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CYP2C19 Cytochrome 2C19

CYP2D6 Cytochrome 2D6

CYP3A4 Cytochrome 3A4

DAPI 4, 6-Di-amidino-2-Phenyl-Indole
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ELISA Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay (dosage dimmunoadsorption
par enzyme liée)

ET Ecart Type

FRC Formulaire de Report de Cas
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Hb hémoglobine

HRP2 Histidin Rich Protein 2 (Proteine Riche en Histidine 2)

ICEMR International Center of Excellence for Malaria Research (Centre
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INRSP Institut National de Recherche en Santé Publique

IP Indice Plasmodique
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P. falciparum Plasmodium falciparum
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PCT Temps de clairance parasitaire

PfCRT Plasmodium falciparum Chloroquine Resitance Transporter

PNLP Programme National de Lutte contre le Paludisme
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PYR Pyriméthamine

QBC Quantitative Buffy-Coat
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SP Sulfadoxine Pyriméthamine
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V2M Vision Médicale du Mali

Hamadou BOUARE

Thése de Pharmacie 2018 LBMA




Test d’efficacité de la combinaison Artéméther + Luméfantrine et Artesunate + Amodiaquine, 2016

TABLE DES MATIERES

1 INTRODUCTION ...ttt ettt ettt e e 1
2. OBUIECTIFS et n e nnn e 5
2.1. ODJeCtif PrINCIPAl & ....cveeviee e 5
2.2. ODJECtifs SPECITIQUES : ..o.vveveceieceete sttt ns 5
3. GENERALITES & ..t 6
3.1 DAFINITIONS ..ottt et 6
KT o 1151 (o] o [ -SSP 6
3.3. Répartition géographique du paludiSme : .........ccceeieiieii i 8
3.3.1. DaNS 18 MONGE & ... 8
332 BN ATTIQUE e 9
.33 AU MAWLL et 9

B BIOLOGIE ...ttt ettt ne e 10
AL VECTEUR ...ttt et 10
3.4.2. SYSTEMIQUE ... ..ottt e ne e 11
3.4.3. AQENt PAtNOGENE......ccueciicie et 12
3.4.4. Cycle de vie des plasmOdies.........cccueieeieiieiicie s 16

3.5. DIagnOostiC DIOIOGIGUE ......ccveeieieiecieee et 18
3.5.1. Diagnostic de préSOMPLION .........c.coieiieieiie e 18
3.5.2. Les tests rapides de diagnostic : TDR .........cceoiiiiiicie e 19
3.5.3. La Polymerase chain reaction (PCR) .........ccccoceiiiiiiiii i 20
3.6. Manifestations du PAIUTISIME ...........cooviiiiiiiice e 20
3.7. Traitement du PAIUISME.......c.ooiiiiiei s 21
3.7.1. Classification des antipaludiQUES ...........cooeriieieniiiiiieeeee e 21
3.7.2. Associations d’antipaludiques a effet synergique schizonticide : .................... 22

3.2.1. Modes d’action des antipaludiques : (Pr Pichard E. Semaine thématique paludisme 23

3.7.3. Pharmacocinétique des antipaludiques couramment utilisés en association....24
Hamadou BOUARE Thése de Pharmacie 2018 LBMA




Test d’efficacité de la combinaison Artéméther + Luméfantrine et Artesunate + Amodiaquine, 2016
3.7.4. La sulfadoxine-pyriméthamine (Fansidar®) : (Pharmacocinétique des antipaludiques 32
3.7.5. Association atovaquone + proguanil (Malarone®) : (Pharmacocinétique des.32
3.7.6. Association artéméther + luméfantrine (Coartem®/Riamet®) : (Pharmacocinétique des 32
3.7.7 Association artésunate + amodiaquine : (Pharmacocinétique des antipaludiques32
3.7.8 Association artésunate + méfloquine : (Pharmacocinétique des antipaludiques32
3.8. Politique de tralteMeNt : ........cooveieee e 33
3.8.1. Traitement du paludisme simple a Plasmodium falciparum: (World Health...33
3.8.2. Traitement du paludisme simple aux autres especes plasmodiales : (World ...34

3.8.3. Traitement du paludisme grave : (World Health Organization, World Health 34

3.9. Prophylaxie: (Pharmacocinétique des antipaludiques couramment utilisés en....... 34
3.9.1. Lutte antiveCtorielle @ .. ..o s 34
3.9.2. ChimioprophyIaXIe & .....cviiiiiieiesii e 35

3.10. Resistance du Plasmodium aux antipaludiques : .........cccooerernienennienieneneeseens 37
3.10.1. Les aminoquinoleines : 1a chloroquine............cccooviiiiiiniicic e 37

3.10.2. Le temps de clairance parasitaire comme parametre de contrdle des CTA: ..37

4. MATERIELS ET METHODE........oo it 39
4.1. Site et Population d’étude ..........cccoviiiiiiiiiiiiii 39
4.2. PERIODE D’ETUDE : ....ooiiiiiiiiiitiieisie ettt 41
4.3. EChantillonNNage :.......ooveiiieece et 41
4.4, Criteres d INCIUSION  ..vviiiiiieiiiieiiiie sttt e sttt ettt e et e et e e e b e e nnaeeenneees 42
4.5. Criteres d EXCIUSION : ..viiiiiiiiiiiieiiiiie it ettt e e e b e e nrae e e nneees 43
4.6. Diagnostic du paludisme simple a Plasmodium falciparum..........ccccccooevveveinnne. 43

4.6.1. DiagnoStiC CHINIQUE ....ooviiiiiiiee e 43
4.6.2. DiagnostiC DIOIOGIGUE. ........oviiiiiiiiieee e 43
4.7. SCNEMA tNErAPEULIQUE .....cvevieieeiieee et 46
4.8. Le SUIVI dES PALIENTS ©...iviiiiiiieiieieie e bbbt 47
4.9. Analyse des EChantillons ..o 48
4.9.1. ANalyses MOIECUIAITES ........ccuiiiiiiiiiiieeeee e 48
4.9.2. Amplification des sequences spécifiques de P. falciparum ............cc.ccocevvnene 52

Hamadou BOUARE Thése de Pharmacie 2018 LBMA i




Test d’efficacité de la combinaison Artéméther + Luméfantrine et Artesunate + Amodiaquine, 2016

4.9.3. Analyse des produits de Ia PCR & .....ooiiiii e 58
S RESU LT AT S ettt sh e b e bttt e e sae e s beesrneanee 60
5.1. Parametres démographiqUES..........ccocoieiiiirinenieiee e 60
0.2, GENOTYPAGE ...t ne e 65
6. COMMENTAIRES ET DISCUSSION :....ooiiiiiiiiieeieere e 69
6.1, LICU A ETUAR .o 69
(I \V/ 1= 1 g oo (o] [o o | =SSOSR 70
6.3, RESUITALS ... 71
7. CONCIUSION .ttt bttt ettt n e n e 74
8. RECOMMEANUALION ... 75
Hamadou BOUARE Thése de Pharmacie 2018 LBMA




Test d’efficacité de la combinaison Artéméther + Luméfantrine et Artesunate + Amodiaquine, 2016

LISTE DES TABLEAUX

Tableau 1 : Les différents faciés de transmission du paludisme au Mali[35].................. 10
Tableau 2: taxonomie du vecteur du paludiSMe ..........cceieiiiiiiiiiineeee s 12
Tableau 3 : Protocole d’administration des molécules AL en fonction du poids ............ 47

Tableau 4: Protocole d’administration des molécules ASAQ en fonction du poids........ 47

Tableau 5 : liste des eXamens Par VISITE .........ccviveiieiieie e 48
Tableau 6: Les composants des mélanges réactionnels ...........c.ccoovvvveieieveienciienesinennns 53
Tableau 7: Les composants des mélanges réactionnels ...........c.coovvvvvieeneicnciieiesinennns 54
Tableau 8: Répartition des patients selon le sexe (N=480) .......cccccvevveveiieieiie e 60
Tableau 9: Répartition des patients en fonction de la tranche d'age (n=480) .................. 60
Tableau 10: Répartition des patients en fonction de la tranche de parasitémie a JO
(R ) SRRSO 61
Tableau 11: Répartition des patients en fonction de la survenue d’échec thérapeutique
10rS dU SUIVE (NZ480) ...ttt ettt e sae e e e sraesreeee s 61

