celui de la
recherche scientifiqgue. L'OMS a élaboré une stratégie technique mondiale pour quinze
ans 2016-2030 [18]. Cela nous montre que I'élimination du paludisme va encore
nécessiter au moins de nombreuses années d’efforts intenses. Ce document décrit la
vision de 'OMS qui est celle d’'un monde sans paludisme, basée sur une stratégie dont
les buts mondiaux sont ambitieux mais atteignables en 2030 via des objectifs

intermédiaires aux années 2020 et 2025.
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Au vu de tout ce qui précede, nous avons décidé d’apporter notre contribution en
faisant une étude sur la prévalence des mutations sur les genes Pfdhfr et Pfdhps dans
les localités de Missira et de Sélingué en marge des activités de la campagne de

prévention du paludisme saisonnier 2017 au Mali.

Hypothese : la prévalence des mutations sur les genes Pfdhfr et Pfdhps est
actuellement élevée a Missira et a Sélingué suite a la forte et longue utilisation de la
SP notamment apres le retrait officiel de la chloroquine. Et cela d’autant plus que la

CPS vient accentuer cette pression médicamenteuse.
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2. OBJECTIFS

2.10bjectif Principal

Estimer la prévalence des mutations sur les genes Pfdhfr et Pfdhps chez les souches

de P. falciparum isolées aprés les campagnes de CPS a Sélingué et a Missira en 2017.
2.20bjectifs spécifiques

e Estimer les cas de paludisme confirmés chez les enfants (6 a 59 mois) ayant
recu les doses des CPS 2017 a Missira et a Sélingué ;

e Estimer la multiplicité de I'infection chez les enfants atteints du paludisme apres
la prise de la SP a Missira et a Sélingué ;

e Estimer les fréequences des mutations associées a la Sulfadoxine et a la
Pyriméthamine ;

e Estimer la fréquence des multiples mutations chez les souches isolées de

Plasmodium falciparum.
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3. GENERALITES

3.1Paludisme

3.1.1 Définition

Le paludisme connu aussi sous le nom de « malaria » (un mot italien qui veut dire

mauvais air) est une érythrocytopathie provoquée par la présence et le développement

dans les hématies d’'un parasite hématozoaire du genre Plasmodium transmis a

'homme par la piqare infectante d’'un moustique (I'anophéle femelle).

3.1.2 Historique

Le paludisme est 'une des plus vieilles maladies que 'lhumanité ait connues. Son

historique peut étre présenté en plusieurs étapes :

>

YV V V V

YV V V V

Y VY

400 ans avant JC, Hippocrate décrivait le paludisme du kyste hydatique en Grece
[19] ;

1630 Don Francisco Lopez apprenait des Indiens du Pérou les vertus de I'écorce
du quinquina [20] ;

1820 Pelletier et Caventou isolent I'alcaloide actif, la quinine [21] ;

1830 Maillot utilise la quinine dans la campagne d’Algérie [21] ;

1880 I'agent pathogéne est découvert par Laveran a Constantine [21] ;

1895 a 1897, Ross suspecta la transmission de la maladie par le moustique du
genre Anopheles avant que la confirmation ne soit faite par Grassi en 1898 [19] ;
1943 la chloroquine, premier antipaludique de synthese fut obtenue [22] ;

1957 la chloroquinorésistance est constatée en Asie et en Amérique du sud [22] ;
1970 Zhenxing Wei (Chine) réalisait un extrait de I'artémisinine [23] ;

1977 wun chercheur de [I'entreprise pharmaceutique Guilin synthétisa
artésunate [23] ;

1978 Li Yin produisait pour la premiere fois I'artémether [23] ;

1979 en Afrique, la résistance a la chloroquine a été observée pour la premiere fois
en Tanzanie [19] ;

1992 la firme Rhone-Poulenc devenue par la suite Aventis en accord avec 'OMS
et 'usine pharmaceutique de Kunming produisirent de I'artémether injectable [23] ;
En 2001, en Asie du Sud-est, la résistance du Plasmodium a l'artémisinine est

suspectée [24];
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» En 2006 au Cambodge, la résistance du Plasmodium a l'artémisinine a été

identifiée pour la premiere fois [24] .

Actuellement, la recherche demeure orientée vers la lutte antivectorielle, le
traitement (curatif et prophylactique) et la vaccination. La lutte antivectorielle est
confrontée a un probléme technique notamment la résistance aux insecticides. Elle
est également confrontée a un probleme économique di au colt et a la 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.

La surveillance des marqueurs de résistances aux différents antipaludiques est
d’actualités et occupe de nombreux laboratoires de recherche notamment avec les
techniques de biologie moléculaire. Ce monitoring continu est une recommandation

de 'OMS en particulier dans les zones d’endémie palustre [24].
3.1.3 Répartition géographique

3.1.3.1 Dans le Monde

Pays d'endémie paludique en 2000 et 2016

Pays endémiques en 2016 Pays endémiques en 2000, plus endémiques en 2016
1 Pays non endémiques en 2000 Nen applicable

Source : Base de donnees de "OMS,

Figure 1: Répartition du paludisme dans le monde [25]

Le paludisme est la maladie parasitaire la plus répandue dans le monde. Il est au

premier rang des priorités de 'OMS de par ses ravages directs et ses conséquences
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socio- économiques. Selon 'OMS prés de la moitié de la population mondiale est

exposeée au paludisme.

Les premiers cas de résistance a la chloroquine ont été rapportés en plusieurs points
du monde entre 1957 et 1960 (Colombie et Venezuela, Cambodge et Thailande,
Papouasie Nouvelle Guinée, Philippines) [10]. La résistance s’est progressivement

propagée dans les zones endémiques.

La chloroquine est présentement retirée de la liste des médicaments pour la prise en
charge du paludisme a P. falciparum. Elle a été remplacée progressivement par la
Sulfadoxine et la Pyrimethamine qui ont été également remplacés par les dérivés de
I'artémisinine pour la prise en charge du paludisme simple. Ainsi, de 2006 jusqu’a ce
jour (2018) les combinaisons thérapeutiques a base d’artémisinine (CTA) constituent

le traitement de premiére ligne du paludisme simple.
3.1.3.2En Afrique

Le paludisme est largement répandu dans toute I’Afrique sub-saharienne ou coexistent
P. falciparum (nettement prédominant), P. ovale et de maniere plus sporadique P.
malariae. Plasmodium vivax peut étre retrouvé en Afrique de I'Est. Il existe une
transmission, faible, en Afrique du Nord (Algérie), essentiellement due a P. vivax, ainsi
gu’au Cap-Vert et a I'lle Maurice. L’lle de la Réunion est indemne. En revanche, la
transmission est bien présente aux Comores, dont Mayotte, et a Madagascar ou

coexistent quatre espéces [3].

Le paludisme constitue un probleme majeur de santé publique en Afrique
subsaharienne [27]. 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. Cette résistance est beaucoup plus faible en Afrique de I'Ouest.

Actuellement, aucun cas de résistance a I'artémisinine et ses dérivés n’a été confirmé
en Afrique [28]. Cependant, une réduction de la sensibilité a I'artémisinine est présente
dans certaines zones endémiques en Afrique [29]. Les résultats des différentes études
menées montrent que les CTAs sont encore efficaces en Afrique [24]. La SP reste
recommandée pour le traitement préventif intermittent du paludisme chez les femmes

enceintes.
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Elle est également recommandée pour la chimioprévention du paludisme saisonnier
chez les enfants agés de 3 a 59 mois dans la zone du Sahel [5]. Dans ce dernier cas,

'amodiaquine est associée a la SP. La SP+AQ sont efficaces a cet effet.

3.1.3.3Au Mali
Au Mali le paludisme est de type saisonnier, c’est-a-dire que la transmission est
endémique avec un pic pendant la saison des pluies. Les enfants de moins de 5 ans
et les femmes enceintes constituent les groupes les plus a risque [30]. Or les enfants
de moins de cing ans représentent environ 20% de la population au Mali [31]. Les
facies de transmission du paludisme au Mali sont assez variables. Il est plus
endémique au sud par rapport au nord. On appelle facies épidémiologique du
paludisme, une région ou un ensemble de régions ou le paludisme présente dans ses
manifestations pathologiques, des caracteres communs liés aux modalités de
transmission du parasite. Le paludisme n’est pas une entité homogéne a travers toute

son aire de distribution, il varie selon les principaux facies phytogéographies.
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Tableau | : Les différents faciés de transmission du paludisme au Mali [19,32]

LBMA

Facies Transmission Endémicité Région o
. ) , i , Caractéristiques
Epidémiologiques Paludisme IP Géographique
N o -Intense Holoendémique _ . N _
Facies Soudanoguinéen , Sikasso Prémunition acquise 5 ans.
(-6 mois/an) IP>75%
Ségou, : iti
Faciés nordsoudanien -Intense Hyperendémique K Ig']k Premunition 9 ans.
oulikoro, i 5 >
Et Sahel (3-4 mois/an) IP:5-75% _ Neuropaludisme, fréquent a
Mopti 1-9 ans.
) S , Adultes aussi exposés
N ) -Sporadique Epidémique Gao, Kidal, ) )
Facies saharien L risque paludisme grave
-voire épidémique IP <10 % Tombouctou o
et compliqué.
" . 3 - Selingué, -
Facies des -Bimodale Mésoendémique . Anémie palustre
_ Manantali, o .
Barrages (Plurimodale) IP:26-50% élevée chez moins 9 ans.
Markala
o Adultes Bamakois
. ) Hypoendémique Bamako, _ _
Facies urbain o risque paludisme
IP<10 % Mopti ville

grave.
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3.1.4 Biologie

Le paludisme est d0 & des parasites du genre Plasmodium transmis d’'une personne a
l'autre par des piqlres de moustiques Anopheles infectés, appelés «vecteurs du

paludisme», qui piquent principalement entre le crépuscule et le petit matin [33].

3.1.4.1. Vecteur
Le paludisme est transmis exclusivement par les pigires de moustiques Anophéles.
Parmi plus de 500 espéces 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 Anophéles arabiensis, sont
en Afrique. Chaque espece vectrice présente ses caractéristiques comportementales,
géographiques et écologiques qui lui sont spécifiques et qui déterminent
I'épidémiologie locale du paludisme [34]. Toutes les espéces importantes du vecteur
piquent la nuit. Les Anophéles se reproduisent dans I'eau et chaque espece a ses
préférences ; certaines par exemple préferent 'eau douce de faible profondeur comme

les flaques, les riziéres et les empreintes laissées par les sabots d’animaux.

La transmission est plus intense aux endroits ou les espéces de vecteurs ont une durée
de vie relativement longue. Cela permet au parasite de compléter son cycle de
développement a lintérieur du moustique. Certains piquent plutot les étres humains
gue les animaux. Par exemple, la longue durée de vie et la forte préférence pour
’lhomme des espéces africaines de vecteurs expliquent que prés de 90% des décés

par paludisme enregistrés dans le monde surviennent en Afrique [33].

Au Mali, des études conduites par Touré Y en 1982 ont montré qu’Anophéles gambiae
s.| est composé de : Anopheles gambiae s.s, et d’Anopheles arabiensis. Anopheles
gambiae s.s est composé de trois formes chromosomiques qui sont dénommées
Bamako, Savane et Mopti. 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 [35].

La transmission du paludisme est assurée en saison seche froide (Novembre —Février)
par Anopheles arabiensis et la forme Mopti d’Anopheles gambiae s.s lui succedent en
période seche chaude (Mars-Juin). Les formes Savane et Bamako d’Anopheles

gambiae s.s deviennent les principaux vecteurs pendant la saison des pluies (Juillet-
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Octobre). Ainsi, le long de I'année les vecteurs se relayent dans la transmission du

Plasmodium [35,36].

Il existe plus de 3 500 espéces 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 ci-dessous). Classés dans l'ordre des Diptéres (2 ailes) et le sous-ordre des

Nématoceéres (antennes filiformes). Ces insectes sont caractérisés 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

Culicinae.

Tableau 2: Taxonomie du vecteur du paludisme

Anophelinae et

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
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3.1.4.1 Agent causal
Le Plasmodium est responsable du paludisme. Ce dernier est transmis par un
protozoaire appartenant au genre Plasmodium. Il existe de trés nombreuses espéces
de Plasmodium (plus de 140), touchant diverses especes animales mais seulement
cing de ces espéces sont retrouvées en pathologie humaine. Il s’agit de Plasmodium
falciparum, Plasmodium vivax, Plasmodium ovale, Plasmodium malariae et
Plasmodium knowlesi, parasite habituel des singes (macaques) d'Asie qui vient de
passer récemment chez I'homme [3]. Les cinq especes différent par des critéeres
biologiques, cliniques, par leur répartition géographique et par leur capacité a
développer des résistances aux antipaludiques. Plasmodium falciparum se distingue
clairement des autres espéces. En effet P. falciparum est, le plus répandu a travers le
monde, développe des résistances aux antipaludiques et est responsable des formes

cliniques potentiellement mortelles.

3.1.4.1.1 Systématique [36]
Les Plasmodiums sont des protozoaires appartenant a I'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, et probablement sécretent une enzyme
protéolytique ainsi que des 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
Famille PLASMODIDAE
Genre Plasmodium
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3.1.4.1.2 Les différentes espéces plasmodiales
Il existe de tres nombreuses especes de Plasmodium (Plus de 140), touchant de
nombreuses especes animales, dont quatre especes sont habituellement retrouvées
en pathologie humaine : P. falciparum, P. malariae ; P. vivax et P. ovale. Une
cinquieme espéce ; P. knowlesi, parasite habituel des singes d’Asie, s’est avérée étre

responsable d’une zoonose.

3.14.1.21 Plasmodium falciparum
C’est I'espéce la plus répandue dans le monde et est responsable des formes cliniques
mortelles. Dans les régions équatoriales, elle est transmise toute 'année avec des
recrudescences saisonniéres. Sa transmission s’interrompt en dessous de 18°C. Sa

période d’incubation s’étend de 7 a 12 jours [21].

Sur un frottis sanguin a Plasmodium falciparum, I'image se caractérise par sa
monotonie. Concernant 'hématie hote, c’est tous les globules rouges a tout stade de
maturité qui sont parasités, leur taille reste inchangée et peut étre parsemée de petites
mouchetures caractéristiques, les taches de Maurer, colorées en rouge-brun au
Giemsa, le pluriparasitisme est fréquent au sein d’'une hématie. Les aspects a la goutte
épaisse sont différents, les hématozoaires paraissent plus petits et sont en plus grand

nombre.
3.141.2.2 Plasmodium malariae

Il sévit sur les trois continents tropicaux avec une répartition beaucoup plus sporadique.
Cette espece de Plasmodium se différencie des autres espéces par une période
d’incubation plus longue allant de 15 a 21 jours, par la périodicité de la fiévre (fievre
guarte), et surtout par sa capacité a entrainer des reviviscences trés tardives (jusqu’a
20 ans apres le retour de la zone d’endémie). L’infection a Plasmodium malariae est

bénigne mais peut parfois entrainer des complications rénales [21].

Son frottis sanguin se caractérise par un parasitisme pauvre, mais toutes les formes
évolutives peuvent étre vues. L’hématie hote, généralement agée avec une légére
diminution de diametre et une teinte plus cuivrée, est caractérisée par le pointillé de

Ziemann, qui n’est pas mis en évidence par les colorations usuelles.

En goutte épaisse, le champ microscopique est enrichi, les trophozoites jeunes
peuvent prendre l'aspect de ceux de Plasmodium falciparum, avec la présence

constante de pigment malarique, les autres éléments restent inchangeés.
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3.1.4.1.2.3 Plasmodium ovale
Il sévit en Afrique intertropicale du centre et de I'ouest (et dans certaines régions du
pacifique) et provoque une fievre tierce bénigne. Son incubation est de 15 jours au
minimum mais peut étre beaucoup plus longue jusqu’a 4 ans. L’infection a Plasmodium

ovale est bénigne mais on peut observer des rechutes tardives (dans 5 ans) [21].

Le frottis sanguin montre un panachage de toutes les formes évolutives. L’hématie
héte est jeune, le pluriparasitisme est frequemment observeé (2 a 3 types de parasites
par hématie), il est toujours hypertrophié, décoloré avec tendance a s’ovaliser et a se

franger ses bordures, la schiffnérisation est intense et trés précoce.

Les aspects de la goutte épaisse sont comparables a ceux de Plasmodium vivax, et le

diagnostic différentiel est trés difficile, voire impossible si le parasitisme est tres faible.
3.1.4.1.24 Plasmodium vivax

Tres largement répandu en Amérique du Sud et en Asie, il est beaucoup plus rarement
observé en Afrique. Sa transmission s’arréte en dessous de 15°C. Sa période
d’incubation est de 11 a 15 jours, mais on peut observer des rechutes dues au réveil
des hypnozoites pendant 3 a 4 ans. L'infection a Plasmodium vivax est classiqguement

considérée comme bénigne [21].

Au frottis sanguin, on a un panache intense dans lequel on peut trouver toutes les
variétés évolutives. Plasmodium vivax, attagque les jeunes hématies (réticulocytes), le
pluriparasitisme est rare, I'hématie parasitée subit précocement un important
remaniement, s’hypertrophie et tend a devenir polygonale avec apparition précoce de

grains de Schiffner.

La goutte épaisse est aussi panachée et tres enrichie, les trophozoites jeunes ont le
méme aspect que celui décrit précédemment, les autres éléments sont aisément

reconnaissables.
3.14.1.25 Plasmodium knowlesi

Il sévit en Asie du Sud-Est (particulierement en Malaisie, a Bornéo), en zone forestiére
car il est étroitement lié a la répartition des singes macaques, son héte habituel, et de
son vecteur piquant 'Homme et le singe. Il est morphologiquement proche de P.
malariae. Il se différencie des autres especes par un cycle érythrocytaire de 24 heures

responsable d'une fievre quotidienne [3].
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Il existe de rares formes graves, voire mortelles, avec forte parasitémie. A ce jour

aucune chimiorésistance n'a été observée pour cette espece.