Tableau 12 : Répartition des cas d’échecs thérapeutiques en fonction de leur période de
SUPVENUE (NT8L) ..ttt bttt bbbttt e e bbb snenne s 62
Tableau 13: Répartition des patients en fonction de la clairance parasitaire (n=480)..... 62

Tableau 14: Multiplicité de I’infection selon MSPL (N=151) ....cccccvevviiieiieie i 66
Tableau 15: Multiplicité de I’infection selon MSP2 (N=153) .......ccovvvieinrnieneieieseeiens 66
Tableau 16: Multiplicité de I’infection selon glurp(N=110) ........cccceverimrinenienieniiininns 67
Tableau 17: Multiplicité de I’infection (MOI) selon les trois marqueurs..............cc.eeeee 67

Tableau 18: Evolution de la multiplicité de I’infection en fonction de la parasitémie.... 68
Tableau 19: Cas de Recrudescence Vs Nouvelle infections aprés la correction

NOLECUIRITE ..ot ettt e e e e e e e et eeeeeeeeeee et eeeeeeeeaeeaeeeaeeseaaaaes 68

Hamadou BOUARE Thése de Pharmacie 2018 LBMA




Test d’efficacité de la combinaison Artéméther + Luméfantrine et Artesunate + Amodiaquine, 2016

LISTE DES FIGURES

Figure 1 : Répartition du paludisme dans le monde (OMS, 1999) ........cccccevvivievveriecnnnnn, 8
Figure 2: Séquences nt codant pour le tripeptide de I'allele Kl.........ccccoooiiiiiiiiinenen. 14
Figure 3: Séquences nt codant pour le tripeptide de I'allele MADZ20. ..........ccccoeeevniennee. 14
Figure 4:Alignement des séquences du bloc 2 de l'allele RO33 par 9 nt (colonne de
gauche) et séquences d'acides aminés correspondantes (colonne de droite)..................... 14
Figure 5 : Gene msp2 de P. falCIPArUM ...........cooiiiiiiiic s 15
Figure6 :Cycle biologique des espéces plasmodiales chez I’homme et le moustique ..... 18
Figure 7 : mécanisme d’action des antipaludiques ..........ccccevivereiiieiieresie e 21
Figure 8 :Structure chimique de 1a qUININE .........cccooieiieie e 24
Figure 9 : Structure chimique de la MefloquINe..........cooeieiiiiiiiii 26
Figure 10 :Structure chimique de 1’amodiaquing ............cccceveriiiniininiieieiee e 27
Figure 11 : Structure chimique de artémiSinine...........ccocererererienisiieienese s 28
Figure 12 : Structure chimique de I’artéméther et 1’artésunate............cccocveevveresineirnenns 28
Figure 13 : Structure chimique de la dihydroartémisinine.............ccccceevvivevvevesiiesnenns 29
Figure 14 : Structure chimique de la luméfantrine...........ccocoeviinneiic e 30
Figure 15 : Structure chimique de la primagquing..........cccooevereiinieninieeee s 31
Figure 16 : Carte sanitaire de la zone de SEIINQUE. ...........cccoeiveiiiiiiicie e 40

Figure 17: situation géographique du village de Missira dans la commune de Sebekoro |

Figure 18 (a et b): Algorithme de discrimination des cas de recrudescence des cas de

NOUVEIIE INTECHION ...t e e et e e e e e e e e 49

(221 RSP 63
Figure 20 : Corrélation entre 1’age et le TCP (N=480) ......ccooeiiiiiiiiiieieee e 64
Figure 21 : Clairance parasitaire en fonction des deux bras ............ccccoeovvveviiiiiiiecnenns 64
Figure 22 : Corrélation entre la parasitémie initiale et le PCT (n=480)...........c.ccccevvrennene 65
Figure 23 : Image d’une PCR msp2 sur gel d’agarose. .........cocevvrerinienienienieneneseniennns 66
Hamadou BOUARE Thése de Pharmacie 2018 LBMA




INTRODUCTION



Test d’efficacité de la combinaison Artéméther + Luméfantrine et Artesunate + Amodiaquine, 2016

1. INTRODUCTION

Le paludisme est une erythrocytopathie fébrile due & des parasites du genre
Plasmodium transmis d’une personne a I’autre par des piqlres de moustiques Anopheles

infectés.

Ces moustiques qui sont les vecteurs du paludisme piquent principalement entre le
crépuscule et le petit matin [1]. C’est une maladie tropicale, endémo-epidémique et pose
un probleme majeur de santé publique dans les pays en développement avec de
nombreuses consequences socio- économique [2]. Dans un rapport publié par
I’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) en décembre 2017, 216 millions de cas de
paludisme et 445 000 cas de déces ont été enregistrés en 2016 [3].

En 2016, on estime que I’incidence du paludisme a reculé dans la population exposee de

18% au niveau mondial tandis que le taux de mortalité a baissé de 29%. On estime que

/////

L’Afrique représente 60% des cas de paludisme qui surviennent dans le monde.
Approximativement 75% des cas sont dus & Plasmodium falciparum. Plus de 80% des
déces par le paludisme se produisent en Afrique subsaharienne et 18% de ces cas de
déces surviennent chez les enfants de moins de 5 ans [3]

L’espéce Plasmodium falciparum prédomine avec environ 90% de la formule parasitaire,
suivie des especes Plasmodium malariae (au tour de 14%) ; Plasmodium ovale avec
(1%), et un cas de plasmodium vivax au nord[1]. L’Afrique subsaharienne supporte une
part disproportionnée de la charge mondiale du paludisme[4]. En 2015, 90% des cas de
paludisme et 92% des déces dus a cette maladie sont survenus dans cette région, 76% des
cas de paludisme et 75% des déces dus a cette maladie surviennent dans treize pays

principalement en Afrique subsaharienne[4].

Dans les régions ou la transmission du paludisme est intense, les enfants de moins de 5
ans risquent tous particulierement de contracter le paludisme, de tomber malade et de
mourir ; plus de deux tiers (70%) des déces dus au paludisme surviennent dans cette

tranche d’age[4].

Au MALI, en 2014 un rapport du PNLP (Programme National de Lutte contre le
Paludisme) a fait ressortir plus de 2500000 cas suspects de paludismes dont 1700000 cas
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simples et 800000 cas graves avec 2309 deces[5]. Le paludisme sévit sur tout le territoire

national du Mali.

Le paludisme est la premiere cause de mortalité (13 %) et de morbidité (15,6 %) dans la
population générale[6]. Il constitue en outre la premiere cause de consultation dans les
services de santé maternelle et infantile et dans les services de pédiatrie a 1’Hopital
Gabriel Touré soit 49,7%[7]. 1l occupe la deuxieme place dans les étiologies des
syndromes fébriles en médecine interne a I’Hopital du point G soit 12,8%[8]. La
mortalité spécifique liée a cette érythrocytopathie dans la population des enfants de moins
de 5 ans est estimée entre 25 et 35% de la mortalité infanto-juvénile globale[9]. Ces décés

sont imputables a deux complications principales : le neuropaludisme et I’anémie.

Au Mali parmi les cing especes de parasites qui infectent 1’homme, Plasmodium
falciparum est la plus virulente et est responsable des formes cliniques graves et de la
majorité de la mortalité associée au paludisme[10].