3.1.4.1.3 Cycle de vie des plasmodies
Le cycle de développement du Plasmodium nécessite deux hoétes obligatoires :

’homme et le moustique.

Chez 'homme s’effectue la multiplication asexuée ou schizogonie. Chez 'anophéle

femelle s’effectue le cycle sexué ou sporogonie [21].

e Chez I’lhomme [32,37]

Il se déroule en deux phases : une phase hépatique (ou exo-érythrocytaire) et une

phase sanguine (ou érythrocytaire)
e La phase hépatique

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

heure avant de pénétrer 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'espéce plasmodiale, elle est cliniguement muette et correspond a la phase

d’incubation de la maladie.
e 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 a maturité et qui contient de
nombreux mérozoites dont le nombre varie selon I'espéce plasmodiale. L’éclatement
de I'nématie libére les mérozoites dans la circulation sanguine. Chague 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
'hémoglobine un pigment appelé I'hémozoine. Parallélement apparaissent dans
'hématie des taches de Maurer (P. falciparum), des granulations de Schuffner (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
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'éclatement simultané des corps en rosace d’'une méme génération qui provoque

'acces fébrile typique du paludisme.

Apres plusieurs cycles schizogoniques sanguins, certains mérozoites se différencient
en élément a potentiel sexué : les gamétocytes. Ceux-ci ne poursuivront leur

développement que s'ils sont absorbés par un anophéle femelle.
e Chezl'anophéle [32] [37]

Encore appelé cycle sporogonique, il débute des l'infection de 'anophéle femelle ayant

piqué un impaludé porteur de gamétocytes.

Les gamétocytes passent dans son estomac, le gamétocyte femelle (ou
macrogameétocyte) se transforme et devient immobile. Le gamétocyte male

(microgamétocyte) va subir une exflagellation qui I'allongera et le rendra mobile.

La fécondation du macrogameétocyte par le microgamétocyte aboutit a la formation d’'un
ceuf mobile dans la lumiere du tube digestif appelé ookinéte. Celui-ci va traverser et
aller s’enkyster sur sa face externe formant un oocyste. Une fois mdr 'oocyste éclate
et libere des sporozoites qui vont gagner les glandes salivaires de 'anophéle d’ou ils

seront inoculés a 'lhomme lors d’'une nouvelle piqdre.

La durée du cycle chez I'anophéle est de 10 a 40 jours selon la température extérieure

et les espéeces.
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Figure 2: Cycle biologique des espéces plasmodiales chez 'homme et le moustique

[38]
3.1.5 Diagnostic Biologique

3.1.5.1 Diagnostic de présomption
L’hémogramme révéle une anémie de type hémolytique, normochrome ou
hypochrome, avec ou sans réticulocytose. Au cours des accés aigus et dans les acces

pernicieux, on retrouve parfois une hyperleucocytose a polynucléaires neutrophiles,
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remplacant la leuconeutropénie habituelle, une thrombopénie est en rapport avec la
séquestration splénique des plaguettes, 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 [39].

3.1.5.2 Diagnostic parasitologique [40]
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 ces techniques sont des méthodes de diagnostic direct.

3.1.5.3 Le frottis mince et la goutte épaisse
Elles demeurent la référence, elles 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).
Le frottis mince permet :

v' L’étude morphologique des hématozoaires,
v Le diagnostic différentiel entre les espéces plasmodiales (il reste toujours un défi

méme pour un lecteur averti).

3.1.5.4 La goutte épaisse
Examen de référence de 'OMS, elle est largement utilisée pour le diagnostic de
routine. Sa sensibilité (seuil de détection d'hématies parasitées/ul) est de 20 hématies
parasitées/ ul, 10 fois plus élevée que celle du frottis mince (100 a 200). Le probleme
du diagnostic d’espece se pose rarement et I'incertitude est le plus souvent sans

conséquence sur la conduite thérapeutique.

3.1.5.5 Quantitative Buffy-coat
Elle consiste en la coloration fluorescente des acides nucléiques par I'acridine orange
et est dénommé 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.

3.1.5.6 Diagnostic immunologique : ELISA et IFI
Ces méthodes constituent le diagnostic indirect du paludisme.
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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 associé aux

anticorps.

Quant au principe d’ELISA, il consiste a fixer sur un support solide des éléments
contenus dans le liquide biologique. Ensuite, les antigenes solubles sont détectés a
'aide d’'un complexe immun marqué par I'enzyme, et sera révélé 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 plu tard. Ne peuvent étre utilisés pour un diagnostic de

routine, mais surtout plus a des fins de recherches.

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

Plusieurs tests de diagnostic rapide (TDR) par immunochromatographie sont
disponibles. lls sont classés en fonction du nombre d'antigenes détectés. La plupart, a
I'exception de la série OptiMalt, permettent la mise en évidence de I'HRP2 (Histidin
Rich Protein 2), spécifiqgue de P. falciparum ; 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 espeéeces plasmodiales. La sensibilité et la

spécificité revendiquées par les constructeurs de ces tests sont comparables.

La forme la plus simple est celle d'une bandelette qui est placée dans des puits
contenant du sang et/ou une solution tampon. La bandelette de nitrocellulose peut étre

placée dans une cassette en plastique ou sur une carte. Les tests rapides antigéniques
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sont simples d'utilisation, rapides et d'un apport précieux en poste isolé. Cependant,
les tests rapides ont des limites :

e Les faux négatifs sont dus a une faible parasitémie de I'ordre de 100 parasites
par pL,

Soit 0,002% d'hématies infectées. Or, il est fréquent de mettre en évidence en
pathologie d'importation ou chez le voyageur non immun en zone d'endémie sous
chimioprophylaxie non ou mal adaptée des parasitémies tres faibles. Le résultat des
TDR peut donc étre faussement négatif ;

e les faux positifs, moins bien connus, sont dus a une lecture trop tardive aprés le
dépdt des réactifs, a la présence d'auto anticorps ou de facteur rhumatoide a
des taux élevés. De plus, la persistance de la circulation de I'HRP2 aprées
disparition des parasites du sang circulant est trouvée jusqu'a 15 jours apres

négativité des tests microscopiques.
Ces tests ne doivent pas étre employés seuls.

3.1.5.8 Réaction de polymérisation en chaine
Dénommée PCR, c’est une technique de biologie moléculaire, basée sur la sélection
puis 'amplification d’'un gene spécifique du parasite a partir d’'amorces spécifiques de
ce gene. Elle a 'avantage de pouvoir détecter une souche spécifique du parasite par
des génes spécifiques ou aprés digestion du produit de PCR avec des enzymes de

restriction spécifiques. Elle permet la détection des parasitémies trés faibles.

Elle est utilisée pour le diagnostic du paludisme et en enquéte de masse. Cependant,
si son utilisation ne nécessite pas une ponction veineuse, elle n’est réalisable que dans

des laboratoires spécialisés et son co(t est trés éleve.
3.1.6 Manifestation du paludisme [21]

3.1.6.1 Laforme "classique”
C’est l'accés palustre, fievre intermittente a fréquence variable plus ou moins
caractéristigue du Plasmodium infestant. La fiévre survient lors de I'éclatement des

hématies et de la libération des mérozoites.

3.1.6.2 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
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(crise convulsive, coma) avec fiévres, troubles de la conscience, du comportement,

hémoglobinurie.

3.1.6.3 Fievre bilieuse hémoglobinurique
Survenant parfois apres prise de quinine motivée par un accés fébrile, cette fievre
s'accompagne d'hémoglobinurie et d'ictére. Il y a hémolyse brutale et massive. Cette

forme est devenue rare.

3.1.6.4 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.
3.1.7 Médicaments utilisés dans la lutte contre le paludisme

Les antipaludiques ou antimalariques sont des médicaments de synthéese
chimique ou extraits de plantes destinées a traiter ou prévenir le paludisme.

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

pyriméthamine, ...).

3.1.7.1 Classification des antipaludiques
Nous pouvons classer les antipaludiques en fonction de leur mode d’action ou la

structure chimique.

3.1.7.1.1 Schizonticides érythrocytaires
Nous avons :

e Les Amino-4-quinoleines : chloroquine (Nivaquine®), amodiaquine
(Flavoquine®), pipéraquine ;

e Les Amino-alcools : quinine (Quinimax®, Surquina®, Quinine Lafranc®),
méfloquine (Lariam®), halofantrine (Halfan®), Luméfantrine ;

e Les Sesquiterpenes : artémisinine et ses dérivés : dihydroartémisinine,
artémether, artésunate ;

e Les Antimétabolites : deux médicaments (Sulfadoxine et Pyrimethamine) de ce
groupe sont objets de notre étude.

En ce qui concerne les métabolites, nous avons : les antifoliques (sulfadoxine,

dapsone) et les antifoliniques [proguanil (Paludrine®), pyriméthamine (Malocided)].
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La Sulfadoxine : elle est dirigée contre I'acide folique, c’est un inhibiteur du
dihydroptéroate synthétase (DHPS). Elle renforce [I'action antimalarique de la

pyriméthamine. Elle est a la fois un antibactérien et un antipaludique.
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Figure 3: Structure de la sulfadoxine

Source : https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/substance/347913195

La Pyriméthamine et le Proguanil : Ce sont des inhibiteurs de la dihydrofolate
réductase (DHFR) empéchant ainsi la transformation de I'acide dihydrofolique en acide

tetrahydrofolique conduisant a I'acide folinique, métabolite indispensable a la

croissance du parasite intra globulaire.
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Figure 4: Structure de la pyriméthamine
Source : https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/substance/274087008
e Antibiotiques : cyclines (Doxypalu®, Granudoxy®Gé, Vibraveineuse®),

clindamycine (Dalacine®, Zindacine®),

¢ Analogues de l'ubiquinone : atovaquone.
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3.1.7.1.2 Schizonticides intrahépatiques :

e Amino 8 quinoléines : primaquine (Primaquine®), tafénoquine.
e Antimétabolites : proguanil, cyclines.

3.1.7.1.3 Gamétocytocides

e Amino-8-quinoléines : primaquine (Primaquine®), tafénoquine.

3.1.7.1.4 Associations d’antipaludiques a effet synergique schizonticide
L'action synergique schizonticide de plusieurs molécules permet d’augmenter
I'efficacité des médicaments antimalariques et d’obtenir une protection mutuelle des
produits contre l'acquisition de résistance des plasmodies, essentiellement de P.

falciparum.
Certaines de ces associations sont déja anciennes :

e Quinine + tétracyclines en zones de quininorésistance (foréts d’Asie du sud-est

et Amazonie),
e Sulfadoxine + pyriméthamine (Fansidar®),

e Méfloquine + sulfadoxine + pyriméthamine (Fansimef®, utilisé en Asie du sud-

est),
e Chloroquine + proguanil (Savarine®, utilisée en chimioprophylaxie seulement),

Les « nouveaux » antimalarigues sont tous associés, au moins en bithérapie :

e soit en associations libres (2 sortes de comprimés) : artésunate +
sulfadoxine/pyriméthamine (Arsudar®), artésunate + amodiaquine (Arsucam®),
artésunate + méfloquine (Artequin®) ;

e soit en associations fixes (FDC : fixed dose combination) : atovaquone +
proguanil (Malarone®), chlorproguanil + dapsone (Lapdap®), artéméther +
luméfantrine (Coartem®/Riametd), artésunate + amodiaquine (AS/AQ®,

Coarsucam®), artésunate + méfloquine (AS/MQ®).
3.1.8 Modes d’action des antipaludiques [41]

3.1.8.1 Inhibition de la digestion de I’lhémoglobine dans la vacuole
nutritive du Plasmodium
v' Chloroquine, amodiaquine, pipéraquine

v" Quinine, méfloquine, halofantrine, luméfantrine
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3.1.8.2 Alkylation des métabolites de ’hémoglobine, production de
radicaux libres

v Les Artémisinines

3.1.8.3 Blocage de la fabrication des acides nucléiques

v' Cytochrome bc — baisse d’ATP : atovaguone

v Inhibition de la DHPS : sulfadoxine, dapsone (antifoliques)

v Inhibition de la DHFR : pyriméthamine, cycloguanil (antifoliniques)

3.1.8.4 Intérét de I'utilisation de la sulfadoxine en association avec la

pyrimethamine

La sulfadoxine est utilisée en association avec la pyriméthamine. L'association a une
activité schizontocide en inhibant le métabolisme de I'acide folique (elle bloque la

déhydrofolate réductase) dont I'hématozoaire a besoin pour sa croissance.

L’association sulfadoxine-pyriméthamine se montre efficace vis-a-vis de souches
de Plasmodium résistantes a d'autres antipaludiques. Toutefois, il existe des souches
de Plasmodium falciparum résistantes a cette association. Les sulfamides sont peu

efficaces sur Plasmodium ovale et Plasmodium vivax.

La Sulfadoxine (dosée a 500mg) a un temps de vie T12=8 jours qui est plus long que
celui de la Pyriméthamine (dosée a 25 mg) qui a T12=4 jours. La Sulfadoxine agit par
inhibition de la dihydroptéroate synthétase (dhps). La pyriméthamine agit par inhibition
de la dihydrofolate réductase (dhfr). Ces temps de demi-vie leur conférent des
propriétés préventives contre le paludisme pendant une longue période pouvant

atteindre un mois.

L’action concomitante de la Sulfadoxine et de la Pyriméthamine sur les enzymes de la
chaine de synthése de I'acide tetrahydrofolique (THF) dans les parasites minimise les
risques de mutations enzymatiques ponctuelles et favorise leur efficacité contre

Plasmodium falciparum.
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Figure 5 : Schéma du mécanisme d’action des antifolates [42]

3.1.9 Pharmacocinétigue des antipaludiques couramment utilisés en

association

v' La Quinine : c’est un schizonticide endo-érythrocytaire

La quinine est un alcaloide extrait des écorces du Quinquina.

Elle reste en pratique le traitement de référence des formes graves du paludisme a P.

falciparum. Elle se présente en ampoules, comprimés, suppositoires, suivant la gravité

du tableau clinique, la voie d’administration et la posologie sont différentes :

En cas d’acces simple : posologie classique de 24 mg/Kg/Jours (en pratique 8
mg/kg de quinine toutes les 8 heures, pendant 7 jours, injectable ou per 0s),

En cas de criteres de gravité, la dose de charge : 17 mg/kg de quinine en 4 heures.
Puis une dose d’entretien de 8 mg/kg en 4 heures. Toutes les 8 h, en perfusion

intraveineuse obligatoire, pendant 7 jours,

Si le paludisme est contracté en zone de quininorésistance (Asie du Sud-Est,
Amazonie) : adjoindre la doxycycline, 200 mg/j ou la clindamycine, 10 mg/kg toutes

les 8 heures
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Elle peut s'administrer par voie intra-rectale biquotidienne : 15 & 20 mg/kg de quinine
diluée (Quinimax® solution injectable), a renouveler éventuellement 12 heures
apres.

Absorption : rapide par voie orale ou par voie intramusculaire, biodisponibilité :
80%, T1/2=11h.

Métabolisme : le métabolisme se fait par I'intermédiaire du CYP3A4.

Elimination: Elle est rénale, 20% sont éliminés sous forme inchangée, 80%
sous forme de métabolites dont un actif, d’'ou les adaptations de la posologie

chez les insuffisants rénaux.[43]
Effets indésirables : [43]
Ils sont dose-dépendants :

Fréquent, peu grave : cinchonisme (acouphénes, vertiges, céphalées, troubles
de la vision, baisse aigue de I'acuité auditive, troubles digestifs, vasodilatation
périphérique) ;

Hypoglycémie par augmentation de la sécrétion d’insuline.

D’autres effets indésirables sont relatifs a la toxicité. Les signes de toxicité

surviennent pour des concentrations plasmatiques élevées lors d’accés palustres

graves. Ce sont principalement :

Toxicité cardiovasculaire : trouble de la conduction, troubles du rythme
cardiaque, allongement de I'espace QT ;

Toxicité oculaire perte passageére de vision par atteinte des cellules rétiniennes ;
Toxicité auditive : altération de l'audition pour des fréquences élevées,
acouphenes ;

Toxicité neurologique : vertiges ;

Toxicité cutanées photosensibilisation ;

Toxicité hématologique.

Méfloquine

L’administration se fait seulement par voie orale.

Absorption orale : On observe une bonne biodisponibilité (85%) augmentée par
prise d’aliments et une trés forte fixation aux protéines plasmatiques (98%).

Métabolisme : Il se fait par le CYP3A4 en métabolites inactifs.
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Elimination: Lente inférieur a 10% sous forme inchangée dans les urines, 90%
dans les feces, T1/2 =15-22 jours [43].

Effets indésirables [43]

Les effets indésirables sont relativement fréquents mais bénins, ce sont des
troubles neuropsychiatriques qui peuvent survenir plusieurs semaines apres
’arrét du traitement du fait de la longue demi-vie de la méfloguine. Ces effets
neuropsychiatriques (1/2000 en traitement curatif et 1/15000 en prophylaxie)
sont : confusion, agitation, insomnie, vertiges, convulsions, diplopie, troubles
de la conscience. lls sont vraisemblablement dose-dépendants et favorisés par

la prise d’alcool.

Autres effets indésirables : effets digestifs7-20% (nausées, vomissements,
douleurs abdominales, diarrhées).