La prise en charge du paludisme nécessite un diagnostic précoce et un traitement de la

maladie au moyen d’antipaludéens efficaces[11]

Les combinaisons thérapeutiques a base d’Artémisinine constituent actuellement I’arme
la plus puissante pour traiter le paludisme a Plasmodium falciparum[11]

Des preuves de la résistance aux artémisinines ont été trouvées puis confirmées a la
frontiére entre la Thailande et le Cambodge[11]. D’autres foyers suspects ont été signalés
dans la sous-région du Grand Mékong, mais n’ont pas été encore confirmés[11].Selon
I’OMS, la vérification de la baisse a la sensibilit¢ du plasmodium aux combinaisons
thérapeutiques a base d’artémisinine CTA doit se référer sur la proportion des patients qui
porteront une parasitémie apres leur troisieme jour (J3) du traitement a base de CTA
(basée sur le temps de clairance parasitaire, TCP) ; aussi le changement de la politique de
traitement antipaludique d’une zone doit se référer sur la proportion des cas d’échecs
thérapeutiques a base de CTA sur une période de suivi allant 28 a 42 jours selon la

combinaison[12].

Actuellement ’OMS recommande aux pays d’endémie du paludisme de procéder a un
suivi régulier de I’efficacité des médicaments antipaludiques tous les 24 mois au niveau
des sites sentinelles, afin de détecter des modifications de leur efficacité
thérapeutique[13]

Au Mali, une étude déja menée sur la baisse de la sensibilité du Plasmodium a

I’artésunate a prouvé 1’efficacité de cette derniére sans clairance parasitaire retardée[14]
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Cependant, il existe peu de données récentes sur la reponse du Plasmodium aux
combinaisons thérapeutiques a base d’artémisinine.

La résistance d’un pathogeéne en général du Plasmodium en particulier a une molécule
s’acquiert par suite d’une pression thérapeutique forte et conduit a la sélection des
mutants. Elle peut aussi s’acquérir lorsqu’ il y a une mauvaise observance durant le
traitement. Ainsi, I’évaluation de I’efficacité thérapeutique est nécessaire et devrait étre
conduite d’une maniére réguliére pour détecter une menace sur la réponse du
Plasmodium aux antipaludiques (cas du paludisme). Il y a plusieurs types d’évaluation,
elle peut se faire in vivo par suite d’administration d’antipaludiques et le suivi du patient
jusqu'a la clairance parasitaire, elle peut étre conduite ex vivo (in vitro) ou le parasite est
exposeé a une concentration de médicament et indiquant la concentration inhibitrice 50
(C150). Enfin, avec des techniques moléculaires, utilisant des mutations ponctuelles de
bases nucléotidiques associées a une molécule antipaludique, il est possible de détecter

les souches résistantes ou sensibles.

En effet, cette espéce (P. falciparum) présente une large diversité antigénique. Ce
polymorphisme conduit a des différences de profil génétique entre les souches

plasmodiales.

L’utilisation récente des techniques immunologiques et de biologie moléculaire ont
ouvert une nouvelle dimension de la complexité de I’épidémiologie du paludisme. Ces
techniques ont démontré que les souches de P. falciparum peuvent se différencier par
leur profil antigénique[15] et par leur sensibilité ou résistance aux antimalariques[16]
Ces dernieres années, des marqueurs polymorphiques obtenus a partir du génome ont
permis d’identifier par la réaction de polymérisation en chaine (PCR) des micro-
organismes appartenant a la méme espece mais avec des profils génétiques
différents.[10]. En plus, il a été observé que ces micro-organismes génétiquement
différents peuvent coexister dans le sang lors d’une infection[10].

Nous pensons que chaque micro-organisme avec un répertoire antigénique différent
présente un potentiel pathogénique spécifique due a sa propre dynamique d’induire ou de

créer des manifestations morbides spécifiques.

En effet, le séquencage du gene de la protéine majeure de la surface du mérozoite
(MSP-1) des isolats de P. falciparum provenant de différentes zones géographiques a
montré un grand polymorphisme génétique, surtout au niveau du Bloc2[17] Au niveau
de ce bloc, trois allotypes ont été identifiés. L’allotype K1 a été mis en evidence en

Thailande dans le village de Karnjanaburi[18], le MAD20 a Madang en Papouasie
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Nouvelle Guinée[18] et le RO33 au Ghana[19] Une forme hybride entre le MAD20 et
le RO33 a été mise en évidence au Mali[20]. Ces 4 formes du gene de mspl peuvent
exister simultanément au cours d’une infection de paludisme a P. falciparum[21]
Ainsi, des études ont monté des infections de plus de 6 allotypes par patient (Parasites),
chez les enfants de moins 9 ans au moment du prélévement sanguin [10] d’ou la notion
d’infection polyclonale. La signification de cette infection polyclonale n’est pas encore
élucidée, il est probable que chaque allotype puisse étre associé ou est a ’origine des
symptémes palustres spécifiques observés au cours de la maladie.

L'étude de polymorphisme des genes Merozoite Surface Proteinl et 2 et les protéines
riche en glutamate (mspl,msp2 ,glurp) permet de connaitre le niveau de transmission du
paludisme, mais aussi dans le cadre de la surveillance du traitement de distinguer les
recrudescences des infections nouvelles parmi les cas d’échecs thérapeutiques [22].

La probabilité pour un patient, en particulier dans les zones de transmission intense, d'étre
nouvellement infecté par un parasite possédant un génotype identique a celui de
I'ancienne infection est faible]. Par conséquent, le fait de comparer les génotypes des trois
locus au départ et au moment de I’échec thérapeutique devrait étre discriminatoire entre
recrudescences et nouvelles infections [22].

La commune de Sélingué et le village de Missira ont bénéficié de la stratégie intégrée de
lutte contre le paludisme par la couverture universelle de 1’usage des moustiquaires
imprégnées d’insecticides, du traitement gratuit du paludisme simple par la combinaison
thérapeutique a base d’artémisinine et le traitement présomptif intermittent avec la
sulfadoxine + Pyrimethamine.

Ainsi, ces deux sites apparaissent comme des lieux propices pour I’évaluation de

I’efficacité thérapeutique de la combinaison thérapeutique a base d’artémisinine utilisant
a la fois les techniques de détection de la résistance des Plasmodies.

Ce travail se base sur I’hypothése qu’apres 9 ans d’utilisation des CTA, au Mali il y a
une possibilité de baisse de la sensibilité des souches de P. falciparum & la combinaison
thérapeutique a base d’artémisinine.

C’est ainsi que nous avons conduit une étude dans la commune rurale de Sélingue et a
Missira pour tester 1’efficacité des CTAs (artemether + lumefantrine) et ( artesunate+
amodiaquine) dans le traitement du paludisme simple a P.falciparum et évaluer la
dynamique de la population de P.falciparum selon le portage des alleles pour les

marqueur smspl,msp2 et glurp.
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2. OBJECTIFS

2.1. Objectif Principal
Examiner I’efficacité parasitologique et clinique de 1’ Artémether plus la Luméfantrine et

Artésunate plus Amodiaquine, a Selingué et a Missira en 2016

2.2. Objectifs spécifiques

e Evaluer I’efficacité des CTAs sur une période de 42 jours de suivi ;

o Evaluer la clairance parasitaire apres traitement avec la combinaison AL et

ASAQ ;

e Estimer la multiplicité de I’infection a P.falciparum a partir des cas d’échecs

thérapeutiques ;

e Discriminer les cas de recrudescence des cas de nouvelles infections.
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3. GENERALITES

3.1. Définitions

Le paludisme connu aussi sous le nom de « malaria » (un mot italien qui veut dire
mauvais air) est une érythrocytopathie provoquée par le développement dans les hématies
d’un parasite hématozoaire du genre Plasmodium transmis a ’homme par la piqire

infectante d’un moustique (! ’anophéle femelle).

3.2. Historique

De l'italien pour « mauvais air », le paludisme a probablement influencé dans une large
mesure les populations humaines et I'histoire humaine.

Les symptdmes du paludisme ont été décrits dans les anciens écrits médicaux chinois. En
2700 av. J.-C., plusieurs symptémes caractéristiques de ce que I'on appellerait plus tard le
paludisme ont été décrits dans le « Nei Ching ». Le Nei Ching a été édité par I'empereur
Huang Ti. Le paludisme est devenu largement reconnu en Gréce au 4éme siécle avant
notre ére, et il était responsable du déclin de nombreuses populations.

Quinine (début du 17éme siécle)[23]

Apres leur arrivée dans le Nouveau Monde, les missionnaires jésuites espagnols ont
appris des tribus indiennes indigénes d'une écorce médicinale utilisée pour le traitement
des fiévres. L'écorce de l'arbre s'appelait alors I'écorce péruvienne et I'arbre s'appelait
Cinchona d'apres la comtesse. Le médicament de I'écorce est maintenant connu comme
I'antipaludéen, la quinine. Avec les artémisinines, la quinine est I'un des médicaments

antipaludiques les plus efficaces disponibles aujourd'hui.
Découverte du parasite du paludisme (1880)[23]

Charles Louis Alphonse Laveran, chirurgien de I'armée francaise stationné a Constantine,
en Algérie, a été le premier a remarquer des parasites dans le sang d'un patient atteint de
paludisme. Cela s'est produit le 6 novembre 1880. Pour sa découverte, Laveran a recu le
prix Nobel en 1907.

Différenciation des especes de paludisme (1886)[23]

Camillo Golgi, un neurophysiologiste italien, a établi qu'il y avait au moins deux formes
de la maladie, une avec une périodicité tierce (fiévre tous les deux jours) et une avec une
périodicité quarte (fievre tous les trois jours). Il a également observé que les formes

produisaient un nombre différent de mérozoites (nouveaux parasites) a maturité et que la
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fievre coincidait avec la rupture et la libération de mérozoites dans le courant sanguin. Il

a recu un prix Nobel de médecine pour ses découvertes en neurophysiologie en 1906.

Désignation des parasites du paludisme humain (1890, 1897) [23]. Les enquéteurs
italiens Giovanni Batista Grassi et Raimondo Filetti ont d'abord introduit les
noms Plasmodium vivax et P. malariae pour deux des parasites du paludisme qui
affectent I'homme en 1890. Laveran avait cru qu'il n'y avait qu'une seule
espece, Oscillaria malariae . Un Américain, William H. Welch, a passé en revue le sujet
et, en 1897, il a nommé le parasite malin du paludisme de Tertian, P. falciparum. Il y
avait beaucoup d'arguments contre l'utilisation de ce nom; cependant, l'utilisation était
tellement répandue dans la littérature que le changement de nom donné par Laveran
n'était plus considéré comme possible. En 1922, John William Watson Stephens a décrit
le quatrieme parasite du paludisme humain, P. ovale . P. knowlesia été décrite par Robert
Knowles et Biraj Mohan Das Gupta en 1931 chez un macaque a longue queue. La

premiére infection humaine documentée avec P. knowlesi était en 1965.

Découverte que les moustiques transmettent des parasites du paludisme (1897-1898)
[23]

Le 20 ao(t 1897, Ronald Ross, un officier britannique du service médical indien, fut le
premier a démontrer que les parasites du paludisme pouvaient étre transmis des malades
infectés aux moustiques. Dans ses travaux ultérieurs sur le paludisme aviaire, Ross a
montré que les moustiques pouvaient transmettre les parasites du paludisme d'un oiseau a
l'autre. Cela a nécessité un cycle sporogonique (l'intervalle de temps pendant lequel le
parasite s'est développé chez le moustique). Ainsi, le probleme de la transmission du

paludisme a été résolu. Pour sa découverte, Ross a recu le prix Nobel en 1902.

Chloroquine (Resochin) (1934, 1946) [23] La chloroquine a été découverte par un
Allemand, Hans Andersag, en 1934 dans les laboratoires de Bayer IG Farbenindustrie
AG a Eberfeld en Allemagne. Il a nommé son composé resochin. Grace a une série de
défaillances et de confusion provoquées pendant la guerre, la chloroquine fut finalement
reconnue et établie comme un antipaludique efficace et slr en 1946 par des scientifiques

britanniques et américains.
Resistance aux antipaludiques (1957 a nos jours)
En 1957 la chloroquinorésistance est constatée en Asie et en Amérique du sud [24].

En 1970 le Professeur Zhenxing Wei (Chine) réalisait un extrait de I’artémisinine [25].
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1979 en Afrique, la résistance a la chloroquine a été observée pour la premiere fois en
Tanzanie [26], en Asie du Sud-est, la résistance du Plasmodium a I’artémisinine est

suspectée [13]

En 2006 au Cambodge, la résistance du Plasmodium a I’artémisinine a été identifiée pour
la premiere fois [13] La méme année, la chloroquine a été retirée du traitement du

paludisme simple a P. falciparum au Mali [27].

Actuellement, la recherche demeure orientée vers la lutte anti vectorielle, le traitement
curatif et prophylactique, la vaccination. La lutte anti vectorielle est confrontée a un

probléme technique.
3.3. Répartition géographique du paludisme

3.3.1. Dans le monde

Global tendency of malaria cases

Increasing and decreasing rates from 2010 - 2015

M Malaria-free since 2016
ol Significant decrease
Relative stagnation

M Significant increase

Source: WHO World Malaria Report o DW

Figure 1 : Répartition du paludisme dans le monde (OMS, 2016)

Source:https://www.google.com/search?q=carte+paludisme+2017 &tbm=isch&source=iu
&ictx=1&fir=HY5AfINnG4hc3IM%253A%252CLVn_dXxADc-
10M%252C_&usg=__ugqLYO3vunFI1SrPaY XJMwWABAPe0%3D&sa=X&ved=0ahUKE
wj80ayurcraAhUMPBQKHR39CMo0Q9QEIKDAA#imgrc=AnAQxPntQa2roM

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

rang des prioritts de I’OMS pour ses ravages directs et conséquences socio-
économiques. Selon ’OMS pres de la moitié de la population mondiale est exposée au

paludisme[4]
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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) [28].La résistance s’est peu a peu propagée dans les zones
d’endémie.

La chloroquine est présentement retirée de la liste des médicaments pour la prise en
charge du paludisme a P.falciparum au Mali.

En Amérique du Sud, des cas de parasitémie ont été récemment relevés au troisieme jour
du traitement aux CTAs. Toutefois, le génotypage du géne K13 n’a révélé aucune
mutation

La résistance a D’artémisinine sévit actuellement en Asie du sud-est, notamment au
Cambodge depuis 2006, a Lao PDR depuis 2013, & Myanmar depuis 2008, en Thailande
depuis 2008 et au Viétnam depuis 2009[13].

3.3.2. En Afrique

Le paludisme constitue un probléme majeur de santé publique en Afrique subsaharienne
[29].

Les enfants de moins de 5 ans et les femmes enceintes constituent les groupes a risque
[30]. La résistance de 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 [31]. Cependant, une réduction de la sensibilité a 1’artémisinine est présente dans
certaines zones endémiques en Afrique [32].

Beaucoup d’études sur 1’efficacité des CTAs sont en cours dans la plupart des zones
endémiques. De nos jours, aucun cas de mutation sur le gene Pfk1l3 n’a été signalé
associé a une clairance parasitaire retardée. Les résultats des différentes études menées

montrent que les CTASs sont encore efficaces en Afrique [13]

3.3.3. Au Mali
Au Mali, le paludisme est de type saisonnier c’est a dire que la transmission est
endémique avec un pic saisonnier pendant la saison des pluies. Le tableau ci-dessous

décrit les facies de paludisme qui sévissent au Mali ainsi que les niveaux de transmission.
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Tableau 1 : Les différents faciés de transmission du paludisme au Mali[33]

Facies Transmission Endémicité Région Caractéristiques
épidemiologiques paludisme IP géographique
Facies -Intense Holoendémique Sikasso Prémunition
soudanoguinéen (-6 mois/an) IP>75% acquise 5
ans.
Faciés -Intense Hyperendémique Ségou, Prémunition 9 ans.
nordsoudanien (3-4 mois/an) IP:5-75% Koulikoro, Neuropaludisme,
et Mopti fréequent a 1-9 ans.
Sahel
Faciés saharien -Sporadique Epidémique Gao, Kidal, Adultes aussi
-voire IP<10% Tombouctou exposes
épidémique risque paludisme
grave
et compliqué.
Facies des -Bimodale Mesoendémique Sélingue, Anémie palustre
barrages (Plurimodale) IP:26-50% Manantali, élevée chez moins 9
Markala ans.
Facies urbain Hypoendémique Bamako, Adultes bamakaois
IP<10% Mopti ville risque paludisme

grave.