La méfloquine peut entrainer des troubles du rythme cardiaque, le plus souvent
des bradycardies.

v" Amodiaquine :

Figure 6: Structure chimique de I'amodiaquine

Source : https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/substance/319061512#section=Top

Les amino-4 quinoléines, a des doses assez élevées ont des propriétés anti-
inflammatoires utilisées en rhumatologie dans le lupus érythémateux et la

polyarthrite rhumatoide

Apres prise orale, I'absorption est totale et rapide. Le pic sérique est atteint

entre la 2e et la 4e heure. Les amino-4 quinoléines se fixent aux protéines
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sériques et dans certains tissus (foie, reins, rate, cceur). L'élimination rénale

est tres lente, d'ou la possibilité de prises espacées.
Effets indésirables [43]

Rares aux doses utilisées en paludologie, des effets indésirables peuvent
survenir dans le traitement de maladies du collagene qui nécessitent des doses

trois fois plus élevées. Dans ce cas, peuvent apparaitre :

e Des troubles nerveux : vertiges, céphalées
e Des troubles oculaires : rétinopathie non réversible

v' Dérivés de I’artémisinine : artémether, artésunate, dihydroartémisinine

Les deux autres dérivés ont pour métabolite actif la dihydroartémisinine.

Absorption orale : 'absorption est rapide, le pic de concentration est atteint en 2

heures, la fixation aux protéines plasmatiques est de 95%.

Métabolisme : ils sont métabolisés par le CYP3A4 et CYP2C19 en
dihydroartémisinine, métabolite actif, puis en métabolites inactifs, I'artémether

induit son propre métabolisme.

Elimination : lls sont éliminés sous formes de métabolites dans les urines et les
féces. Le temps de demi-vie Ty, de I'artémether et la dihydroartémisinine est

d’environ 2 heures [43].
Effets indésirables [43]
lls sont bien tolérés,

e Allergie dans 1 cas sur 3000,
e Dans de rares cas, des palpitations, céphalées, étourdissement, toux, douleurs
abdominales, arthralgie, myalgie en cas de surdosage.

v La Luméfantrine :

Absorption : Elle débute 2 heures apres son administration, la Luméfantrine est un
composeé trés lipophile. Le pic de concentration est atteint 6-8 heures apres son
administration. Un repas riche en graisse augmente d’un facteur 2 I'absorption de
la Luméfantrine chez un impaludé. A jeun, le taux d’absorption est inférieur a 10%

donc toujours prendre avec un repas ou avec une boisson lactée.
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Métabolisme : elle est métabolisée en desbutyl-luméfantrine par le CYP3A4,
métabolite 5 a 6 fois plus antipaludéen que la luméfantrine in vitro, ce métabolite

ne représente que 1% de I'exposition systémique a la luméfantrine.

Elimination : elle est fécale, principalement sous forme inchangée. La luméfantrine

inhibe le CYP2D6. Son temps de demi-vie T1/,=2-3jours.
Effets indésirables [43]

Essentiellement, des troubles digestifs, une élévation modérée des transaminases

et souvent des troubles du rythme ventriculaire

v' La Primaguine (Primaquine®) :

La primaquine est le seul gamétocytocide disponible qui « efface » les gamétocytes de
P. falciparum matures chez I'homme, empéchant ainsi la transmission de

I’lhématozoaire aux moustiques.
Effets indésirables :

Les troubles digestifs, méthémoglobinémie, agranulocytose, hémolyse chez les sujets

ayant un déficit en G6PD.

L’hémolyse due a la primaquine est dose-dépendante chez les déficitaires en G6PD
[43].

Dérivés de I'artémisinine en monothérapie :

e Artémether (Paluther®): c’est un dérivé de l'artémisinine utilisé seul par voie
injectable. 1l se présente en ampoules pour intramusculaire profonde (ampoules de
40 mg/0,5 ml et 80 mg/1 ml). Il est prescrit dans les formes graves a P. falciparum
a la posologie de 1,6 mg/kg toutes les 12 heures a J1 (3,2 mg/kg/24h), puis 1,6
mg/kg/24h de J2 a J5. |l peut étre utilisé dans des régions peu médicalisées, compte
tenu de son mode d’administration par voie IM. |l est bien toléré.

e Artésunate : [4] L'OMS recommande I'utilisation de l'artésunate IV en premiéere
intention dans le paludisme grave a P. falciparum chez I'enfant et l'adulte.
L’artésunate existe sous forme de poudre pour injection et des gélules rectales. Son
administration se fait selon la posologie de 2,4 mg/kg a heure 0, heure 12, heure 24
et toutes les 24 heures pendant 3 jours. Le relais est pris par un antipaludique oral

apres 3 jours.
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3.1.10 Sulfadoxine-pyriméthamine (Fansidar®)

Il se présente en comprimés a 500 mg de sulfadoxine et 25 mg de pyriméthamine ;
posologie : 3 comprimés en une prise (adulte), enfant : 1¢cp/10 kg. Cette combinaison

a une toxicité hématologique et cutanée.
3.1.11 Association atovaquone + proguanil (Malarone®)

Elle est prescrite dans le traitement du paludisme simple a P. falciparum et en
chimioprophylaxie du paludisme a P. falciparum. La posologie dans le traitement de
l'acces simple est de 8 mg/kg/j pendant 3 jours en prise unique quotidienne, soit 4
comprimés chez I'adulte par jour s’il a plus de 40 kg de poids, 3 comprimés chez
'adulte de 31 a <40 kg, 2 comprimés chez I'adultes de 21 a < 30 kg, 1 comprimé chez
'adulte de 11 a < 20 kg. Chez I'enfant de moins de 11 kg : 2 comprimés par jour chez
'enfant de 5 a < 9 kg, 3 comprimés par jour chez I'enfant de 9 a < 11 kg de poids.
Cette association a une action sur les souches hépatocytaires de P. falciparum. Elle
est bien tolérée, quelques troubles digestifs sont signalés. Les différents dosages

sont :

Dosage adultes et enfants > 40 kg : comprimés a 250 mg d’atovaquone et a 100 mg

de proguanil ;

Le dosage pour enfants de 11 a 40 kg : comprimés a 62,5 mg d'atovaquone et a 25

mg de proguanil.
3.1.12 Association artéméther + luméfantrine (Coartem®/Riamet®)

Cette association se présente en comprimés a 20 mg d’artémether et a 120 mg de
luméfantrine et est prescrit pour le traitement de I'accés palustre simple a P. falciparum
: 4 comprimés en 2 prises par jour pendant 3 jours (dose adulte). Actuellement, on
rencontre également cette combinaison de plus en plus en comprimés de 80 mg
d’artémether et a 480 mg de luméfantrine en boite de 6 comprimés pour adulte de
poids supérieur ou égale a 35 Kg. |l n’est pas utilisé en chimioprophylaxie. Les effets
secondaires sont des troubles du sommeil, des céphalées, des étourdissements, des
troubles digestifs, un prurit. Il 'y a pas de cardiotoxicité. Il y a une présentation
pédiatrique : Coartem® dispersible formulation pédiatrique.
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3.1.13 Association artésunate + amodiaquine

Cette association se trouve sous forme libre (Arsucam®) et sous forme fixe (AS/AQ®,
Coarsucam®). Elle est prescrite dans le traitement de l'acces palustre simple a P.
falciparum en Afrique. La posologie est d’'une prise par jour pendant 3 jours. Il y a
quatre dosages selon I'age : 3-11 mois, 1 comprimé AS/AQ 25 mg/67,5mg; 1 a6 ans,
1 comprimé 50 mg/135 mg ; 7 a 13 ans, 1 comprimé 100 mg/270 mg ; 14 ans et au-
dessus, 2 comprimés (100 mg/270 mg).

3.1.14 Association artésunate + méfloquine

L’association existe également en association libre (Artequin®) ou en association fixe
(AS/MQ®), qui est recommandées par 'OMS pour le traitement du paludisme a P.
falciparum non compliqué. La posologie est d’'une prise par jour pendant 3 jours. Il se

présente en comprimés AS/MQ 25 mg/50 mg et 100mg/200 mg.
3.1.15 Traitement du paludisme

3.1.15.1 Traitement du paludisme simple a Plasmodium
falciparum [4]

Dans les cas de paludisme simple & Plasmodium falciparum, 'OMS recommande de

traiter avec une des associations a base d’artémisinine suivante :

v Artéméther + Luméfantrine

Artésunate + Amodiaquine

v

v' Artésunate + Méfloquine

v' Dihydroartémisinine + Pipéraquine
v

Artésunate + Sulfadoxine—pyriméthamine (SP)
Le traitement a base d’artémisinine doit s’étendre sur au moins trois jours.

e Chez les enfants de moins de 25Kg traités avec la dihydroartémisinine +
Pipéraquine, ils doivent recevoir au minimum de 2,5mg/kg de poids corporel de
dihydroartémisinine par jour et 20mg/kg de poids corporel de pipéraquine par

jour pendant trois (03) jours.

Au cours du premier trimestre de la grossesse, le traitement s’étend sur 7 jours et

s’effectue avec la Quinine + Clindamycine.

e Chez les nourrissons de moins de cing (05) kilogrammes, le traitement du

paludisme simple a Plasmodium falciparum se fait avec les CTAs avec les
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mémes dosages que chez les enfants.

Chez les patients co-infectés au VIH/SIDA, 'OMS recommande d’éviter les

associations [4] :

e Artésunate + SP si le patient est traité avec du Cotrimoxazole (triméthoprime

plus sulfaméthoxazole) ;
e Artésunate + amodiaquine si le patient est traité avec Efavirenz ou Zidovudine

Chez les voyageurs non-immunisés, le paludisme simple a Plasmodium falciparum

sera traité avec les CTAs avant leur retour en zone non-endémique.

3.1.16 Traitement du paludisme simple aux autres espeéces

plasmodiales [4]

Lorsque I'espéce plasmodiale n’est pas connue avec certitude, le traitement peut se

faire avec le protocole de traitement du paludisme simple a Plasmodium falciparum.

Dans les zones ou le Plasmodium a déja été déclaré résistant a la chloroquine, le

traitement se fera avec les CTAs.
3.1.17 Traitement du paludisme grave [4]

L’adulte et I'enfant qui ont le paludisme grave (y compris les nourrissons, les femmes
enceintes a tous les stades et les femmes allaitantes) doivent étre traités avec de
I'artésunate en injection intraveineuse ou intramusculaire pendant au moins 24 heures
jusqu’a ce que le patient tolere 'administration du médicament par la voie orale puis

compléter le traitement avec trois (03) jours de traitement avec les CTAs.

L’administration de l'artésunate se fait a raison de 3mg/kg de poids corporel chez les
enfants de moins de 20kg et 2,4mg/kg de poids corporel chez le grand enfant et

I'adulte.

Dans les milieux ou l'artésunate n’est pas disponible en injectable, il faut préférer
I'artémether injectable que la quinine dans les cas de paludisme grave chez I'enfant et

'adulte.
3.1.18 Prophylaxie [33]

3.1.18.1 Lutte antivectorielle
La lutte antivectorielle est essentiellement basée sur :

e L’aménagement de I'environnement destiné a diminuer le nombre de gites des
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anopheéles,

e Latechnique de l'insecte stérile : elle permet I'éradication ou la diminution d'une
population d'insectes, les males irradiés par un rayonnement gamma (bombe au
Cobalt 60) deviennent sexuellement stériles a cause de mutations dominantes

au niveau du sperme.
e Les aspersions intra-domiciliaires d’'insecticides a effet rémanent,

e Les moustiquaires imprégnées d’insecticides : outil majeur de prévention du
paludisme au niveau communautaire selon la stratégie de lutte recommandée
par TOMS. Mais la résistance des vecteurs est préoccupante, et il est nécessaire
de ré-imprégner régulierement les moustiquaires pour maintenir leur efficacite.
Actuellement, il y a un développement de moustiquaires imprégnées
d'insecticides de longue durée d'action (MIILDA) [OLYSET®, PERMANET®]

avec une efficacité de 5 ans.
e Les ports de vétements imprégnés d'insecticides (utilisés par les armées)

e Lesrépulsifs (insecticides ou repellents). Beaucoup de répulsifs sont disponibles
sur le marché. Deux produits sont recommandables en pratique : le DEET et le
KBR 3023.

3.1.18.2 Chimioprophylaxie

3.1.18.2.1Chimioprophylaxie des expatriés et des voyageurs [4]
La prophylaxie médicamenteuse est indispensable pour les zones a P. falciparum. Elle
n'est pas efficace a 100%. Elle doit étre prise pendant tout le séjour et apres le retour

pendant une durée variant avec I'antipaludique.
e Schéma prophylactique pour I'adulte suivant les groupes 1, 2 ou 3 :

o Pays du groupe 1 : chloroquine (Nivaquine®) 100 mg/j, séjour + 4 semaines apres,

o Pays du groupe 2 : association chloroquine (100 mg/j) + proguanil (200 mg/j)
(Savarine®) 1 comprimé par jour, séjour + 4 semaines apres ; ou association
atovaquone + proguanil (Malarone®) : dose chez les sujets de plus de 40 kg :1
comprimé adulte (250 mg/100 mg) par jour, S€jour + une semaine apres.

o Pays du groupe 3 : trois choix sont possibles :

e choix n°1 : Lariam®, comprimés a 250 mg, 1 comprimé par semaine, 10 jours

avant + séjour + 3 semaines apres,
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e choix n°2 : Malarone® : méme dose que pour les pays du groupe 2, séjour + une

semaine apres,

e choix n°3 : doxycycline (Doxypalu®, Granulodoxyl®Gé), comprimeés a 100 et 50
mg: 100 mg chez I'adulte et chez I'enfant de plus de 8 ans ou pesant plus de 40
kg, 50 mg chez I'enfant de plus de 8 ans pesant moins de 40 kg, s€jour+ 4

semaines apres.
e Schéma prophylactique chez la femme enceinte suivant les groupes 1, 2 ou 3:

o pays du groupe 1 : Nivaquine®
o pays du groupe 2 : Savarine® ou Malarone®,
o pays du groupe 3 : séjour déconseillé, si séjour indispensable : Lariam® ou

Malarone®
e Schéma prophylactique Nivaquine chez l'enfant

o pays du groupe 1 : Nivaquine®

o pays du groupe 2 : association chloroquine (Nivaquine®) 1,5 mg/kg/j + proguanil
(Paludrine®) 3 mg/kg/j (la Savarine® n’étant prescrite qu’'a partir de 15 ans) ou
Malarone ®, comprimé enfant (62,5 mg/25 mg) suivant poids : 1 cp/j de 11 a 20 kg,
2 cpl/j de 21 a 30 kg, 3 cp/j de 31 a 40 kg a heure fixe et en prise unique.

o pays du groupe 3 : si poids > 15 kg ou age > 3 ans : Lariam®; alternative :
doxycycline si > 8 ans ou Malarone® si poids entre 11 kg et 40 kg : de 11 a 20 kg
lcpl/j, de 21 a 30 kg : 2cp.j, de 31 a 40 kg : 3 cp/j. Sienfant <11 kg, Y2cp/jde5< 7
kg (hors AMM), % cp/j de 7 < 11kg (hors AMM).

La chimioprophylaxie doit étre poursuivie pendant 4 semaines apres le retour, sauf pour
le Lariam® pendant 3 semaines et pour la Malarone® pendant une semaine seulement,
ce court délai s’expliquant par 'activité schizonticide de la Malarone® dans les formes
tissulaires de P. falciparum en développement transitoire dans le foie.
3.1.18.2.2Traitement Préventif Intermittent (TPIl) des femmes enceintes et
des enfants des pays en développement [4]
Le traitement préventif intermittent (TPIp) consiste a I'administration intermittente et
systématique d’antipaludiques : amodiaquine ou sulfadoxine-pyriméthamine (SP) chez
les femmes enceintes a titre prophylactique. La chimioprophylaxie est recommandée
par TOMS pendant la grossesse, associée aux moustiquaires imprégnées, dans les

zones de haute transmission d’endémie palustre. La SP est utilisée préférentiellement
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lors des visites prénatales (femmes enceintes ayant plus de 16 semaines
d’aménorrhée). |l faut prescrire deux doses de TPIp séparées d’au moins un mois,
3eme dose si la femme enceinte est séropositive, trois comprimés de SP en prise

unique.

Le traitement préventif intermittent chez les enfants (TPle) réduit la prévalence de
l'infection palustre. La chimioprevention du paludisme saisonnier (CPS) est
recommandée chez les nourrissons de 3-11 mois et les enfants de 12-59 mois. Elle
associe 'amodiaquine et la sulfadoxine-pyriméthamine. Chez les nourrissons : un
demi-comprimé de 153 mg d'Amodiaquine une fois par jour pendant 3 jours et une
dose unique d'un demi-comprimé de 500/25 mg de SP. Chez l'enfant, un comprimé
entier de 153 mg d’Amodiaquine une fois par jour pendant 3 jours et une dose unique
d'un comprimé entier de 500/25 mg de SP. La CPS est prescrite pendant la période
durant laquelle le risque de contracter le paludisme est le plus élevé pour les enfants :
par exemple au Mali en AoQt, Septembre et Octobre, donc en trois occasions a un
mois d'intervalle. La CPS doit étre couplée a I'utilisation des moustiquaires
imprégnées, ce qui permet de réduire de facon substantielle linfection par le
Plasmodium, le développement du paludisme et I'anémie. La mise en ceuvre du
traitement préventif intermittent du paludisme chez les enfants de moins de 5 ans
(TPIle) a été lente au départ mais elle a connu une accélération notable a partir de
2015.

3.1.18.2.3Effets indésirables des médicaments antimalariques en

chimioprophylaxie

Tous les médicaments antimalariques utilisés en chimioprophylaxie : chloroquine,
méfloquine, doxycycline, chloroquine + proguanil, atovaquone + proguanil ont des
effets indésirables, neuropsychiques, digestifs, cutanés, en regle non graves. La
méfloquine a la plus haute proportion de manifestations neuropsychiques surtout chez
les femmes (céphalées, vertiges, troubles psychiques : tendance dépressive,
confusion, obnubilation, anxiété, hallucinations). L’association chloroquine + proguanil
a la plus haute proportion de troubles cutanés (prurit, éruptions). Tous entrainent des
troubles digestifs. La photosensibilité a la doxycycline est dose dépendante, non
significative a 50 mg, peu significative a 100 mg, fréquente a 200 mg. Une des
complications potentielles de la doxycycline est la diarrhée a Clostridium difficile, elle

est tres rare et ne doit pas faire éliminer ce médicament dans cette indication.
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3.1.19 Génétique des populations de P. falciparum a travers le gene mspl

L’intérét du géne de la mspl dans la distinction des souches de Plasmodium
falciparum réside dans son polymorphisme notamment au niveau du block 2. Trois
alleles y sont le plus souvent étudiés. Il s’agit de K1, MAD20 et RO33. Ces alléles sont
constitués des séquences d’acides aminés différents. Les images ci-dessous montrent

le polymorphisme des allotypes K1 et MAD20.

12 3 45 6 7 689 1011213141516 171819

CAP,FLP SAQ SBT SGT SGT SGT SGT SGT SGT SAQ SGT SGT SAQ SGT SGT SAQ S6T S67T s6T T
307 SA) SGA SAQ SGA SAQ SGA SAQ SGA SAQ SGA SAT SAQ SGP 56T SaP 56 5T
B358 S 65 S6P SGT P S6T S6P 6T S6P 56T Sop T

N7 SAD 56A SAQ SGA SAQ SGA SAQ S6T S6P SeP ST

B14A,641A,8418,946 SAQ 6T SGT SGT SGT SGT S6T 6P SGP ol

K1, 8348 SA 56T 56T 56T sep sep o7

844 S0 s67 56T s6p seP oI

BA0B SAD 567 ser sop BT

Figure 7 : Séquences des acides aminés de K1 [44]
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T2 3 4 5 6 7T 8 % 10 11 12 13

Barpra sre swa S0G SG6 SvA SGG SGG SVA SGG Sva 566 sva SGG
&Eﬁg?*%? BO8 ske sva S0G S36 Sva SGE Sva SGG SVA 566 sva SOG
g0r. B15, B3ISB S6G SWT SOG SWT S66 ST Sva Sva Sva sva sva SGG
Bz28 ske ST SEG ST S6G SVT SVA SWA Sva Sva swva SOG
B3s SaG SWT G606 SvT 566 SVT SVA SVA SVA SVA SWA SGA
8344 =66 SWT 906 SVT S66 366G S5VA SvA SVA swa SOG

9497 S566 SWT SGG SVT SC68 SWT SVA SVA SvA swa SGG
B439 356 sva S06 sva svA SGG S6¢ SvA S66 sva 06
MAD20, FC27 sse svr 966G sva svA sVA SGG sSeG sva SGG

P ska sGa 366 SB5 svA SG6 SVA saG sva SOG

SGEZ, B35A, B42 seE ST SGG S6G swA SWA SGG SaG Sva SOG

BZ2A 556 swT S0G see sva sva sca SGG

Homol . HE3 sk swva SOG see swa ses sva SEG

843 SKG SVA SS6 sva SOG

Figure 8 : Séquences des acides aminés de MAD20 [44]

ARG A T G G oA Lvs Ase Govw
1 G c A A AT A G T Ba Asm THr
z c A A T TG T T Gim Ve War
3 G c A s oA G oc T AL a Lyvys Pro
Fa -;_E:*I sad®rT o T A s Bspe Bea
5 _;_;-E.-A = T-;_E.-"_I‘- YaL SEr THR
& A A A T CT GLm SEr AL a
r Ao A s A T o GT Lvs Asm Pro
B cC C A G S T__ci_t_‘:_'[_ Pro GLvw Avra
=) A Cc AT AcCT Thr Var Pro
10 Tc Ac e TALCT Ser Gy THR
11 s c A s o T AT T ALa SER THR
12 _;‘;-a-&-e c T 3 CT Lwvs Gy As
13 AT A A G A-':_{-:_——r- Ie e ARG SER
14 c c A G G T-[i_E:_-_r_ FPro Gy Als
15 G o A a a T CT ALs Asw Pro
—;_:‘.‘-_:h_ﬁ AT G oA T Ser AsP ASP
T C oA SER

Figure 9 : Séquences des acides aminés de RO33 [44]
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3.1.20 Résistance du Plasmodium aux antipaludiques

La résistance du Plasmodium aux médicaments est en grande partie expliquée par sa
capacité a développer des genes de résistances. En 1996, un consortium a été formé
pour séquencer le génome de Plasmodium falciparum qui renferme 14 chromosomes
[45]. Ce consortium comprenait le centre de Sanger (qui était en charge des
chromosomes 1, 3 a 9 et 13), l'université de Stanford (qui était en charge du
chromosome 12) et l'institut pour la recherche de génomique et le programme de
malaria du centre naval de recherches médicales (qui était en charge des
chromosomes 2, 10, 11 et 14). Le consortium a présenté le génome en 2002. Le
nombre de génes situés sur ces 14 chromosomes est estimé a 5314 [45]. Notre étude
concerne le gene Pfdhfr qui est situé sur le chromosome 4 et le gene Pfdhps situé sur

le chromosome 8.

3.1.20.1 Les aminoquinoleines : la chloroquine
Le géene de la résistance a la chloroquine a été identifié en 2000. La substitution de la
Lysine par la Thréonine en position 76 du géne Pfcrt conduit a la mutation qui joue un
grand role dans ce mécanisme de résistance a la chloroquine [12]. Ce géne est
dénommeé le P. falciparum chloroquine transporter (Pfcrt). Il est situé sur le
chromosome 7 et code pour un transporteur membranaire de la vacuole digestive. La
mutation sur le codon 76 (K—T), associée a sept autres points de mutation, permet au
parasite de limiter 'accumulation de 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. Dans les zones ou les alléles de résistance
ne sont pas fixés, on observe une augmentation de la fréquence de l'alléle sauvage
aprés abandon de la chloroquine. L’analyse de ce locus renseigne sur la pression

médicamenteuse exercée au sein des populations.

3.1.20.2 Les antimétabolites : résistance de P. falciparum a la SP
La résistance a la sulfadoxine-pyriméthamine, une thérapie contre le paludisme
largement utilisée notamment a la suite de I'échec de la chloroquine, a pris naissance
dans la méme région d'Asie du Sud-Est et se propage encore vers ['Afrique

subsaharienne [9,16].
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Figure 10: Mécanismes de résistance de Plasmodium falciparum a la sulfadoxine-
pyriméthamine [46]

3.1.20.2.1Positions sur lesquelles les mutations sont reconnues comme
associées alarésistance de P. falciparum a la pyriméthamine

51 59 108 164
N C S |

51 59 108 164
| R N N

Figure 11 : Mutations sur le géne Pfdhfr associées a la résistance de Plasmodium
falciparum a la pyriméthamine [46]

Sur le géne Pfdhfr, la mutation a la position 108 est la plus fréquente et majeure, les

positions 51 et 59 augmentent la résistance et la position 164 est rare en Afrique [42].
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3.1.20.2.2Positions sur lesquelles les mutations sont reconnues comme
associées a larésistance du P. falciparum a la sulfadoxine

436 437 540 581 613
S A K A A
436 437 540 581 613
F/IA G E G S

Figure 12: Mutations sur le géne Pfdhps associées a la résistance de P. falciparum a la
Sulfadoxine[46]

Les mutations aux positions 437 et 540 sont majoritairement celles qui modifient la
configuration de la dhps [42], les autres constituent des facteurs favorisant la

résistance.

3.1.20.3 Les CTAs : résistance de Plasmodium falciparum
Au cours des derniéres années, le nombre de personnes infectées par le paludisme,
ou qui en sont mortes, a diminué de maniére significative [25]. Ce succes est attribué
a un accroissement de l'investissement dans la prévention et dans les mesures de
traitement, notamment les moustiquaires de lit imprégnées d'insecticide et I'utilisation

des thérapies combinées a base d'artémisinine qui se sont avérées tres efficaces.

Toutefois, ces gains récents en vies sauvées sont menacés par l'apparition de la
résistance a l'artémisinine et sa propagation dans de nombreuses régions d'Asie du
Sud-Est [47]. La résistance aux thérapies couramment utilisées a base d'artémisinine
a été fermement établie dans l'ouest du Cambodge, la Thailande, le Vietnam, la
Birmanie orientale et dans le nord du Cambodge, tandis que des signes de résistance
émergente ont été observés dans le centre de la Birmanie, le Sud du Laos et le Nord-

Est du Cambodge.
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Par contre, le continent Africain est exempt de cas confirmés de résistance aux CTA a
ce jour. Tout de méme, on assiste a une diminution de leur efficacité rapportée par

guelques études.
3.2Campagne de chimioprévention du Paludisme Saisonnier : CPS
3.2.1 Définition [5]

« La chimioprévention du paludisme saisonnier est définie comme « I'administration
intermittente d’un traitement complet par un médicament antipaludique pendant la
saison de haute transmission du paludisme pour éviter la maladie, I'objectif étant de
maintenir des concentrations thérapeutiques de médicament antipaludique dans le

sang pendant la période ou le risque de contracter le paludisme est plus élevé. »
3.2.2 Zones géographiques recommandées

La CPS estrecommandée dans les zones de forte transmission saisonniére dans toute
la sous-région du Sahel. Un cycle de traitement complet par de la sulfadoxine-
pyriméthamine (SP) et de 'amodiaquine (AQ) doit étre administré a des enfants agés
de 3 a 59 mois a intervalles d’'un mois, a partir du début de la saison de transmission,
jusqu’a un maximum de quatre cycles pendant la saison de haute transmission du
paludisme (a condition que les deux médicaments conservent une efficacité
antipaludique suffisante). Les régions cibles pour la mise en ceuvre sont celles dans
lesquelles la transmission du paludisme et la majorité (> 60 %) des cas cliniques
surviennent sur une courte période d’environ quatre mois, ou l'incidence du paludisme
dépasse 0,1 cas par saison de transmission dans la classe d’ages cible et ou SP + AQ

restent efficaces (efficacité > 90 %) [5].
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Figure 13 : Carte de la mise en ceuvre de la CPS [25]

3.2.3 Posologie et fréequence d’administration recommandées en fonction
de I’age [5]

Nourrissons de 3-11 mois : un demi-comprimé de 153 mg d’AQ une fois par jour
pendant trois jours et une dose unique d’'un demi-comprimé de 500/25 mg de SP ; et
Enfants de 12-59 mois : un comprimé entier de 153 mg d’AQ une fois par jour pendant
trois jours et une dose unique d’'un comprimé entier de 500/25 mg de SP. La dose

unique de SP est administrée seulement le premier jour, avec la premiere dose d’AQ.
3.2.4 Contre-indications [5]
La CPS ne doit pas étre administrée a :

e un enfant souffrant d’'une maladie fébrile aigué ou d’'une maladie grave,
incapable de prendre des médicaments par voie orale ;

e un enfant séropositif pour le VIH et recevant du cotrimoxazole en traitement
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préventif ;

e un enfant qui a recu une dose de SP ou d’AQ au cours du mois précédent ;

e un enfant allergique a la SP ou a'AQ ;

e Les cas de crise de paludisme (confirmé) survenant au cours de la période
d’administration de la CPS ne doivent pas étre traités par des schémas

thérapeutiques faisant intervenir SP ou AQ.

Le Mali a adhéré a cette recommandation de 'OMS a travers le PNLP en 2013. Et
depuis, la Chimioprevention du Paludisme Saisonnier (CPS) chez les enfants de 3 a
59 mois fait partie de la stratégie nationale et cadre avec la vision du Ministere de la

Santé et de I'Hygiene Publique.

Un plan stratégique 2013-2017 de Prévention, de Prise en charge, de Surveillance, de
recherche opérationnelle et partenariat RBM (Roll Back Malaria=faire reculer le
paludisme) a été adopté. A la suite, un autre a été adopté ; il s’agit d’'un plan national
de communication et de plaidoyer en matiere de lutte contre le Paludisme 2014- 2018
[6].

Le PNLP coordonne la mise en ceuvre de la CPS en étroite collaboration avec les
services décentralisés du Ministére de la santé. La mise en ceuvre a commencé par
des zones pilotes avant d’étre élargit a la quasi-totalité du territoire national. Les zones
gui concernent notre étude (Missira et Sélingué) ont bénéficié de la CPS pour la

premiere en 2017.
Les différents passages de la CPS a Missira et a Sélingué en 2017 :

3.2.5 Les dates des différents passages de la CPS a Missira et a Sélingué

en 2017
Date de passage Sélingué Missira
1¢" passage 3-7 Juillet 8-12 Aout
2¢Me passage 8-12 Aol 10-14 Septembre

3me passage

16-20 Septembre

16-20 Octobre

4éme nassage

18-22 Novembre

17-21 Novembre
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4. METHODOLOGIE

4.1 Contexte et justification de I’étude

Cette étude s’inscrit dans le cadre de la réalisation des activités du projet PMI 2017 au
Mali par le LBMA, avec comme particularité, le déroulement des activités en méme
temps que les campagnes de chimioprévention saisonniere du paludisme chez les

enfants de moins de cing ans dans les localités de Missira et de Sélingué.
4.2 Sites d’étude

L’infirmerie de Missira (village) et le district sanitaire du CSREF de Sélingué ont servi
de cadre pour 'accueil, le dépistage, la collecte des échantillons de sang veineux et le

traitement des patients.

L’étude s’est tenue dans deux localités de faciés épidémiologiques du paludisme
différents a savoir le faciés nordsoudanien et Sahel a Missira et le facies des barrages
a Sélingué. Missira est un village localisé dans la commune rurale de Sebecoro 1, dans
le cercle de Kolokani, région administrative de Koulikoro. La zone irriguée de Sélingué
est localisée dans la sous-préfecture de Kangaré, cercle de Yanfolila, région

administrative de Sikasso.
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Figure 14 : Carte du Mali montrant les deux sites d’étude du projet PMI 2017 (source IGM)

4.2.1 Site de Missira

Le village de Missira est une zone d’endémie palustre de par la pluviométrie et la

présence des marres faisant beaucoup de gites larvaires.

Le village est situé a environ 170 km au nord-ouest de Bamako. La zone de Missira

est située aux abords immédiats de la réserve de biosphére de la boucle de Baoulé

sur la rive droite de la riviere Baoulé qui est la limite naturelle entre les cercles de

Kolokani et de Kita. Cette boucle comprend les parties Ouest du cercle de Kolokani,

la partie Est du cercle de Kita, celle du Sud du cercle de Diéma et Nord-Ouest du

cercle de Kati. La zone de Missira est contigué au parc national de la boucle du

Baoulé et a la forét classée du Fina desquelles elle n’est séparée que par le cours du

Baoulé.
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Figure 15: Localisation géographique du site de Missiradans la commune de

Sebecoro |

Le village de Missira a été fondé par Kandia Diawoye FOFANA, il y a environ 145 ans.

Ce dernier est Originaire du Kaarta qu’il a quitté avec ses fréres

Kakolo suite a l'invasion peulh des troupes de El hadj Oumar TALL qui voulait les
convertir a lislam dans les années 1840-1845. Kandia Diawoye FOFANA a été le
FOFANA. Le village
les Kakolos et les

premier chef du village de Missira. L’actuel chef est Yaye Makan

compte environ 1500 habitants. Les principales ethnies sont

Bambaras constituants la population sédentaire. Des Peuhls et des Maures

constituent la population nomade. L’ Islam et 'animisme sont les pratiques religieuses

du village.
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Le climat est de type soudanien Nord (550 -750mm de précipitations par an) avec
une nette tendance sahélienne vers le nord. Les deux principales saisons sont : la
saison des pluies en relation avec des vents soufflants du sud-ouest (mousson) et
la saison seéche durant laquelle 'harmattan (vent chaud et sec venant du nord-est) est
préedominant. La saison seche s’étale de novembre a mai et comprend une saison
seche fraiche (novembre—février) et une saison seche chaude (mars-mai). La saison
de pluie, couvre la période de juin a octobre et la valeur annuelle des précipitations

diminue progressivement du Sud vers le Nord.

Le réseau hydrographique de la boucle du Baoulé est formé par le Baoulé et ses
affluents. Le Baoulé long de 842 km prend sa source dans les monts Mandingues, a
700 m d’altitude avec la confluence des rivieres Simanko et de Kénienbaoulé. Il se
jette dans le Bakoye au Nord de Toukoto. Le Baoulé de la source vers 'embouchure
a des affluents comme : le Bafing (rive gauche), le kénié (rive gauche), le dla (rive
droite), le keniébako (rive gauche) et le babing-ko (rive gauche). Ces cours d’eau
constituent des gites larvaire pour les simulies (Similium damnosum) vectrices de
'onchocercose) et des gites permanents pour le développement des Anopheles

pendant une bonne partie de 'année.

Le village de Missira est accessible en toute saison. Il existe une voie bitumée de
Bamako a Kolokani (119 km) et 50 km environ de piste latéritique menant a Missira.
Les moyens de transport sont les charrettes, les bicyclettes, les motocyclettes et les

automobiles.

Les activités économiques sont I'agriculture, I'exploitation forestiére, la chasse, la

péche, la cueillette, I'apiculture et le petit commerce.

Le village de Missira est doté d’'une école de six classes, d’'un camp forestier (pour la
réserve de biosphére), d’'une mosquée. Il n’y avait aucun poste de santé dans le
village. Le centre le plus proche est a 8 km (centre de santé communautaire de
Sébécoro 1) vers lequel sont acheminés les malades. Mais depuis 2004, un centre de
santé a été mis en place par le LBMA dans le cadre de l'essai clinigue d’un

médicament en phase Il : Aminoquinoleine de type 13 (AQ13).

4.2.2 Site de Sélingué
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Figure 16: Carte sanitaire de la zone de Sélingué

La population de la zone de Sélingué est estimée 111 469 habitants. Du point de vue
géographique, la zone de Sélingué est définie comme étant la superficie territoriale
qui subit les influences directes du lac de retenue d’eau occasionné par le barrage
hydroélectrique. Elle est traversée par trois grands cours d’eau a savoir : le Sankarani,
le Baoulé et le Wassoulouballé. Elle est liee a Bamako par une route bitumée d’environ
150 Km au Sud- ouest.