Source : http://www.theses.fr/1992MON20039

3.4. BIOLOGIE

3.4.1. Vecteur

Le paludisme est transmis exclusivement par les piglres de moustiques Anophele. Parmi

plus de 500 espéces d’Anophele reconnues a ce jour, 41 sont des vecteurs majeurs du

paludisme, dont le plus grand nombre (39%) se trouve en Asie du Sud-est, alors que les

vecteurs les plus compétents, An. gambiae et An. arabiensis, sont en Afrique. Chaque

espece vectrice présente ses caractéristiques comportementales, géographiques et

écologiques qui lui sont spécifiques et qui déterminent 1’épidémiologie locale du

paludisme [34].

Toutes les especes importantes de vecteurs piquent la nuit.
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Les Anophéle se reproduisent dans 1’eau et chaque espéce a ses préférences ; certaines par
exemple préferent 1’eau douce de faible profondeur comme les flaques, les rizieres et les
empreintes laissées par les sabots d’animaux.

La transmission est plus intense aux endroits ou les especes de vecteurs ont une durée de
vie relativement longue (ce qui permet au parasite de compléter son cycle de
développement a I’intérieur du moustique) et piquent plutot les étres humains que les
animaux. Par exemple, la longue durée de vie et la forte préférence pour I’homme des
especes africaines de vecteurs expliquent que pres de 90% des déces par paludisme
enregistrés dans le monde surviennent en Afrique [34].

Au Mali, des études conduites par Touré en 1983 ont montré qu’An. gambiae s.| est
composé de 3 sous espéces qui sont : An. gambiae s.s, An. arabiensis et An. gambiae s.s,
celle-ci est composée de 3 formes chromosomiques dénommées Bamako, Savane et
Mopti [35]. La forme Mopti se rencontre fréquemment dans les zones d’inondation du
fleuve Niger, elle coexiste avec la forme Bamako dans les régions humides du sud, avec
des fréquences faibles. La forme Savane se rencontre dans les zones du sud et du centre.

La transmission du paludisme est assurée en saison séche froide (Novembre —Février) par
An. arabiensis et la forme Mopti de An. gambiae s.s lui succédent en période seche
chaude (Mars-Juin). Les formes Savane et Bamako de An. gambiae s.s deviennent les
principaux vecteurs pendant la saison des pluies (Juillet-Octobre). Ainsi, le long de

I’année les vecteurs se relayent dans la transmission du plasmodium [35].

3.4.2. Systémique
Il existe plus de 3 500 espéces répertoriées a ce jour au sein de la famille des Culicidae
qui regroupe 1I’ensemble des insectes connus sous le nom vernaculaire de moustiques
(tableau ci-dessous). Classés dans I’ordre des Diptéres (2 ailes) et le sous-ordre des
Nématocéres (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 : Anophelinae et Culicinae.
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Régne Animalia (=Animaux)
Sous-Regne Metazoa (=Composé de plusieures cellules
Embranchement Arthropoda (=Pattes articuléees)
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 arriére 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 (= anopheles)

Genre Anopheles
Sous-genre Anopheles, Cellia,

Nyssorhynchus, Kerteszia

3.4.3. Agent pathogéne
Le plasmodium est responsable du paludisme. C’est un parasite intracellulaire, amiboide,

colonisant les hématies et produisant un pigment.

3.4.3.1. Systématique
Les Plasmodium sont des protozoaires appartenant a I’embranchement des Apicomplexa.
Cet embranchement est caractéris¢ par la présence d’un complexe apical généralement
constitu¢ d’un conoide, qui aide a la pénétration dans la cellule hote, d’un anneau polaire
et de rhoptries, qui probablement sécrétent une enzyme protéolytique ainsi que des
microtubules sous membranaires, qui assurent la mobilité de la cellule. Ils sont tous des

parasites [36].
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Embranchement : APICOMPLEXA, Classe : SPOROZOEA, Sous-classe : COCCIDIA,
Ordre : EUCOCCIDA, Sous-ordre: HAEMOSPORINA, Famille: PLASMODIDAE,

Genre : Plasmodium

3.4.3.2. Les différentes especes plasmodiales :
Il existe de tres nombreuses especes de Plasmodium (Plus de 140), touchant de
nombreuses especes animales, dont quatre espéces sont habituellement retrouvées en
pathologie humaine : P.falciparum, P.malariae ; P.vivax et P. ovale. Une cinquiéme
espéce ; P.knowlesi, parasite habituel des singes d’Asie, s’est avérée étre responsable
d’une zoonose.
[1 Plasmodium falciparum
C’est I’espece la plus répandue dans le monde et est responsable des formes cliniques
mortelles. Dans les régions équatoriales, elle est transmise toute 1’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[2].
Sur un frottis sanguin a P. falciparum, I’image se caractérise par sa monotonie.
Concernant I’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. A la différence de la goutte épaisse,
le frottis mince permet de mettre en évidence tous les détails morphologiques du parasite
et de I'nématie parasitée.
Polymorphisme allélique de P. falciparum :
Chez Plasmodium falciparum, de nombreux antigenes codés par des génes en copie
unique possedent un trés grand nombre d'alléles, pouvant parfois étre regroupés en
familles alléliques de séquence primaire tres différentes telles que mspl et msp2.
Geéne mspl (Merozoite Surface Proteinl) :
MSP1 est une protéine localisée sur le chromosome 9 de Plasmodium falciparum. Elle est
composée de 17 blocs dont le plus variable est le bloc 2. Ce dernier par sa variabilité
permet de distinguer les clones de P. falciparum. Le bloc 2 comprend les alléles K 1,
Mad20 et RO33.
L’alignement des séquences de répétition 9 nt et les séquences du bloc 2 a révélé que ces
25 clones de genes peuvent étre divises en 3 types: MAD20 (9 alleles dans 16 clones);
K1(3 alleles dans 6 clones); et RO33 (2 alléles dans 3 clones) [37].
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 ™1 1213 14 15 16 17 18 19
SO 557 SGT 56T 56T SGT =GT S5T SAD S6T 557 SAQ 56T 55T SAQ 56T 557 T 56T
GAD e SAD SGA TAD SGA SAD S3A SAO SO0A SAT SAD SGF 39T saP 5o 96T

SAD a5 s8R SGT P SGT 6P 55T 6P S6T 550 ST

SA0 sas SAD SGA SAD SGA TAQ 55T soF sof SGT

SAD saT 56T SGT S5T 85T 25T s5P sop SGT

SA0 sar so7 567 sep see 3BT

S0 soT 56T soR soF SGT

S0 5T seT see SGT

Figure 2: Séquences nt codant pour le tripeptide de I'alléle KI [37].

1 2 3 4 = [ T = 3 G 18 1F 13
sxo v SOE son Swe St SHE Sve S50 Swe S0 Sve S0
ez Twth S SDE S S5G SWa R ek Soat Sua ShEn
-
Sw'a,

SoD SvT SE ST 500G 59T Swe Sk S sem SOG
SEG SVT S0E SHT a6 ST SWa SWa Swa srwm SEG
SHEE oWl HEHE ST S66 SVT SWa Sua SeA DA Sk Saoae

SeE swvr SHlF ST =66 S66

e SwA Sed Swa SEE
S0 ST SEG SwT o sGE SuT Sue Swa Ses sus SHG
shE Swwm TH0 Swve Swa S5E SGE Sva SE6 Swa 506
st Swy SE0 Sva SvA SwA Seg soE Swe SEGE
swG sGa 506 Son Swa SDeE SYa Soo sve SEE
soin ST 66 Son Sw Sva S0§E SoE sva S0G
==5 =T 006 SO0 Swe Swa sga SHE
=xo swa SO soo Sses 55s Sve S0G

SKO Ewe 5SSO0 Sva HEG

Figure 3: Séquences nt codant pour le tripeptide de I'allele MAD20 [37].

AAGGATEGA Lvs fse Guy
1 cchAanatralCl fe Asw THR
‘ -E-:A GTTG6T1T Gun VL VL
3 schaacoCT fiLa Lys Pro
4 -;;’;’L— ga'taCT Aia fse Aea
5 ETL 6 ':_[_l“T_ Val Se= THR
b calhacToCT Gun Ser Aua
i arhanTeCT Lvs Asy FRo
i cchesTsCT Pro GLY ALA
9 acAsTacCT Thr VaL Pao
10 TcAcaTaClT Ser GLy THR
1 GcAacTalT FLa Ser ThR
12 aaheeTeCT Lys Guy Aua
13 aTARG ﬁ.-r“li-ﬁ ILe Are SeR
14 cchAeeTsCT Pao GLy ALa
15 seAaaTCCT fLa Asw Pro

_TI_:_;._G ATGAT Sem Ase Asp

TCA SR

Figure4:Alignement des séquences du bloc 2 de I'allele RO33 par 9 nt (colonne de
gauche) et sequences d*acides aminés correspondantes (colonne de droite) [37].
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Gene msp2 (Merozoite Surface Protein2) :
MSP2 est une protéine située sur le chromosome 2 de P. falciparum et comprend 5 blocs.
Le bloc 3 de ce chromosome est trés variable et comporte les alleles FC27 et 3D7 qui

permettent de différencier les clones de ce parasite.

11

consiant domain
construct

- N-terminal construct

C-terminal construct m

D Allale-specific rapasts E signal for GPI anchar attachrmant

signal peplide FC27 family-specific domain
constant domain 3D7 family-specific domain

Figure 4 : Gene msp2 de P. falciparum

[1 Pasmodium malariae

Il sévit sur les trois continents tropicaux avec une répartition beaucoup plus sporadique.
Cette espéce de Plasmodium se différencie des autres especes par une période
d’incubation plus longue allant de 15 a 21 jours, par la périodicité de la fievre (fievre
quarte), 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[2].

Son frottis sanguin se caractérise par une parasitemie réduit, mais toutes les formes
évolutives peuvent étre vues. L’hématie hote, généralement dgée avec une légere
diminution de diamétre et une teinte plus cuivrée, est caractérisée par le pointillé de

Ziemann, qui n’est pas mis en évidence par les colorations usuelles.
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En goutte épaisse, le champ microscopique est enrichi, les trophozoites jeunes peuvent
prendre I’aspect de ceux de Plasmodium falciparum, avec la présence constante de
pigment malarique, les autres éléments restent inchangés.
1 Plamodium 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 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) [2]

Le frottis sanguin montre un panachage de toutes les formes évolutives. L’hématie hote
est jeune, le pluriparasitisme est fréquemment observé (2 a 3 parasites par hématie), il
est toujours hypertrophié, décoloré avec tendance a s’ovaliser et a se franger ses
bordures, la schiiffnérisation est intense et tres 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.

1 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 [2] Au frottis sanguin, on a un panache intense dans lequel
on peut trouver toutes les variétés évolutives. Plasmodium vivax, attaque les jeunes
hématies (réticulocytes), le pluriparasitisme est rare, 1’hématie parasitée subit
précocement un important remaniement, s’hypertrophie et tend a devenir polygonale
avec apparition précoce de grains de Schuffner

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.

3.4.4. 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
I’anophéle femelle s’effectue le cycle sexue ou sporogonie [2]
[J Chez ’homme :
Il se déroule en deux phases : une phase hepatique (ou exo-érythrocytaire) et une phase

sanguine (ou érythrocytaire)
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e La phase hépatique :
L’anoph¢le femelle infesté en piquant ’homme lui inocule dans le sang, le parasite sous
forme de sporozoites. Ceux-ci restent dans la circulation sanguine pendant une demi-
heure avant de 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’espece plasmodiale, elle est cliniquement muette et correspond a la phase
d’incubation de la maladie.

e Laphase sanguine :
La rupture des corps bleus libére des mérozoites qui pénetrent les globules rouges par
endocytose, et se transforment en trophozoite. 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’hématie
libére les mérozoites dans la circulation sanguine. Chaque mérozoite envahit une
nouvelle hématie, poursuivant ainsi le cycle intraérythrocytaire. Au cours de la
multiplication dans les hématies, le parasite va produire au dépend de 1’hémoglobine un
pigment appelé I’hémozoine. Parallélement apparaissent dans I’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 1’éclatement simultané des corps en rosace d’une méme génération
qui provoque ’acceés 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 anoph¢le femelle.
[1Chez I’anophéle
Encore appelé cycle sporogonique, il débute dés I’infection de I’anophele femelle ayant
piqué un impaludé porteur de gamétocytes.
Les gametocytes passent dans son estomac, le gamétocyte femelle (ou macro gamétocyte)
se transforme et devient immobile. Le gamétocyte méle (micro gamétocyte) va subir une
ex flagellation qui I’allongera et le rendra mobile.
La fécondation du macro gamétocyte par le micro gamétocyte aboutit a la formation d’un
ceuf mobile dans la lumiére du tube digestif appelé ookinete. Celui-ci va traverser et aller

s’enkyster sur sa face externe formant un oocyste. Une fois miir I’oocyste éclate et libere
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des sporozoites qui vont gagner les glandes salivaires de 1’anophéle d’ou ils seront
inoculés a I’homme lors d’une nouvelle piqdre.

La durée du cycle chez I’anophele est de 10 a 40 jours selon la température extérieure et

les especes.
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[38]

(Source : http://www.cdc.gov/malaria/about/biology ) consulté le 18.05.2018

3.5. Diagnostic biologique

3.5.1. Diagnostic de présomption

L’hémogramme révele une anémie de type hémolytique, normochrome ou hypochrome,
avec ou sans réticulocytose. Au cours des acces aigus et dans les accés pernicieux, on
retrouve parfois une hyperleucocytose a polynucléaires neutrophiles, remplacant la
leuconeutropénie habituelle, une thrombopénie est en rapport avec la séquestration

splénique des plaquettes, tandis que dans les acces de reviviscence et le paludisme

Hamadou BOUARE Thése de Pharmacie 2018 LBMA 18



http://www.cdc.gov/malaria/about/biology

Test d’efficacité de la combinaison Artéméther + Luméfantrine et Artesunate + Amodiaquine, 2016

viscéral évolutif, une leucopénie est de reégle, de méme qu’une thrombopénie et une
hypergammaglobulinémie.

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 antigéne 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 antigénes solubles sont détectés a 1’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 fin de recherches

3.5.2. Les tests de diagnostics rapides : TDR
Les tests diagnostiques rapides du paludisme, parfois appelés " bandelettes réactives " ou
" systemes de diagnostic rapide " détectent les antigénes spécifiques (protéines) présents
dans le sang des personnes infectées, et produits par les parasites.
Plusieurs tests de diagnostic rapide (TDR) par immunochromatographie sont disponibles.
IIs sont classés en fonction du nombre d'antigénes détectés. La plupart, a I'exception de la
série OptiMalt, permettent la mise en évidence de I'HRP2 (Histidin Rich Protein 2),
spécifique de P. falciparum ; certains permettent la mise en évidence de la PLDH
(Plasmodium lactate déshydrogénase) : P. f pour P. falciparum, Pv pour P. vivax; Pan-
LDH commune aux quatre especes 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 sont simples
d'utilisation, rapides et d'un apport précieux en poste isolé. Cependant, les tests rapides
ont des limites :
[ Les faux négatifs sont dus a une faible parasitémie de 1'ordre de 100 parasites par pL,
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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 trés faibles. Le résultat des TDR peut donc étre

faussement négatif.