Le climat est de type soudanéen humide. Il est caractérisé par une pluviométrie

abondante avec une précipitation annuelle atteignant 1200 mm d’eau.

On y distingue deux saisons : une saison pluvieuse (juin-octobre) et une saison séche
qui se divise en une seche fraiche (novembre-février) et une séche chaude de mars
a mai.

La végétation est dominée par une savane herbacée et arbustive parsemée de foret

galerie en bordure d’eau. On y trouve des arbres tels le Karité ; le Cailcedrat, le So, le

Lenké, le Kele—zaba, le Tabacouba etc. Le relief est accidenté en quelques endroits
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avec la proximité de la zone guinéenne caractérisée par des massifs montagneux, des

plateaux et des collines.

La construction du Barrage hydroélectrique de Sélingué qui produit annuellement plus
de 180 Mégawatts sur le Sankarani a suscité la création d’'un lac de retenu d’eau
d’'une superficie de 4900 Ha qui constitue un grand potentiel de culture irriguée et de
péche.

Différentes ethnies sont présentes a Seélingué mais les Malinkés et les Bozos
pratiquant respectivement I'agriculture et la péche sont les ethnies dominantes. On y
trouve aussi des bambaras, des peulhs et d’autres ethnies du Mali. On y rencontre des
musulmans, des chrétiens et des animistes. Des populations qui pratiquent
essentiellement I'agriculture et la péche s’y sont installées. La zone est pratiquement
urbaine par zone notamment a Kangaré chef-lieu de la sous-préfecture. Elle devient
rurale progressivement en s’éloignant. En plus de l'agriculture, la péche, I'élevage, le

commerce, I'orpaillage traditionnel y est pratiqué.
e Infrastructure socio sanitaire :

Le Centre de Santé de Référence(CSRéf) de Sélingué est dirigé par un médecin chef
au coté duquel travaillent les autres agents du centre. Il est situé a I'ouest de I'école
fondamentale a Kangaré chef-lieu de la sous-préfecture. Des médecins généralistes,
des sages-femmes, des infirmiers diplomés d’état, des matrones, des étudiants en
médecine et pharmacie, des techniciens de laboratoire, des infirmiers stagiaires, les
gérants de pharmacie, les manceuvres concourent au bon fonctionnement du centre
aux cotés du médecin chef. Les différentes structures fonctionnelles du centre de santé
sont constituées en unités dirigées chacune par un responsable désigné par le
médecin chef. Le personnel travaillant dans une unité donnée est placé sous la

responsabilité directe du responsable de l'unité.

Le CSRéf est géré par un conseil de gestion qui se réuni tous les trois mois. Il est
composé par un président (le Président du conseil de cercle), le médecin chef du
CSRéf, les maires des communes rurales, le sous-préfet, le chef de service du
développement sociale et de I'économie solidaire, le président de la FELASCOM
(fédération locale des associations de santé communautaire) et les présidents des
Associations de santé communautaire. Le CSRéf assure les activités de 2°™¢ niveau

de référence a savoir les consultations externes, les consultations prénatales, des
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accouchements, la planification familiale, des interventions chirurgicales, des activités
de laboratoire d’analyse, des activités d’ophtalmologie, d’odontostomatologie et de

formation continue.
4.3Type d’étude

Nous avons fait une étude prospective dans les localités de Sélingué et Missira. C’était
pendant les différents passages de la CPS dans ces localités.

4.4Période d’étude

Cette étude s’est déroulée d’Aodt a Décembre 2017
4.5Population d’étude

Notre population d’étude était constituée d’enfants dgés de 6 a 59 mois.
4.5.1 Critéres d’inclusion dans I'étude

e Lame positive a P. falciparum avec une densité parasitaire comprise entre
1.000 et 199.999 Tf/ pL ;

e Patients vivant dans un rayon de 5 km ;

e Patients agés de 6 a 59 mois ;

e Diagnostic d’acces palustre simple (pas d’évidence de paludisme sévére ou de
paludisme cérébral) ;

e Sujets pouvant potentiellement rester dans I'étude jusqu’a J42 ;

e Assentiment des parents ou tuteurs car 'ensemble de nos patients étaient agés

de 6 a 59 mois.
4.5.2 Critéeres de non inclusion

e Prise antérieure d’antipaludiques dans les 4 jours précédents ;

e Patients vivant dans un rayon supérieur a 5 km ;

e Evidence de paludisme sévere (glycémie < 2,2 mM, Hb < 5 g/dl, densité
parasitaire = 200.000 par pl, signes de perte de mémoire durant les derniéres
24 heures) (OMS, 2000)

4.5Echantillonnage

D’abord nous avons procédé a un recensement des enfants agés de 3 a 59 mois des
deux sites avec I'appui des relais communautaires. Ensuite, a leurs identifications par

des prises de photos afin de pouvoir les reconnaitre par la suite s’ils venaient a étre
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atteints par le paludisme aprés avoir recu des doses de la CPS. Ces deux activités ont
eu lieu avant le premier passage de la campagne de CPS 2017. Il était établi qu’un
enfant a bénéficié de la CPS, soit par la vérification de la carte d’administration des
doses délivrées par les agents de la CPS et/ou par I'affirmation des parents ou tuteurs

des enfants que ce dernier a bénéficié des doses de la CPS.
4.5.1 Procédure de recensement

4.5.1.1 Missira
Le recensement a été fait de porte en porte par une équipe du LBMA composée d’un
pharmacien et des internes en pharmacie aprés approbation des autorités
administratives et coutumiéres. L’équipe a été appuyée par le chef du village, 'imam
et un agent de linfirmerie de Missira. Il s’agissait de remplir des FRC (formulaire de
report de cas) permettant de recueillir les informations suivantes : nom et prénom de
'enfant, nom et prénom de la mére ou la tutrice, le village ou quartier, la date, le sexe
ainsi que I'age de I'enfant. Ces informations recueillies dans les FRCs ont été saisies

sur Excel pour constituer notre cohorte.

4.5.1.2 Sélingué
Des relais communautaires supervisés par une équipe du LBMA composée de deux
pharmaciens, un biologiste et des internes en médecine et en pharmacie ont effectué
un recensement des enfants agés de 3 a 59 mois a Kangaré, Dalabala, Carriére,
Dalaba, Binkokin, Lafiabougou et Bozola. Le processus s’est déroulé en étroite
collaboration avec le CSREF de Sélingué et les autorités administratives dont les chefs
des villages. Les FRCs (formulaire de rapport de cas) permettaient de recueillir les
informations suivantes : nom et prénom de I'enfant, nom et prénom de la mére ou la
tutrice, le village ou quartier, la date, le sexe ainsi que I'dge de l'enfant. Ces
informations ont également été saisies sur Excel pour completer la base de données

de notre cohorte.
45.2 Procédure d’identification

L’identification a été réalisée par I'équipe du LBMA. Elle a consisté a prendre des
photos (visage uniquement) pour identifier les enfants en les joignant aux informations
préalablement recueillies lors du recensement. Les prises des photos des enfants se

sont faites porte a porte en se servant de la base de données du recensement.
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4 .6Interventions

Notre population cible étant constituée des enfants 4gés de 6 a 59 mois, nous
cherchions des suspicions du paludisme aupres des mamans ou tutrices ainsi qu’au
sein des services de santé des zones concernées par I'étude. Devant un probable cas,
notre intervention commencait par un examen clinique par un médecin, cet examen
est suivi de dépistages par un test de diagnostic rapide (TDR) et par goutte épaisse /
frottis mince pour confirmer 'accés palustre simple a Plasmodium falciparum. Dans
I'affirmatif, nous cherchions I'assentiment des parents ou tuteurs. Apres I'obtention de
'assentiment, un prélévement de sang veineux (4 mL) est fait et les patients sont
traités sans exception y compris les patients qui ne répondaient pas aux critéres
d’inclusions de I'étude. Cette étude s’est faite parallelement a un essai d’efficacité des
combinaisons thérapeutiques a base d’Artémisinine (Artémether + Luméfantrine et
Artésunate + Amodiaquine). Pour les patients qui remplissaient les critéres d’inclusion
a cette derniéere, ils étaient suivis pendant 42 jours. Le sang veineux est utilisé pour
confectionner des papiers confettis pour les tests de génotypage et la détection des
mutations par HRM. Le restant du sang est aliquoté pour des tests in vitro. Le taux
d’hémoglobine a été estimé a l'aide d'un appareil Hemocue® 301. Nous avons

présenté les taux d’hémoglobine suivant les intervalles données par 'OMS [48].

4.6.1 Aspect clinique

b

Les patients sont soumis a un examen clinique visant a rechercher d’éventuels
symptdmes du paludisme. Le patient est ensuite soumis a un diagnostic d'immunologie
(Test de Diagnostic Rapide) et de parasitologie (Goutte épaisse et frottis mince) du
paludisme au laboratoire. Aprés la confirmation de l'accés palustre simple a P.
falciparum le patient revient chez le médecin pour la mesure de certains parameétres
comme la fréquence respiratoire, la fréquence cardiaque, le poids et la prise de

médicament.

4.6.2 Diagnostic biologique

4.6.2.1 Tests de Diagnostic Rapide (TDRS)
Les tests de diagnostic rapide dont nous disposions étaient des cassettes de la firme
SD BIOLINE.

C’est un test de diagnostic rapide pour la détection qualitative et différentielle de la

HRP-II (Protéine riche en Histidine Il) spécifigue de Plasmodium falciparum.
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4.6.2.2 La Goutte épaisse et frottis mince

Cet examen microscopique se faisait en plusieurs étapes :

Etapel : Préléevement du malade

Matériel nécessaire :

Lames d’examen de microscope

Lancettes stériles a usage unique

Méthanol ou éthanol

Coton hydrophile

Crayon gras ou stylo graveur
Méthode :

v

o

o

Chez les enfants la piqure se faisait au niveau du 3™ ou 4°™e doigt et se faisait
sur le c6té qui est moins sensible (recommandation de 'OMS)

Nettoyer I'endroit choisi d’abord avec un tampon de coton imbibé d’alcool et
avec un tampon sec pour enlever toute trace d’alcool

Puis on pique d’'un coup sec et rapide

On déposait les premieres gouttes de sang sur du papier filtre (confettis)

De la main droite on tient une lame par les bords et de la main gauche le doigt
piqué pour faire sortir une goutte de sang

Ensuite on prenait une 2¢™¢ lame et on recueillait une seconde goutte de sang
en la mettant délicatement avec une extrémité de la lame.

Etape 2 : Préparation et coloration de la goutte épaisse et du frottis mince
La goutte épaisse se préparait comme suit :

On fait un étalement épais au centre de la lame.

On étale le sang avec le bout d’'une lame propre jusqu'a épaississement
uniforme

Au bout de la lame on collait les étiquettes sur lesquelles se trouvent les
identifiants des patients.

On laisse sécher les lames a l'air libre pendant 10 minutes a l'intérieur du
laboratoire, donc a I'abri de la poussiére et des mouches.

Préparation du frottis mince :
Tenir la lame d’'une main. De I'autre main, poser le bord de la lame rodée juste
en avant de la goutte de sang.

Puis faire glisser la lame jusqu’a ce gu’elle touche la goutte de sang et laisser

le sang se repartir tout le long du bord de la lame rodée.
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o Ensuite pousser la lame rodée jusqu’au bout de la lame d’étalement, d'un
mouvement doux et régulier

o  Au bout de la lame d’étalement, on collait I'étiquette identifiant le patient.

v" Coloration de la goutte épaisse et du frottis mince :

La solution de coloration était diluée a 10% et pour cela on prenait 45 ml d’eau distillée

plus 5 ml de Solution concentrée de Giemsa que I'on mélange. Puis plonger les lames

a colorer dans la cuve a coloration contenant la solution de Giemsa et laisser colorer

pendant 15 minutes. Sortir les lames, rincer a I'eau de robinet et laisser sécher

pendant quelques minutes.

- Etape 3: examen de la goutte épaisse a la recherche des parasites du

paludisme

On dépose une goutte d’huile a immersion sur la goutte épaisse, puis on améne

I'objectif a 100 au-dessus de la goutte épaisse. On abaisse I'objectif jusqu’a ce qu’il

entre en contact avec I'huile a immersion ensuite, on procéde a la mise au point et

on observe les différents champs par défilement. En cas de présence de parasites, a

'aide d’'un compteur on comptait les parasites vus ainsi que les leucocytes. Le

nombre de parasites se comptait sur 300 leucocytes.

- Etape 4 : Estimation de la densité parasitaire sur la goutte épaisse :

En cas de résultat positif a P. falciparum, la densité parasitaire est estimée afin de

voir le niveau de gravité de l'infection palustre lié au taux d’hématies parasités.

Un paludisme a P. falciparum est considéré comme sévere quand le nombre

d’hématies parasitées est supérieur a 100.000 par ul, 'accés pernicieux est probable

au-dela de 150.000 par ul et une parasitémie supérieure a 400.000 par pl est un

élément de trés mauvais pronostic

Vu l'estimation que le nombre moyen de leucocyte par pl est 7 500 :

Le calcul du nombre de parasite par pl se faisait selon la formule suivante :

7,500 x Nombres de parasites comptés

Nombres de parasites par uL =
Nombre de leucocytes comptés

Equation 1 : Formule de calcul de la parasitémie

La positivité des gouttes épaisses et I'estimation de la parasitémie étaient faites en

fonction des normes de 'OMS sur la goutte épaisse et le frottis mince.

These de Pharmacie 2017-2018 [55] Nouhoum Thiam



Prévalence des mutations Pfdhfr et Pfdhps dans les localités de Missira et Selingué au Mali en 2017 LBMA

4.6.3 Prise de médicaments

Tous nos patients ont été traités du paludisme dont ils souffraient y compris les patients

non inclus dans I'étude pour des parasitémies faibles.
4.6.4 Suivi

Tous nos patients qui respectaient les criteres d’inclusions et de non inclusions sus
cités ont été suivis dans une étude parallele qui visait a tester I'efficacité des CTAs.
Nos patients étaient suivis par un médecin et leurs médicaments étaient prises en
charge (y compris pour d’autres maladie que le paludisme) jusqu’a la fin des 42 jours

de suivi.
4.6.5 Collectes et Traitement des échantillons

Les lames des gouttes épaisses étaient lues par deux lecteurs différents et un
troisieme dans les cas ou la différence entre les parasitémies trouvées par les deux
premiers lecteurs valait 20%. Apres la lecture des lames, ces derniéres sont arrangées
dans des boites a lames pour leur conservation au laboratoire de biologie moléculaire
appliqguée (LBMA) a Bamako. Au bout de chaque lame se trouvait une étiquette portant

les informations du patient (I'identifiant, la date, le numéro de la lame).

Sur les papiers confetti du patient se trouvaient également ses informations (Identifiant
et la date). Aprés le dépdt des gouttes de sang dans les cercles de spots, on les laissait
s’assécher avant de les introduire dans des enveloppes afin de les protéger de la

poussiére. Nous faisions au minimum trois (03) spots par confetti et par patient.

Quant aux cassettes des TDRs, on écrivait les identifiants des patients aux dessus

puis on les conservait dans une boite.

Le premier jour de visite du patient, c'est-a-dire le JO, un prélevement de sang veineux

est fait avant 'administration de la premiére dose de médicament.

Au total 4 ml de sang est prélevé et repartis entre trois cryotubes. Deux tubes
contenaient du Glycérolyte® pour le culot et un tube était réservé au recueil du plasma.
Aprés l'aliquotage, les cryotubes sont conservés dans l'azote liquide avant d’étre

envoyés a Bamako au LBMA.
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4.7Le génotypage des échantillons

Le génotypage des échantillons (sang veineux conserver sur des papiers confettis)
des deux sites (Missira et Sélingué) était fait dans le but de pouvoir déterminer la

multiplicité de l'infection chez les souches de P. falciparum isolées lors de la collecte.
4.7.1 Extraction de ’ADN

Le matériel génétique des souches de P. falciparum a été extrait a partir des papiers
confettis avec le kit commercial Qiagen (QIAGEN Gmbh, QIAGEN Strosse 1, 40724
Hilden, GERMANY).

4.7.1.1 Protocole
Il faut disposer de : au moins 3 bains-Marie, portoir de tube 1.5ml, portoir de tube 1.5ml
pour le bain-Marie, vortexeuses, Ethanol 96-100%, pipettes de [20, 200,1000pL],

centrifugeuse de tube 1,5mL

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

Avant de commencer, s’assurer que :

e Mettre le buffer AE ou I'eau distillée a la température ambiante pour I'élution,

I'étape 10,

e S’assurer que les buffers AW1 et AW2 ont été préparés avec I'alcool comme

indiqué dans le guide du kit d’extraction,

e S’assurer que les buffers AL et ATL ne contiennent pas de précipités, sinon les

faire dissoudre en les incubant a 56°C.

4.7.1.2 Procédure

1. Dans les tubes de 1.5mL contenant les 3 spots de sang déja découpés, ajouter
180pL de buffer ATL,

2. Incuber a 85°C pendant 10 minutes 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. Vortexer, 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 200puL de buffer AL aux échantillons. Centrifuger bien, et incuber & 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.

Il 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 I'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 I'éthanol et les échantillons soient bien vortexés.

6. Soigneusement transférer la solution de I'étape 5 dans les colonnes. Fermer les
colonnes puis centrifuger & 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 AW1. Fermer
les colonnes puis centrifuger a 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 collection qui contiennent le filtrat puis centrifuger a haute
vitesse pendant 1 minute.

Cette étape aide a éliminer le restant de la solution du buffer AW2 restant aprés
I'étape précédente.
10.Transférer les colonnes dans de nouveaux tubes 1.5mL stériles puis jeter les
tubes de collection qui peuvent contenir encore du filtrat. Ouvrir soigneusement
les colonnes puis ajouter 150uL du buffer AE ou d’eau distillée. Incuber a la
température ambiante (15-20°C) pendant 1 minute puis centrifuger a 8000rpm

pendant 1 minute.
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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.

L’ADN ainsi obtenu est conservé a -20°C
4.7.2 Amplification du gene mspl par la PCR

4.7.2.1 Amorces utilisées

Nous avons utilisé la technique de « Nested PCR » ou PCR nichée afin d’optimiser
la réaction en particulier dans les situations de faible parasitémie. Deux groupes
d’amorces ont été utilisés dans cette étude. Le premier groupe est constitué d’'une
paire d’amorces identifiées a partir des séquences de nucléotides conservées au
niveau des blocs 1 et 3. Ces amorces peuvent ainsi amplifier le fragment du gene de
la protéine de la membrane de surface-1 (mspl) entre les blocs 1 et 3. Cette
amplification initiale permet I'obtention des fragments de 200 a 500pb qui seront
ensuite utilisés pour la seconde amplification avec les amorces spécifiques K1, MAD20
et RO33. Ce produit amplifié appelé amplicon est ensuite amplifi€ une seconde fois
par 3 paires d’amorces qui sont K1, MAD20 et RO33. Ces amorces amplifient d’'une
maniere spécifique les parasites(P. falciparum) présentant les alleles K1, MAD20 et
RO33 au niveau du bloc 2.

Tableau 3: Liste des amorces utilisées

Amorces Séquences Taille Référence
(Pb)
mspl 5-ACTAGAAGCTTTAGAAGATGCAGTA-3 256-522

5-AGTACGTCTAATTCATTTGCACGAA-3’

msp1l allotype-
spécifique block2,
amorce K1

5-CTTAAATGAAGAAGAAATTACAAAAGGTGC-3’ | 140-266
5-GAGGGCTTGCACCAFARGAAGT-3’

O.KOITA
mspl allotype-

spécifique block?2,
amorce MAD20

2000
5-GTATTAAATGAAGGAACAAGTGGAACAG-3’ 151-193

5-TATCTGAAGGATTTGTACGTCTTGAATT-3’

msp1l allotype- 5-AATAAAGGATGGAGCAAATACTCAAGTTGT-3’ | 153
spécifique block?2,
amorce RO33

5-TCTGAAGGATTTGCAGCACCTGGAGA-3’

Nous avons utilisé la paire d’amorces msp1l pour effectuer la premiére réaction.
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4.7.2.2 Premiéere amplification par la Technique de PCR
La premiere amplification s’est faite avec les amorces spécifiques conservées pour

les blocs 1 et 3 du géne de mspl.

Tableau 4: Composition du mélange réactionnel 1

Concentration Réactifs Volume en uL Concentration
initiale finale
- ddH:20 15,375 -
10X Buffer 2,5 1X
50mM MgCl, 15 3mM
10mM dNTPs 2,0 0,8mM
10uM Amorce Aller mspl Bloc1-3 0,5 0,2uM
10uM Amorce Retour mspl Blocl1-3 0,5 0,2uM
5U Taq PoL 0,125 0,025U

ADN 2,5 -
Total 25,0

La deuxieme amplification de la mspl a été réalisée avec les amorces internes

spécifiques pour les allotypes K1, MAD20 et RO33.
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Tableau 5 : Composition du mélange réactionnel 2

LBMA

Concentration Réactifs Volume en | Concentration
initiale pL finale
- ddH20 15,375 -
10X Buffer 2,5 1X
50mM MgCl2 15 3mM
10mM dNTPs 2,0 0,8mM
10puM Amorce Aller (K1, MAD20, RO33) 0,5 0,2uM
10uM Amorce Retour (K1, MAD20, RO33) 0,5 0,2uM
sU Taq PoL 0,125 0,025U

- ADN 2,5 -
Total 25,0

Le volume réactionnel final du mélange est de 22,5 pL auquel était ajouté 2,5uL
d’extrait d’ADN soit un volume final de 25uL. Ensuite I'amplification enzymatique
s’effectuera dans un thermocycler de type PTC 200® en fonction du programme

suivant :
e Une dénaturation initiale de 2 minutes a 95°C suivie de 35 cycles de :
e Une dénaturation pendant 30 secondes a 94°C ;
e Un appariement pendant 30 secondes a 55°C ;
e Une extension pendant 1 minute a 72°C.

Apres les 35 cycles, I'extension continue pendant 10 mn a 72°C et la conservation se
fait a 4°C.

4.7.2.3 Deuxieme réaction d’amplification par PCR
Elle consiste a amplifier le produit de la premiére amplification par les paires d’amorces
spécifiqgues de K1, MAD20 et RO33. Le produit amplifié est utilisé comme matrice. Le
volume réactionnel de 22,5uL de mix aux quels était ajoutés 2,5uL d’extrait de
'amplicon précédent pour un volume final de 25pL. Ensuite I'amplification enzymatique

s’effectuait dans un thermocycler de type PTC 200® en fonction du programme suivant
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e Une dénaturation initiale de 2 minutes a 95°C suivie de 35 cycles ;
e Dénaturation pendant 30 secondes a 94°C ;

e Appariements pendant 30 secondes a 57°C ;

e Extension pendant 1 minute a 72°C ;

Apres les 35 cycles, I'extension continue pendant 10 mn a 72°C et la conservation

se fait & 4°C.
4.7.3 Technique d’électrophorese

4.7.3.1 Procédure
Préparer une solution d’agarose a 2% de TBE 0,5x et chauffer au four micro-onde

pendant environ 1,30mn ;

Laisser refroidir un peu et ajouter 30ul de bromure d’éthidium, mélanger puis mouler
dans un bac monté d’un peigne sur une surface plane bien ajustée, laisser le gel se

polymériser pendant environ 30mn a 1 heure ;

Loger les échantillons a tester et les contréles en mélangeant 13uL d’ADN et 2uL de
Dye dans les puits du peigne en commencant par le marker VI (DNA Molecular Weight

Marker VI, Roche, Allemagne) ;
Placer le gel dans le bac a électrophorése submergé d’'une solution de TBE 0,5x

Faire migrer du p6le moins (-) vers le péle plus (+) pendant environ 90mn & 100 volts
eta 2 ampeéres ;

Révéler les bandes en scannant le gel a lI'aide de l'appareil photo (UVP® High
Performance UV Transilluminator) relié a l'ordinateur, sauvegarder le fichier et

analyser les paramétres moléculaires ;

4.7.3.2 Visualisation des bandes amplifiées
Les bandes rendues fluorescentes par le bromure d’éthidium étaient photographiées
sous la lumiéere Ultra-Violette du transilluminateur (Fisher) ensuite 'image du gel était
téléechargée a l'aide de la caméra du systeme UVP® sur l'ordinateur. La présence
d’'une bande de taille spécifique sur le gel d’agarose traduit la présence d’un allotypes
de P. falciparum. La présence de plus d’une bande pour un méme échantillon signifie
qgue la personne est infectée par plus d’'un parasite. Ensuite, les bandes identifiées

pour chaque paire d’'amorces étaient enregistrées dans le tableur Excel. Le programme
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UVP® nous permet d’estimer la taille de chacun des fragments amplifiés afin de mettre
en évidence aussi bien le polymorphisme de taille que celui de séquence au niveau

des différents allotypes utilisés.

4.7.3.3 Détermination de la taille des bandes
Elle se faisait par lintroduction d’'un marqueur de taille (ou de poids moléculaire)

comme standard qui migre en méme temps que les échantillons a tester.
4.8Recherche des mutations sur les genes Pfdhfr et Pfdhps

Nous avons fait la recherche des mutations sur les genes Pfdhps et Pfdhfr par High
Resolution Melting (HRM).

4.8.1 Reéactifs du HRM et matériels
e 25X LightScanner MasterMix ;
e H20 pourlaPCR;
e Amorces ;
e Sonde;
e ADN;
e Plagues blanches ;
e Adhesive Seal ;
e Huile minérale.
4.8.2 Réaction de polymérisation en chaine

La PCR est lancée en tenant compte du fait que le 2,5X LightScanner
MasterMix contient déja le Buffer, les dNTPs, la Taq polymérase et le MgCl2
nécessaires. En plus des amorces des marqueurs de résistance de Pfdhps et Pfdhfr,

une sonde est ajoutée pour la spécification de la recherche des mutations.

4.8.2.1 Les séquences des amorces que nous avons utilisées sont
e Geéne Pfdhfr N51/C59
Amorce Aller : ACATTTAGAGGTCTAGGAAATAAAGGAGT

Amorce Retour : ATATTTACATCTCTTATATTTCAATTTTTCATATTTTGATTCATTCAC

Sonde : AAATGTAATTCCCTAGATATGAAATATTTTTGTGCAG-block
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e Gene Pfdhps S436/A437

Amorce Aller : GAATGTTTGAAATGATAAATGAAGGTGCTA

LBMA

Amorce Retour : CAGGAAACAGCTATGACGAAATAATTGTAATACAGGTACTACTAAATCTCT

Sonde : ATCCTCTGGTCCTTTTGTTATACC-block

On commence par préparer un mix (10X Amorce Sonde) a partir des amorces et la

sonde.

Tableau 6 : Concentration des amorces utilisées lors du HRM

C. initiale Amorces Volume en pL C. Finale
50puM Amorce Aller 1 0,5 uM
50uM Amorce Retour 5 2,5 uM
100puM Sonde 2 0,2 uM

Ce mix nous sert de solution de travail pour la PCR.

Le mélange réactionnel pour la PCR est constitué comme suit :

Tableau 7: Composition du mélange(mix) lors du HRM

Concentration Réactifs Volume Concentration
initiale en pL finale
- H20 10 -
2,5X LightScanner 10 2,5X
Mix
10X Amorce Sonde 2,5 10X
- ADN 2,5 -
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Protocole alternatif

Tableau 8 : Composition du mélange (mix) lors du HRM

C. initiale Réactifs Volume en pL C. finale
- ddH20 2,0 -
2,5X LightScanner Master Mix 4,0 1X
10pM Amorce Aller 0,25 0,25uM
10uM Amorce Retour 1,25 1,25uM
10puM Sonde 1,0 1uM
- ADN 1,5 -
Total 10,0

4.8.2.2 PCR proprement dite
Aprés la composition du volume réactionnel dans la plaque blanche, 30uL d’huile
minérale sont ajoutés dans chaque puits de la plague pour empécher les échantillons

de s’évaporer lors de la PCR.

La plaque est ensuite couverte avec I'’Adhesive seal puis centrifugée a 2500 rpm
pendant cing (05) minutes. La centrifugation permettra au mélande de se retrouver

sous I'’huile minérale.

La plaque est par la suite introduite dans le thermocycler pour la PCR selon le

protocole suivant :

Dénaturation initiale a 95°C pendant 2 minutes

Dénaturation a 94°C pendant 15 secondes

Appariement & 52°C pendant 30 secondes 55 cycles
Extension a 72°C pendant 1 minute.

Aprés la PCR, la plague est de nouveau centrifugée, puis on passe au High Resolution

Melting.
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4.8.3 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

4.8.3.1 Principe
L'analyse HRM est réalisée a partir d'échantillons d’ADN double brin. La région de
'ADN potentiellement porteuse de la mutation est d'abord amplifiée par PCR.
L'amplicon est alors chauffé tres progressivement et précisément d'environ 50°C a
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.

5 11T

55C - 95C
Figure 17: Principe du HRM

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 l'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,
I'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
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les brins se séparent, la fluorescence diminue. L'enregistrement de lintensité de

fluorescence en fonction de la température est appelé courbe de fusion.

Fluorescence

55C - 95C
Figure 18 : 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.

Mutated DNA
Normal DNA e.g agcracgcracgegargctageracgeacyg

c.g. agctacgcracgctatgotagetacgotacg

Fluorescence

55C - 95C
Figure 19: Courbe de fusion d’'un ADN normal et d’'un ADN muté

4.8.3.2 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 concu

pour la recherche des mutations dans différents génomes.
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Figure 20 : Dispositif du HRM au Laboratoire de Biologie Moléculaire Appliquée de
FUSTTB

e La plaque 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 21: La température de fusion en fonction de la fluorescence au HRM
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Melting Curves
2000 I I T T T

Fluorescence

Temperature °C

Figure 22: Les courbes de fusion normalisées au HRM

Les courbes sont ensuite normalisées. Aprés la normalisation, les courbes peuvent

étre visualisées sous forme de pics.

Normalized Melting Peaks
035 T T T T

0.3

0.25

0z

0.15

0.1

0.05

Normalized -d{Fluorescence)/dT

Temperature *C

Figure 23: Pics de fusion au HRM
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4.8.3.3 Procédure de détection des mutations par HRM

LCGreenMasterMix+Amorces+Sonde+H20 ™.

Fermeture de la plaque

PCR-Thermocycler

Fusion a Haute Résolution (HRM)

Analyse des données

Confirmation des résultats

Figure 24 : Schéma a suivre pour la détection des mutations par HRM

4.9Saisies et analyses des données

Pour les saisies et analyses des données, nous avons utilisé Microsoft® Office Excel
2013, IBM SPSS® STATISTIQUE VERSION 20, GraphPad Prism version 6.00
(GraphPad Software, La Jolla California USA).

Les tests statistiques les plus utilisés ont été le Khi deux et le Test de Ficher. Les tests
ont été réalisés avec GraphPad Prism version 6.00 (GraphPad Software, La Jolla
California USA).

Le risque relatif utilisé était a =5%.
4.10 Considérations éthiques et déontologiques

Le protocole de recherche de cette étude a été soumis et validé par le Comité d’éthique

de 'INRSP, (Ministere de la Santé, Mali). Tout changement ultérieur du protocole était
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soumis a I'approbation de ce comité d’éthique. C’est une étude a risque minimal car il
ne s’agit pas de tester un nouveau médicament ou un matériel a usage biomédical.
Elle s’appuie sur des tests de diagnostic et du schéma thérapeutique qui sont utilisés
en routine dans les centres de santé dans lesquels nous avons conduit cette étude.
Nous précisons que le volume total prélever par patient (4 mL) se trouve dans
l'intervalle des quantités admises par le NIH et autres agences, lesquelles sont < 3,0
ml par kg dans un intervalle de temps = 8 semaines. Pour un assentiment éclairé avant

la prise du sang, nous, investigateurs, avons eu a :

e Expliquer le protocole a chaque parent ou tuteur ;

e Répondre aux questions des parents ou tuteurs ;

e Obtenir un assentiment libre, éclairé et signé ;

e Remettre une copie originale de l'assentiment signé aux parents ou
accompagnants ;

e Prélever le sang.

La décision de participer ou de ne pas patrticiper relevait exclusivement du parent ou
tuteur de I'enfant. Ce dernier était informé de la possibilité de se retirer de I'étude a

tout moment sans aucune conséquence ou préjudice.

Tous les documents de I'étude (y compris les codes de nos données) sont gardés
dans un lieu sécurisé, et les échantillons de sang sont étiquetés avec un code unigue

sans le nom du patient pour assurer la confidentialité des informations.
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5. RESULTATS

Notre étude a porté sur des enfants (garcons et filles) de 6 a 59 mois des localités de

Missira (village) et de Sélingué (district sanitaire).
5.1Facteurs démographiques

Tableau 9: Patients dépistés et enr6lés parmi les enfants de 6 a 59 mois

Groupes Nombre d’enfants %

Recenseés 5247 -
Dépistés 3319 63,25
Enrdlés 202 6,08

6% des patients dépistés avait une parasitémie supérieure ou égale a 1000Tf/uL de

sang et répondait aux critéres d’inclusion dans I'étude.

Tableau 10 : Répartition des patients par site d’étude (n=202)

Localités Patients %
Missira 92 45,5
Sélingué 110 54,5
Total 202 100

54,5% de nos patients étaient de Sélingué. Toutefois, il N’y avait aucune différence
statistiquement significative entre les proportions des deux sites d’étude. (Khi-deux ;
P=0,208028)
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60 - 54%
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20+
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Figure 25: Répatrtition des patients selon le genre (n=202)

La majorité de nos patients était du genre masculin soit 54%( 109/202).

Le sexe ratio 1,17(109/93) était en faveur du sexe masculin.

Nous avons reparti les patients ayant participé a cette étude par tranche d’age.

Tableau 11: Répartition des patients par tranche d’age (n=202)

Tranche d’age (en Patients %
mois)

[6-24] 30 14,8
[25-36] 60 29,7
[37-48] 50 24,8
[49-59] 62 30,7

Total 202 100

La tranche d’age 49-59 mois était la plus représentée avec 30,7% suivie de celle de
25-36 mois.
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5.2Résultats de la microscopie

Tableau 12 : Répartition des patients par tranches de parasitémies (n=202)

Tranche de parasitémie Patients %
[1000-50000] 164 81,1
[50005-100000] 24 11,9

[100005-150000] 7 3,5

[150005-200000[ 7 3,5
TOTAL 202 100,0

3,5% de nos patients avait une forte parasitémie, comprise entre 150 005 et 200 000
contractée entre deux passages de CPS. Malgré les passages de la CPS, ces patients

étaient exposeés a un (possible) acces pernicieux.

5.3Résultats obtenus avec ’'Hemocue

n=202
501
42,1 [5-6,99/(“_]
40 [7-9,9g/dL]
[ .
28.7 [10-10,9g/dL]
301 B [11-15¢/dL]
21,3
]
201
7,9
104
0 n L]
N N N N
7 ® R S
o o0 o X
@6 «'q* S \/\’
< < & N\g
Taux d'Hb

Figure 26: Répartition des patients selon le taux d’hémoglobine (n=202)
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42,1% des patients avaient une anémie modérée (7 a 9,9g/dL) selon les criteres de
classification des anémies par 'OMS chez les enfants agés de 6-59 mois.