[1 Les faux positifs, moins bien connus, sont dus a une lecture trop tardive apreés le dépot
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 apres disparition des parasites du sang
circulant est trouvée jusqu'a 15 jours aprés négativité des tests microscopiques.

Ces tests ne doivent pas étre employés seuls.

3.5.3. La réaction de polymérisation en chaine (PCR)

C’est une technique de biologie moléculaire, basée sur la sélection puis I’amplification
d’un gene spécifique du parasite a partir d’amorces spécifiques de ce gene. Elle a
I’avantage de pouvoir détecter une souche spécifique du parasite par des genes
spéecifiques ou aprés digestion du produit de PCR avec des enzymes de restriction
specifiques. Elle permet la détection des parasitémies tres 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 colt est tres élevé

3.6. Manifestations du paludisme

» Les formes classiques
C’est l'accés palustre, fievre intermittente a fréquence variable plus ou moins
caractéristique du plasmodium infestant. La fiévre survient lors de I'éclatement des
hématies et de la libération des mérozoites

e Acces pernicieux :
C’est la forme suraigué du paludisme a P. falciparum, susceptible de tuer rapidement le
malade en absence de traitement. C'est une urgence médicale. Le début est brutal (crise
convulsive, coma) avec fievres, troubles de la conscience, du comportement,
hémoglobinurie.

e Fievre bilieuse hémoglobinurique :
Survenant parfois aprés prise de quinine motivée par un acces fébrile, cette fiévre
s'accompagne d'hemoglobinurie et d'ictere. 1l y a hémolyse brutale et massive. Cette

forme est devenue rare.
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e 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.

3.7. Traitement du paludisme

Les antipaludiques ou antimalariques sont des médicaments de synthése 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, ...).

3.7.1. Classification des antipaludiques

Les antipaludiques sont classés en fonction de leur mode d’action ou la structure

chimique.

Tissus (formes exo érythrocytaires)
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Figure 6 : mécanisme d’action des antipaludiques

3.7.1.1. Schizonticide érythrocytaires :
[0 Amino-4-quinoleines : chloroquine (Nivaquine®), amodiaquine (Flavoquine®),

pipéraquine.
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[1 Amino-alcools : quinine (Quinimax®, Surquina®, Quinine Lafranc®), méflogquine

(Lariam®), halofantrine (Halfan®), luméfantrine.

[1 Sesquiterpenes : artémisinine et ses dérivés : dihydroartémisinine, artéméther,

artésunate.

[1 Antimétabolites :

o Antifoliques : sulfadoxine, dapsone,

o Antifoliniques : proguanil (Paludrine®), pyriméthamine (Malocided),

0 Antibiotiques : cyclines (Doxypalu®, Granudoxy®Gé, Vibraveineuse®),
clindamycine (Dalacine®, Zindacine®),

0 Analogues de I’ubiquinone : atovaquone.

3.7.1.2. Schizonticides intrahépatiques :

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

3.7.1.3. Gamétocytocides :

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

3.7.2. 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
I’acquisition de résistance des plasmodies, essentiellement de P. falciparum.

Certaines de ces associations sont déja anciennes :

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

Amazonie) ;
[] Sulfadoxine + pyriméthamine (Fansidar®)
[1 Méfloquine + sulfadoxine + pyriméthamine (Fansimef®, utilisé en Asie du sud-est),

[1 Chloroquine + proguanil (Savarine®, utilisée en chimioprophylaxie seulement),

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

[J soit en associations libres (2 sortes de comprimés) : artésunate +
sulfadoxine/pyriméthamine (Arsudar®), artésunate + amodiaquine (Arsucam®),

artésunate + méfloquine (Artequin®) ;

Hamadou BOUARE Thése de Pharmacie 2018 LBMA




Test d’efficacité de la combinaison Artéméther + Luméfantrine et Artesunate + Amodiaquine, 2016

[1 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®).

3.2.1. Modes d’action des antipaludiques : [39]

[ Inhibition de la digestion de I’hémoglobine dans la vacuole nutritive du

plasmodium :
- Chloroquine, amodiaquine, pipéraquine

- Quinine, méfloquine, halofantrine, luméfantrine
[ Alkylation des métabolites de ’hémoglobine, production de radicaux libres :

artémisinines

[1 Blocage de la fabrication des acides nucléiques :

- Cytochrome bc — baisse d’ATP : atovaquone

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

- Inhibition de la DHFR : pyriméthamine, cycloguanil (antifoliniques)
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3.7.3. Pharmacocinétique des antipaludiques couramment utilisés en association [40]

[1 La Quinine : ¢’est un schizonticide endo-érythrocytaire
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Figure 7 : Structure chimique de la quinine

Source :https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/3034034#section=2DStructure

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 différents :

[ En cas d’acces simple : posologie classique de 24 mg/kg/j. (en pratique 8 mg/kg de

quinine toutes les 8 heures, pendant 7 jours, injectable ou per 0s),

[1 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

Elle peut s'administrer par voie intra-rectale biquotidienne : 15 a 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 eéliminés sous forme inchangée, 80% sous forme de

métabolites dont un actif, d’ou adaptation de posologie chez les insuffisants rénaux [41]
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Effets indéesirables : [41]
[ Fréquent, peu grave : cinchonisme (acouphénes, vertiges, céphalées, troubles de la

vision, baisse aigiie de 1’acuité auditive, troubles digestifs, vasodilatation périphérique).

[ Hypoglycémie par augmentation de la sécrétion d’insuline.
Les signes de toxicité surviennent pour des concentrations plasmatiques élevées lors
d’acces palustres graves. Ce sont principalement :

[] Toxicité cardiovasculaire : trouble de la conduction, troubles du rythme, allongement

de I’espace QT,

[1 Toxicité oculaire perte passagere de vision par atteinte des cellules rétiniennes,

] Toxicité auditive : altération de I’audition pour des fréquences élevées, acouphenes,
] Toxicité neurologique : vertiges,

] Toxicité cutanées photosensibilisation,

[] Toxicité hématologique.
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Figure 8 : Structure chimique de la Mefloquine

Source : https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/40692#section=2D-Structure

L’administration se fait seulement par voie orale.

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

Métabolisme : Il se fait par le CYP3A4 en métabolites inactifs.

Elimination: Lente inférieur a 10% sous forme inchangée dans les urines, 90% dans les
feces, T1/2 =15-22 jours [41]

Effets indésirables : [41] Les effets indésirables sont relativement fréquents mais bénins,
ce sont des troubles neuropsychiatriques qui peuvent sur venir plusieurs semaines apres
I’arrét du traitement du fait de la longue demi-vie de la méfloquine. Ces effets
neuropsychiatriques (1/2000 en traitement curatif et 1/15000 en prophylaxie) sont :
confusion, agitation, insomnie, vertiges, convulsions, diplopie, troubles de la conscience.
Ils sont vraisemblablement dose-dépendants et favorisés par la prise d’alcool.

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

La méfloguine peut entrainer des troubles du rythme cardiaque, le plus souvent des

bradycardies.
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[1 Amodiaquine :

Figure 9 : Structure chimique de ’amodiaquine

Source : https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/2165#section=2D-Structure

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

Aprés prise orale, I'absorption est totale et rapide. Le pic sérigue est atteint entre la 2¢é et
la 4é heure. Les amino-4 quinoléines se fixent aux protéines sériques et dans certains
tissus (foie, reins, rate cceur). L'élimination rénale est trés lente, d'ou la possibilité de
prises espacées.