5.4Résultats du génotypage par PCR nichée de la msp1l
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Figure 27: Image labélisée des bandes des allotypes de la msp1l

Le génotypage par la PCR nichée de la mspl a donné des résultats interprétables
dans 93% des échantillons soit 187/202.
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n=187
60 -
53% B Mmissira
Bl sélingué
38%
s0d 34%
33% 290 Khi-deux; P=0,0003
X
204 13%

K1 MAD20 RO33

Allotypes mspl

Figure 28: Estimation des Prévalences des allotypes de la msp1l par site d’étude
(n=187)

Un total de 273 marqueurs K1(99) MAD20 (65) et RO33 (109) ont été obtenus aprés
le génotypage de nos échantillons.

Nous avons constaté une différence statistiquement significative dans la répartition de
ces marqueurs (K1, MAD20 et RO33) entre Missira (n=87) et Sélingué (n=100).

(Khi-deux ; P=0, 0099).

Tableau 13 : Répartition des allotypes par patients (n=187)

Allotypes Patients % MOI
K1 99 36,26
MAD20 65 23,81

15
RO33 109 39,93
Total 273 100

La multiplicité de l'infection était d’environ 2 allotypes par patient
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Khi-deux; P<0,0001 n=187
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Figure 29 : Répartition des patients en fonction de la polyclonalité par site d’étude

Les allotypes mixtes étaient plus fréquents dans la localité de Sélingué que Missira.
La différence en termes de polyclones entre les deux localités était statistiquement
significative (Khi-deux ; P<0,0001)

Tableau 14: Répartition des patients selon la multiplicité de l'infection (n=187)

MOl Missira Sélingué Total
#(%) #(%) #(%)
1 52(59,77) 56(56) 108(57,75)
2 34(39,08) 38(38) 72(38,5)
3 1(1,14) 6(6) 7(3,74)
Total 87(100) 100(100) 187(100)

La majorité de nos patients avait un allotype de Plasmodium falciparum.

Il faut

cependant noter que 3,74% des patients étaient infectés par trois allotypes de

Plasmodium falciparum en méme temps.

Thése de Pharmacie 2017-2018

[77]

Nouhoum Thiam



Prévalence des mutations Pfdhfr et Pfdhps dans les localités de Missira et Selingué au Mali en 2017 LBMA
5.5Marqueurs de résistance
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Figure 30: Profils des courbes des haplotypes du géne Pfdhfr 51/59

Les haplotypes correspondant aux souches mutées avaient une température de fusion
(61°C) plus basse que ceux des souches sauvages (66°C).

Tableau 15 : Températures moyennes de fusion des souches de contréles du gene

Pfdhfr

Pfdhfr 1€ réaction | 2°meréaction | 3°Meréaction | Moyenne en °C
3D7 67,5 67,7 67 67,4
Dd2 62,3 62,8 62 62,4

La température moyenne de la souche sauvage (3D7) était 67,4°C contre 62,4°C pour
la souche mutée Dd2.

Tableau 16: Répartition des mutations sur le géne Pfdhfr a la position 51 selon le site

d’étude (n=199)

Alleles (Pfdhfr 51) Missira (n=91) Sélingué (n=108) Total
#(%) o) #(%)
N51 26(28) 40(37) 66(33,17)
51 58(64) 62(57) 120(60,30)
51N/I 6(7) 6(6) 12(6,03)
*5] 1(1) 0(0) 1(0,5)
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Sur le géne Pfdhfr 51 il y avait au total 133 mutations (dont une non déterminée) contre
66 sauvages.

Les prévalences des alléles mutés (511 et 51N/I) a Missira et a Sélingué étaient
comparables. (P>0,9999 ; Test de Fischer).

Tableau 17: Répartition des mutations sur le géne Pfdhfr a la position 59 selon le site

d’étude (n=199)

Alléles (Pfdhfr 59) Missira (n=91) Sélingué (n=108) Total
#(%) o) #(%)

C 59 27(30) 43(40) 70(35)

59R 63(69) 64(59) 127(64)
59C/R 0(0) 1(1) 1(0,5)

* 59 1(1) 0(0) 1(0,5)

A la position 59, le HRM a détecté un total de 129 mutations (dont une non déterminée)
contre 70 sauvages.

Les prévalences des mutations 59R et 59C/R a Missira et a Sélingué étaient
comparables (P>0,9999 ; Test de Fischer). Un échantillon portant un profil mixte (C/R)
a eté détecteé a Missira.

5.5.2 Gene Pfdhps

Normalized Melting Peaks

Normalized -d(Fluorescence)/dT

a4 56 58 &0 62 64 5153 63 70
Temperature “C

Figure 31: Profils des haplotypes du gene Pfdhps 436/437 au HRM

Nous avons remarqué un polymorphisme trés élevé plus particuliérement a la position
436.
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Tableau 18 : Températures de fusion moyennes des souches de contrdles du gene
Pfdhps

Pfdhps 1°r réaction 2¢me réaction | 3°Me réaction Moyenne
3D7 63,3 63 63 63,1
Dd2 58,6 58 58,7 58,4

La température moyenne de la souche sauvage (3D7) était 63,1°C contre 58,4°C pour

la souche mutée Dd2.

Tableau 19: Répartition des mutations sur le géne Pfdhps a la position 436 en fonction

du site d’étude

Alleles (Pfdhps 436) Missira (n=84) Sélingué (n=107) Total (n=191)
#(%) #(%) #(%)
S 436 66(79) 83(78) 149(78,01)
436 F 7(8) 22(20) 29(15,18)
436 A 6(7) 2(2) 8(4,19)
436 Y 1(1) 0(0) 1(0,52)
436* 4(5) 0(0) 4(2,1)

Au total, a la position 436, le HRM a detecté 42 mutations (dont quatre non

déterminées) contre 149 sauvages.

Nous avons remarqué une différence statistiguement significative dans la distribution

des mutations a la position 436 entre Missira et Sélingué (x? ; P=0.006).
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Tableau 20: Répartition des mutations sur le gene Pfdhps a la position 437 en fonction
du site d’étude (n=191)

. Missira (n=84) Sélingué (n=107) Total
Alléles (Pfdhps 437)
#(%) #(%) #(%)
A 437 38(45) 49(46) 87(46)
437 G 40(48) 56(52) 96(50)
437G/A 4(5) 2(2) 6(3)
* 437 2(2) 0(0) 2(1)

A la position 437 du gene Pfdhps, le total des mutations était 104 (dont deux non

déterminées) contre 87 sauvages.

La distribution des mutations a la position 437 était la méme au niveau de nos 2 sites
d’étude (Test de Ficher ; P=0,4019).

Tableau 21: Prévalences des doubles mutations sur les genes Pfdhfr et Pfdhps

Doubles mutations sur Missira Sélingué Groupées
(%) (%) (%)
Pfdhfr (51,59) 64/91(70) 47/108(44) 111/199(56)
Pfdhps (436,437) 11/84(13) 16/107(15) 27/191(14)

Les doubles mutations détectées a Missira et Sélingué sur les génes Pfdhfr (51,59) et
Pfdhps (436,437) étaient comparables (Test de Ficher ; P=0,1343).
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Tableau 22 : Prévalences des triples mutations sur les génes Pfdhfr et Pfdhps

Triples mutations Missira Sélingué Total
Prev(%) Prev(%) Prev(%)
Pfdhfr (51,59) Pfdhps 436 14/83(17) 7/105(7) 21/188(11)
Pfdhfr (51,59) Pfdhps 437 30/83(36) 28/105(27) 58/188(31)
Pfdhfr 51 Pfdhps (436, 437) 8/83(10) 7/105(7) 15/188(8)
Pfdhfr 59 Pfdhps (436,437) 7/83(8) 8/105(8) 15/188(8)

Les prévalences des triples mutations étaient également comparables pour les deux

sites (x? ; P=0,2930)

Tableau 23: Prévalences des quadruples mutations sur les génes Pfdhfr et Pfdhps

Quadruple mutations Missira Sélingué Total
Prev(%) Prev(%) Prev(%)
Pfdhfr (51, 59) Pfdhps (436, 437) 7/83(8) 5/105(5) 12/188(6)

La fréquence des quadruples mutations était de 6% (12/188) lors de cette étude. Le

HRM a détecté plus de quadruples mutations a Missira qu’a Sélingué, toutefois les

proportions de ces mutations étaient similaires. (x? ; p=0,306450)

5.6Analyses croisées

Tableau 24 : Répartition des cas d’anémie par site d’étude

Sites d’étude
Classes des taux Hb JO Al Sl Total
#(%) #(%)

Anémie sévere [5-6,9g/dL] 7(5) 9(6) 16(11)
Anémie modérée [7-9,9g/dL] 34(24) 51(35) 85(59)
Anémie légére [10-10,9g/dL] 22(15) 21(15) 43(30)

Total 63(44) 81(56) 144(100)
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Les patients présentant 'anémie aprés avoir regu les doses de CPS étaient repartis

de facon similaire entre les 2 localités (x? ; P=0.3816)

LBMA

Tableau 25: Evolution de la multiplicité de 'infection en fonction de I'age (n=187)

Mul_tiplici.té de Tranche d’age en mois Total
Vinfection [6-24] [25-36] | [37-48] | [49-59] #(%)
#(%) #(%) #(%) #(%)
1 15(13,9) 31(28,7) | 31(28,7) | 31(28,7) 108(100)
2 10(14) 23(32) 17(24) 22(30) 72(100)
3 1(14,3) 1(14,3) 1(14,3) 4(57,1) 7(100)
Total 26(14) 55(29) 49(26) 57(31) 187(100)

Nous avons remarqué que la multiplicité de l'infection n’évoluait pas avec I'age.

(x2; P=0,7721).

Tableau 26: Répartitions des mutations en fonctions des parasitémies

Tranche des parasitémies Total
[1000-50000] | [50005-100000] | [100005-150000] | [150005-200000] #(%)
#(%) #(%) #(%) #(%)

Pfdhfr51 108(81) 19(14) 2(2) 4(3) 133(100)
Pfdhfr59 103(80) 18(14) 3(2) 5(4) 129(100)
Pfdhps436 36(86) 4(10) 1(2) 1(2) 42(100)
Pfdhps437 82(79) 16(15) 3(3) 3(3) 104(100)
Total 329(81) 57(14) 9(2) 13(3) 408(100)

Les mutations Pfdhfr51, Pfdhfr59, Pfdhps436 et Pfdhps437 n’évoluaient pas en

fonction des parasitémies. (x? ; P=0,9943).
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Allotypes des mutations étudiées
(Pfdhfr : n=199 et Pfdhps : n=191)
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Figure 32: Répartition des allotypes mutés en fonction de I'age

L’allotype 436A a été le moins rencontré (en dessous des 30% dans les tranches d’age
concernées par I'étude a I'exception de celle de 6 a 24 mois), tandis que 59R était de

moins de 80% chez les 6 a 24 mois.

Nous n’avons pas constaté une différence statistiguement significative dans la

distribution des mutations entre les différentes tranches d’ages. (x* ; P=0,1600).
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6. COMMENTAIRES ET DISCUSSION

Nous avons fait une étude prospective de la distribution des mutations associées a la
résistance sur les génes Pfdhps aux positions 436, 437 et Pfdhfr aux positions 51 et

59 dans les localités de Missira et de Sélingué au Mali.
6.1Méthodologie

6.1.1 Lieux d’étude

Les localités de Missira et de Sélingué ont été choisies pour cette étude car les faciés
de transmission dans ces deux localités sont différents [27]. Suivant les différents
facies de transmission du paludisme au Mali, a Missira le facies de transmission du
paludisme est de type nord-soudanien et Sahel. La transmission du paludisme y est
intense pendant 3 a 4 mois par an. Elle est hyperendémique (IP : 5-75%). C’est un
profile épidémiologique caractérisé par une prémunition de 9 ans et la fréquence du
neuropaludisme chez les 1 a 9 ans. Ce profil épidémiologique est commun aux

régions de Ségou, Koulikoro et Mopti a I'exception de Mopti ville.

A Sélingué, le facies de transmission du paludisme correspond aux Faciés des
Barrages (Sélingué, Manantali et Markala). Avec comme caractéristique, une anémie
palustre élevée chez les moins de 9 ans. La transmission du paludisme y est Bimodale
(plurimodale). La pluviométrie élevée et la présence du barrage hydroélectrique a
Sélingué et la présence des marres a Missira en font des sites propices a la circulation
du parasite du paludisme (Plasmodium) et au développement de son vecteur

(ranophéle) a cause des retenues d’eau.

6.1.2 Approche
Notre approche a consisté en un recensement des enfants concernés, suivi de leurs
identifications par des prises de photos. Cette méthode nous avait permis de créer une
base de données que nous consultions pour savoir si I'enfant avait pris une dose de
SP/AQ et pour le reconnaitre lors qu’il serait atteint par le paludisme. Nous certifions
que l'enfant avait pris une dose de la CPS soit par vérification de la carte
d’administration des doses de CPS par les agents de santé communautaire et les relais
communautaires, soit en se référant au témoignage des parents ou tuteurs de I'enfant.
Cette approche visant a tester l'efficacité de la chimioprévention a été utilisée dans

beaucoup d’études similaires. Le recensement et I'identification (prise de photo de
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'enfant) permettent toujours d’avoir une cohorte. lls contribuent en plus des
confirmations verbales émises par les parents de ces enfants de diminuer la survenu

d’erreurs en termes de ceux qui ont regu ou non les doses de SP.

Les données de notre étude ont été collectées sur les formulaires de report de cas
(FRC) et saisies dans le logiciel Excel pour en faire une base. Cette méthode nous a
permis de collecter des données fiables et exploitables.

Le dépistage se faisait par la clinique et la parasitologie. La lecture des lames des
gouttes épaisses et de frottis minces se faisait d’abord par un technicien de laboratoire,
puis une deuxieme fois par un pharmacien biologiste et en fin une derniere lecture par
un parasitologue si besoin était de départager les deux premiers lecteurs. Ces lectures
répétées des lames évitent d’avoir des cas de faux positifs. Les prélevements de sang
veineux apres obtention de I'assentiment des parents ou tuteurs se faisaient dans le
but de pouvoir continuer les tests in vitro au laboratoire a Bamako. Les souches ainsi
isolées lors de cette étude étaient conservées dans I'azote liquide afin de les maintenir
viables. Les papiers confettis ont été faits avec le sang total, séchés a la température
ambiante a I'abri des mouches et du soleil suivant les recommandations de 'OMS.[49]
Ensuite les papiers confettis ont été rangés dans des sachets secs avec des
dessiccants (desséchants) pour leurs bonnes conservations. Ces dessiccants ont été
utilisés dans le but de prévenir le développement des moisissures sur ces papiers
filtres [49].

Durant I'étude, un systéme de supervision était mis en place pour prévenir la survenue

d’éventuelles erreurs.
6.1.3 Extraction de I'ADN de Plasmodium falciparum

Le kit Qiagen a été utilisé pour I'extraction de 'ADN. Ce kit permet d’avoir de 'ADN
purifié, débarrassé de toutes impuretés comme I'hémoglobine pouvant entrainer des
interférences lors de la PCR. Ce kit a aussi I'avantage de pouvoir extraire de 'ADN

génomique de qualité.
6.1.4 Utilisation de la PCR nichée sur le géne de la mspl

La Multiplicité de I'Infection (MOI) a été examiné par la PCR nichée sur le gene msp1l.
Cette technique de la PCR est largement utilisée a cet effet par le monde scientifique

[50]. Le gene de la mspl est trés connu pour son polymorphisme et constitue une des
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recommandations majeures de 'OMS en termes de détermination de la multiplicité de
l'infection [51].

6.1.5 Utilisation du HRM pour la détection des mutations sur le matériel

génétique de Plasmodium falciparum

La recherche des marqueurs de résistance s’est faite par HRM. La fusion a haute
résolution de 'ADN est connu pour sa sensibilité dans la détection des mutations
ponctuelles [20]. Dans une étude menée par Rachel F Daniel et al en 2012, le HRM a
été décrit comme une méthode efficace pour la détection des mutations ponctuelles
mais aussi la différenciation des haplotypes [20]. D’autres études ont toutefois utilisé
la PCR-RLFP [52,53]. La méthode de séquencage reste tout de méme la méthode la
plus sensible, spécialement le NGS (terme anglo-saxon: Next Geénération
Sequencing) [54]. Toutefois, lors d’'une étude menée en 2014 par Michaela Angelika
et al sur la comparaison entre le HRM, le pyrosequencage, le NGS avec le Sanger
sequencing, le HRM a été trouvé aussi sensible que le séquencage par la méthode de
Sanger [54]. La méthode de détection des mutations a I'aide du HRM que nous avons
utilisé, a été utilisé avec succes au Mali pour la premiere fois en 2016 par Diarra Y
[19]. Les positions que nous avons étudiées lors de cette étude sont aussi utilisées
actuellement dans la plupart des études portant sur la résistance de la SP. Les
positions 51 et 59 du géne Pfdhfr ainsi que 436 et 437 du géne Pfdhps sont connues
pour leur association dans la résistance de Plasmodium falciparum a la Pyriméthamine
et la Sulfadoxine [55]. La résistance de P. falciparum a la pyriméthamine nécessite
trés souvent I'étude des positions 108 et 613. Aussi, la position 540 du géne Pfdhps
est trés connue pour son implication dans la résistance a la Sulfadoxine. Notre étude

n’a pas inclus I'étude de ces derniéres, ceci constitue une limite.
6.2 Résultats
6.2.1 Facteurs démographiques

Notre étude a porté sur une population de 202 enfants souffrants du paludisme simple
confirmé tous agés de 6 a 59 mois aprés avoir dépisté 3319 enfants (tableau 8, objectif
spécifiqgue 1). Ce groupe, dont le systtme immunitaire est moins développé, est le
groupe le plus vulnérable a développer le paludisme grave d’ou I'importance de toute
étude scientifique visant a nous renseigner sur les mutations de résistance pouvant

nuire a la chimioprévention pour ce groupe particulierement. La tranche d’age (moins
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de 5 ans) concernée par cette étude est une bonne tranche pour faire un bon
échantillonnage vu que c’est la méme tranche d’age qui comporte le plus grand
pourcentage de la population Malienne subdivisée en intervalles de quatre ans d’age
selon la Pyramide des ages [31]. Selon la cinquieme enquéte démographique et
sanitaire du Mali, les enfants de moins de cing ans représentent 17% de la population
malienne [56].

Le sexe ratio 1,17(54/46) était en faveur du sexe masculin. Ce résultat est comparable
au sexe ratio de 1,04 en faveur du sexe masculin trouvé au Mali par la

Banque Mondiale en 2015 chez les enfants de moins de cing ans [31].
6.2.2 Taux d’hémoglobine

Chez la majorité de nos patients, le taux d’hémoglobine était en moyenne 9,3g/dL.
Ceci pourrait s’expliquer par le fait que la majorité des patients viennent avec une
anémie légere ou modérée due au pouvoir hémolysant des plasmodies. Ce taux est
similaire au taux (9,24g/dL) trouvé par Djimde M a Koro en 2008 [57]. Il était inférieur
au taux moyen de 11,4g/dL trouvé a Sikasso chez des enfants atteints du paludisme
simple en 2012 dans la tranche d’age 5 a 9 ans par Berthe M [58]. Le minimum des

taux d’hémoglobine dans notre étude était 5,3g/dL et le maximum était de 13,3g/dI.
6.2.3 Paramétres du polymorphisme génétique de la msp1l

La mspl est une protéine localisée sur le chromosome 9 de Plasmodium falciparum.
Elle est composée de 17 blocks dont le plus variable est le block 2. Celui-ci, par sa
variabilité permet de distinguer les clones de Plasmodium falciparum. Ledit block 2
comprend les alleles K1, MAD20 et RO33. La PCR nichée de la mspl est largement

utilisée pour la détermination de la multiplicité de l'infection (MOI) palustre.

Avec les amorces de bloc conservé et des allotypes K1, MAD20 et RO33, nous avons
fait la PCR nichée qui nous a permis de déterminer les fréquences des différents

allotypes de la msp1.

La multiplicité de l'infection que nous avions (MOI) était 1,5 (notre objectif spécifique
2) et elle était comparable a celles rapportées en 2016 par Yavo et al (1,66 en Cote
d’lvoire et 1,58 au Gabon) [50]. Elle était supérieure a la multiplicité de I'infection
palustre (1,37) trouvée en Malaisie en 2011 par Atrosh et al [59]. Elle était inférieure a
celles trouveées [(3,11 entre 2006 et 2007) et (1,63 entre 2013 et 2016)] par Huang Bo

et al dans la grande lle des Comores [60]. Elle était inférieure a celle (2,8) trouvée au
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Niger en 2017 par lbrahim Arzika et al [61]. La multiplicité de l'infection d’environ 2
génotypes par patient témoigne qu’il y a une forte transmission du paludisme dans les

localités ou s’est tenue cette étude.

Les prévalences des alleles de la mspl que nous avons trouve étaient 36% pour K1,
24% pour 'allele MAD20 et 40% pour RO33. Cette prédominance de I'alléle RO33 que
nous avons trouve, a été également trouvée en Malaisie par Atrosh et al mais le taux
de RO33 (80%) double celui de notre étude [59]. La méme prédominance de RO33
est confirmée par une étude de Huang Bo et al dans la Grande lle des Comores de
2006 a 2007 (84,8% de RO33) et entre 2013 et 2016 (63,4% de RO33) [60].
Cependant, la prédominance de RO33 est contredite par une étude menée par
Mohammed et al qui trouve une prédominance de l'alléle K1 (33,9%) en Ethiopie en
2015 [62]. Ainsi que par une étude de Mawili-Mboumba et al au Gabon en 2015 qui
rapporte également une prédominance de I'alleéle K1 (65,5%) [63]. Nous avions une
différence dans la distribution des alléles de la mspl entre Missira et Sélingué
contrairement a Mawili-Mboumba et al qui n’ont pas trouvé de différence entre Oyem
et Owendo au Gabon [63]. La prévalence de K1 (36%) que nous avons rencontré était
inférieure a celles trouvées en Cote d’lvoire (64,6%) et au Gabon (56,6%) par Yavo et
al en 2016 [50].

Nous avons trouvé une prédominance de la présence de l'alléle K1 (38%) suivie de
MAD20 (33%) et RO33 (29%) a Sélingué. La prédominance de K1 (45,55) a été
également trouvée par Diarra Y en 2016 a Dioro dans la région de Ségou mais elle
était suivie de RO33 (30,69%) et MAD20 (24,75%) [19]. Nous avions une
prédominance de RO33 (53%) suivie de K1 (34%) et de MAD20 (13%) a Missira

contrairement aux résultats de Diarra Y [19].

6.2.4 Les mutations associées a la résistance de Plasmodium falciparum

a la sulfadoxine et a la pyrimethamine que nous avons étudié

6.2.4.1 Position 51 sur le géne Pfdhfr
L’estimation des mutations a la position 51 du gene Pfdhfr (66,83%) que nous avions
était nettement supérieure au taux de 28,2% trouvé sur la méme position en 2008 par
Djimde M a Koro dans la région de Mopti au Mali [57]. Cependant, cette estimation
était similaire au 79,2% de mutations sur Pfdhfr a la position 51 rapporté par Diawara
et al dans une étude menée a Kita au Mali sur la méme population cible que notre
étude [64]. Elle concorde aussi avec le taux de 67,5% trouvé sur la méme position au

These de Pharmacie 2017-2018 [89] Nouhoum Thiam



Prévalence des mutations Pfdhfr et Pfdhps dans les localités de Missira et Selingué au Mali en 2017 LBMA

Niger selon une étude menée par Woi L et al en 2017 [65]. Notre résultat(taux de
mutations a la position 51 de Pfdhfr) était cependant plus bas que cleui (83,5%) obtenu
au Sénégal par Wurtz et al en 2012 [66], plus bas que le taux de 93% rapporté par
une étude menée par Gama et al en 2011 en Angola[67] et plus bas que le taux de
72,3% obtenu en Chine par Huang F et al en 2012 [68]. Donc, bien que la prévalence
des mutations a la position 51 du gene Pfdhfr dans notre étude avait dépassé les 50%
(la prévalence est haute), elle serait soit similaire ou inférieure a celles retrouvées dans
la sous-région et ailleurs. La différence (taux plus élevé dans notre étude) entre le
résultat de notre étude (récente) a cette position et celui de Djimde M a Koro (2008)

pourrait s’expliquer par le fait que les mutations évoluent avec le temps.

6.2.4.2 Position 59 sur le géne Pfdhfr
La prévalence des mutations a la position 59 du gene Pfdhfr était de 65% lors de notre
étude. Elle était supérieure a celle d’'une étude menée a Koro par Djimde M en 2008
ou il a été trouvé un taux de 35% [57]. Elle était inférieure au 81,2% rapporté dans
I'étude de Diawara et al en 2017 au Mali [64]. Ce méme taux de 65% était Iégerement
proche de celui (74,1%) d’'une étude menée par Wurtz et al au Sénégal en 2012 [66].
A la méme position 59, la prévalence des mutations que nous avions était inférieure a
celle d’'une étude menée au Sénégal par Amor et al en 2012 qui rapporte 95% entre
2002 et 2005 d’une part et d’autres parts 91,8% entre 2008 et 2010 [69]. La prévalence
de ces mutations 59R obtenue lors de notre étude était proche des 60,8% qui ont été
trouvé au Niger par Woi L et al en 2017 [65]. Notre résultat était comparable au 57%
obtenu en Angola par Gama et al en 2012 [67].Notre résultat était plus bas que celui
trouvé (95,1%) par Huang F et al dans la province du Yunnan en Chine en 2012 [68].
Cela concorde avec la disparité (en faveur de I'Afrique) de la distribution des mutations

sur les génes Pfdhfr entre I'Asie et I'Afrique.

Cette haute prévalence des mutations sur le gene Pfdhfr & la position 51 et 59 pourrait
étre due a la pression médicamenteuse induite par 'administration massive et continue

de la pyriméthamine.

6.2.4.3 Position 436 sur le géne Pfdhps
La prévalence des mutations sur le gene Pfdhps a la position 436 était de 22% lors de
notre étude. Ce pourcentage des mutations a la position 436 était nettement inférieur
aux 60,2% trouvés au Niger par Woi L et al en 2017 [65]. Ce taux est cependant
supérieur a ceux d’Amor et al au Sénégal 12,3% entre 2002 et 2005 et 0% entre 2008
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et 2010 [69]. L’écart se réduit lorsque nous comparons le taux de 22% trouvé dans
notre étude a celui de 35,1% trouvé par Wurtz et al en 2012 au Sénégal [66].
Cependant les 22% de mutations détectés a ladite position 436 dans notre étude
étaient comparables au 23% des mémes mutations trouvées par Gama et al en Angola
en 2011 [67] et les 59,7% trouvés par Huang F et al en Chine en 2012 [68].

6.2.4.4 Position 437 sur le géne Pfdhps

A la position 437 du géne Pfdhps, nous avions une prévalence de 54% contre 45%
obtenu par Djimde M en 2008 & Koro au Mali [57] et 41,8% dans I'étude de Diawara
et al en 2017 a Kita au Mali [64]. Cette prévalence était inférieure a celle (80%) trouvée
a la méme position au Niger par Woi L et al en 2017 [65]. Les mutations 437G
obtenues (50%) étaient moins détectées (40,2%) dans une étude menée au Sénégal
par Wurtz et al en 2012 [66]. A la position 437 du gene Pfdhps, les 55% de mutations,
gue nous avons obtenu était inférieures au 71% entre 2002 et 2005 et au 83,6% entre
2008 et 2010 obtenu sur la méme position au Sénégal par Amor et al [69]. Le taux de
mutations 437G (50%) de notre étude était plus significatif que le taux de 7% rapporté
par I'étude de Gama et al en Angola en 2011 [67] et inférieur au taux de 94% trouves
en Chine par Huang F et al en 2015 [68].

6.2.4.5 Multiples mutations
Nous avons confronté les multiples mutations (notre objectif spécifique 4) rencontrées
dans notre étude aux résultats d’'une étude similaire a la nétre en terme de population
cible menée au Niger par Woi L et al en 2017 [65]. Il ressort que, les 56% des doubles
mutations sur le géne Pfdhfr aux positions 51 et 59 que nous avions, étaient proches
des 58,3% trouvés par Woi L et al dans cette derniére étude [65]. Le taux de doubles
mutations (14%) que nous avions sur le géne Pfdhps aux positions 436 et 437 était

nettement inférieur au taux de 49,5% trouvé au Niger par Woi L et al.

L’'induction de la pression médicamenteuse induite par l'administration de la
Pyriméthamine et la sulfadoxine est aussi confirmée par la présence des mutations sur
le géne Pfdhps aux positions 436 et 437. Le polymorphisme associé a I'apparition d’'un
nouvel acide aminé () a la position 436 suggere un changement de comportement du

parasite vis-a-vis de la sulfadoxine.
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7 CONCLUSION

Nous avons fait une étude sur I'estimation des prévalences des mutations sur les
géenes Pfdhfr aux positions 51 et 59 et Pfdhps aux positions 436 et 437. L’étude s’est
déroulée aux mémes moments que les activités de la CPS 2017 dans les localités de

Missira et Sélingué.

Nous avons remarqué que la prévalence des mutations sur les genes Pfdhfr et Pfdhps

aux positions 51,59 et 437 était €levée, soit respectivement 66,83%, 65% et 54%.

Cependant, la prévalence était moins élevée a la position 436 du gene Pfdhps soit
22%. Cette position du gene Pfdhps, c’est néanmoins révélée trés polymorphe. La
mutation 436Y qui a été isolée chez un de nos patients reste rarement décrite dans la

littérature scientifique.

Ces hautes prévalences témoignent de la pression médicamenteuse exercée par la
SP sur les souches de Plasmodium falciparum dans ces deux localités. Ceci nécessite
une exploration plus approfondie de ces deux genes notamment aux positions 108 de
Pfdhfr et 540 de Pfdhps.
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8 RECOMMANDATIONS

Au vu des résultats de cette étude nous recommandons :

Au LBMA et ses partenaires

e De continuer la surveillance des mutations associées a la résistance a la SP
régulierement.

e D’inclure les positions 540 du gene Pfdhps et 108 de Pfdhfr aux futures études.

e De séquencer les échantillons ayant présenté les acides aminés non connus a
travers le HRM.

Au PNLP et au Ministere de la santé et de I’hygiéne publique

e De veillez a la bonne administration des doses de la CPS et au respect des
intervalles de temps entre les différents passages.

e Prendre en comptes les besoins de formation et de développement des
compétences sur les méthodes d’évaluation de la chimiorésistance notamment

dans le cadre de la CPS.
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10 ANNEXES

Fiche de Recensement

Fiche de Recensement CPS (PMI/LBMA)

Région : District : Centre de Santé : Village :
Numero d’enregistrement : Nom et prénom de I'enfant :

Nom et prénom de la mére : Numeéro de téléphone :

Age (en mois) : Sexe (M/F): Résident (O/N):

Carte d’enregistrement (O/N) : Cycle (CPS1, CPS2, CPS3, CPS4) :

Date CPS1: Date CPS2 : Date CPS3: Date CPS4 :
Nom du responsable d’équipe : Contact du Responsable :

Nom et Contacts du superviseur de proximite :

Date de visite au Centre :

Résultat TDR : Résultat Goutte épaisse: Traitement (O/N) :

Photo et empreinte digitales de I'enfant
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RESUME

L’administration massive et continue de la SP crée une pression médicamenteuse qui
peut engendrer l'apparition des mutations sur les Pfdhfr et Pfdhps. D’ou la
recommandation par TOMS de procéder a la surveillance des molécules inscrites dans
le traitement du paludisme dans les zones d’endémies palustres. Nous avons mené
une étude prospective de la distribution des mutations sur les genes Pfdhfr 51/59 et
Pfdhps 436/437 dans les localités de Missira et de Sélingué au Mali en 2017. L’étude
s’est déroulée durant la période des campagnes de chimioprevention du paludisme
saisonnier en 2017 chez des enfants de moins de 5 ans ayant recu les doses
d’amodiaquine plus la sulfadoxine-pyrimethamine. Les enfants agés de 3 a 59 mois
ont été recensés et identifiés en amont de la CPS. Tous les patients se présentant au
centre de santé et appartenant a cette cohorte ont été dépistées par goutte épaisse a
la recherche d’éventuels cas de paludisme. Pour les cas positifs a la goutte épaisse,
un prélévement veineux a été effectué et conservé a -80°C pour les tests in vitro puis
sur papiers confettis. L’ADN du parasite a été extrait a partir du papier confettis. La
multiplicité de I'infection a été estimée en utilisant le marquer polymorphique msp1l et
la recherche des marqueurs de résistance a été faite par HRM. Sur un total de 5247

enfants suivis, 3919 ont été dépistés pour cause de paludisme et 202 positifs a la
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goutte épaisse avec une parasitémie supérieure a 1000 Tf/uL de sang. La multiplicité
de linfection a été estimée a environ 2 génotypes par patient. La prévalence des
mutations sur les genes Pfdhfr et Pfdhps aux positions 51, 59 et 436, 437 étaient
respectivement 66,83% ; 65% ; 22% et 54%. La fréquence des doubles sur Pfdhfr et
Pfdhps étaient respectivement 56% et 14%. Les fréquences des triples et quadruples
mutations étaient faibles avec respectivement 8% et 6%. La position 436 de Pfdhps

s’est révélée trés polymorphique avec la détection de I'acide aminé Y qui est rare.

Mots clés : Prévalence, mutations, HRM, Pfdhfr et Pfdhps
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ABSTRACT

The massive and continuous administration of SP creates a drug pressure that can
lead to the observation of mutations on Pfdhfr and Pfdhps genes. Hence, it is
recommended by WHO to continue drugs resistance monitoring for the molecules
listed in the treatment of malaria cases in endemic areas. We conducted a prospective
study of the distribution of mutations on the Pfdhfr 51/59 and Pfdhps 436/437 genes in
the localities of Missira and Sélingué in Mali in 2017. The study was conducted during
the period of the Seasonal malaria chemoprevention campaigns in 2017 within children
less than 60 months of age who received doses of amodiaquine and sulphadoxin-
pyrimethamine. Children from 3 to 59 months were identified prior to SMC. All patients
coming at the health centers and belonging to this cohort were screened by thick smear
for possible episode of malaria. For positive smear cases, a venous sample was taken
and stored at -80°C for in vitro tests and then dried blood spots are made using filter
papers. Parasite DNA was extracted from filter paper using Qiagen®. The multiplicity
of infection has been estimated using the msp1 polymorphic marker and samples have
been scanned for resistance mutations using the HRM method. Of a total of 5247
children monitored, 3919 were screened for malaria and 202 have a positive thick
smear with a parasitaemia greater than 1000 Tf/uL of blood. The multiplicity of infection
has been estimated at about 2 genotypes per patient. The prevalence of mutations on
the Pfdhfr and Pfdhps genes at positions 51, 59 and 436, 437 were respectively
66.83%; 65% then 22% and 54%. The frequency of double mutations on Pfdhfr and
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Pfdhps were respectively 56% and 14%. The frequencies of the triple and quadruple
mutations were low with 8% and 6% respectively. The Pfdhps at the position 436 was

very polymorphic with the detection of the rare amino acid Y.

Key words: Prevalence, mutations, HRM, Pfdhfr and Pfdhps
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