Effets indésirables :[41] rares aux doses utilisées en paludologie, des effets indésirables
peuvent survenir dans le traitement de maladies du collagéne qui nécessitent des doses
trois fois plus élevees. Dans ce cas, peuvent apparaitre :

1 Des troubles nerveux : vertiges, céphalées

[] Des troubles oculaires : rétinopathie non réversible
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[1 Dérivés de I’artémisinine : artéméther, artésunate, dihydroartémisinine
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Figure 10 : Structure chimique de I’artémisinine

Source : https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/68827#section=2D-Structure

Arthémeéther

Artésunate de sodium

Figure 11 : Structure chimique de I’artéméther et I’artésunate
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Figure 12 : Structure chimique de la dihydroartémisinine

Source:https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/3000518#section=2D-Structure

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’artéméther induit son propre métabolisme.
Elimination : Ils sont éliminés sous formes de métabolites dans les urines et les féces. Le
temps de demi-vie T1/2 de Dl’artéméther et la dihydroartémisinine est d’environ 2
heures[41]

Effets indésirables : [41]

[J Ils sont Bien tolérés,
[J Allergie danslcas sur 3000,

[1 Dans de rares cas, des Palpitations, céphalées, étourdissement, toux, douleurs

abdominales, arthralgie, myalgie en cas de surdosage
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La lumefantrine
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Figure 13 : Structure chimique de la luméfantrine

Source: https://pubchem.nchi.nlm.nih.gov/compound/64373804#section=2D-

Structure
Absorption : Elle débute 2 heures apres son administration, la luméfantrine est un
composé trés lipophile. Le pic de concentration est atteint 6-8 heures aprés son
administration. Un repas riche en graisse augmente d’un facteur 2 1’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.
Métabolisme : elle est métabolisée en desbutyl-luméfantrine par le CYP3A4,
métabolite5-6 fois plus antipaludéen que la luméfantrine in vitro, ce métabolite ne
représente que 1% de 1’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=2-3jours.
Effets indésirables : [41]
Essentiellement, des troubles digestifs, une élévation modérée des transaminases et

souvent des troubles du rythme ventriculaire
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La Primaquine (Primaquine®) :

Figure 14 : Structure chimique de la primaquine

Source : https://pubchem.nchi.nlm.nih.gov/compound/4908#section=2D-Structure

La primaquine est le seul gamétocytocide disponible qui « efface » les gamétocytes de P.
falciparum matures chez ’homme, empéchant ainsi la transmission de 1’hématozoaire
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 [41]
Dérivés de I'artémisinine en monothérapie: [40]

(1 Artéméther(Paluther®) : c’est un dérivé de l'artémisinine utilisé seul par voie
injectable. Il se présente en ampoules pour intramusculaire profonde (ampoules de 40
mg/0,5 ml et 80 mg/1l 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. 1l peut étre utilisé dans des régions peu médicalisées, compte tenu de son mode

d’administration par voie IM. Il est bien tolér¢.

[1 Artésunate : L'OMS recommande ['utilisation de I'artésunate IV en premiere intention
dans le paludisme grave a P.falciparum chez I’enfant et ’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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3.7.4. La sulfadoxine-pyriméthamine (Fansidar®):[40]

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 cutanee.

3.7.5. Association atovaquone + proguanil (Malarone®) :[40]

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
I'acces simple est de 8 mg/kg/j pendant 3 jours en prise unique quotidienne, soit 4
comprimés chez 1’adulte par jour s’il a plus de 40 kg de poids, 3 comprimés chez 1’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 I’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;

Dosage enfants de 11 a 40 kg : comprimés a 62,5 mg d'atovaquone et a 25 mg de
proguanil.

3.7.6. Association artéméther + luméfantrine (Coartem®/Riamet®): [40]

Cette association se présente en comprimés a 20 mg d’artéméther et a 120 mg de
luméfantrine et est prescrit pour le traitement de ’accés palustre simple a P. falciparum :
4 comprimés en 2 prises par jour pendant 3 jours (dose adulte). Il n’est pas utilisé en
chimioprophylaxie. Les effets secondaires sont des troubles du sommeil, des céphalées,
des étourdissements, des troubles digestifs, un prurit. Il n’y a pas de cardiotoxicité. Il y a
une présentation pédiatrique : Coartem® dispersible formulation pédiatrique.

3.7.7 Association artésunate + amodiaquine :[40]

Cette association se trouve sous forme libre (Arsucam®) et sous forme fixe (AS/AQ®,
Coarsucam®). Elle est prescrite dans le traitement de l'accés 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/67,5 mg ; 1 a 6 ans, 1
comprimé 50 mg/135 mg ; 7 a 13 ans, 1 comprime 100 mg/270 mg; 14 ans et au-dessus,
2 comprimés (100 mg/270 mg).

3.7.8 Association artésunate + méfloquine [40]

L’association existe également enassociation libre (Artequin®) ou en association fixe

(AS/MQ®), qui est recommandées par I'OMS pour le traitement du paludisme a P.
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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 200mg/200 mg.

3.8. Politique de traitement

Depuis 2006, la plupart des pays ou Plasmodium Falciparum est endémique ont
progressivement actualisé leur politique de traitement, passant de la chloroquine (CQ) et
de la sulfadoxine-pyriméthamine (SP) qui sont en situation d’échec, aux associations
thérapeutiques a base d’artémisinine (CTA) actuellement recommandées.

Ces dernieres constituent désormais le meilleur traitement contre le paludisme simple a p
falciparum [42].

3.8.1. Traitement du paludisme simple a Plasmodium falciparum: [43]

Dans les cas de paludisme simple a Plasmodium falciparum, ’OMS recommande de
traiter avec une des associations a base d’artémisinine suivante :

[ Artéméther + Luméfantrine

[] Artésunate + Amodiaquine

] Artésunate + Méfloquine

] Dihydroartémisinine + Pipéraquine

[1 Artésunate + Sulfadoxine—pyriméthamine (SP)

Le traitement a base d’artémisinine doit s’étendre sur au moins trois jours.

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 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.

Chez les nourrissons de moins de cing (05) kilogrammes, le traitement du paludisme
simple & Plasmodium falciparum se fait avec les CTAs avec les mémes dosages que chez
les enfants.

Chez les patients co-infectés au VIH/SIDA, I’OMS recommande d’éviter les associations
0 Artesunate + SP si le patient est traité avec du Cotrimoxazole (triméthoprime plus

sulfaméthoxazole) ;

o0 Artesunate + amodiaquine si le patient est traité avec Efavirenz ou Zidovudine
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Chez les voyageurs non immunises, le paludisme simple a Plasmodium falciparum sera
traité avec les CTAs avant leur retour en zone non endémique.

3.8.2. Traitement du paludisme simple aux autres especes plasmodiales :[43]

Lorsque 1’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.

3.8.3. Traitement du paludisme grave :[43]

L’adulte, 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 tolére I’administration du médicament par la voie orale puis
compléter le traitement avec trois (03) jours de traitement avec les CTAs.
L’administration de 1’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 1’adulte.
Dans les milieux ou I’artésunate n’est pas disponible en injectable, il faut préférer
I’artéméther injectable que la quinine dans les cas de paludisme grave chez 1’enfant et
I’adulte.

3.9. Prophylaxie:[40]

3.9.1. Lutte antivectorielle :
La lutte antivectorielle est essentiellement basée sur :
[1 L’aménagement de I’environnement destiné a diminuer le nombre de gites

anophéliens,

[1 La technique 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.
[1 Les aspersions intra-domiciliaires d’insecticides a effet rémanent,

[J Les moustiquaires imprégnées d’insecticides : outil majeur de prévention du paludisme
au niveau communautaire, stratégie de lutte recommandée par I’OMS. Mais la résistance
des vecteurs est préoccupante, et il est nécessaire de ré-imprégner régulierement les
moustiquaires pour maintenir leur efficacité. 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.
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[ Les ports de vétements imprégnés d'insecticides (utilisés par les armées)

[ Les répulsifs (insecticides ou repellents). Beaucoup de répulsifs sont disponibles sur le

marché. Deux produits sont recommandables en pratique : le DEET et le KBR 3023.
3.9.2. Chimioprophylaxie :

3.9.2.1. Chimioprophylaxie des expatriés et des voyageurs :

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 1’antipaludique.

(] Schéma prophylactique pour I’adulte suivant les groupes 1,2 ou 3 :

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

0 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, séjour + une semaine apres.
0 Pays du groupe 3 : trois choix sont possibles :

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

séjour + 3 semaines apres,

[1 choix n°2 : Malarone® : méme dose que pour les pays du groupe 2, séjour + une

semaine apres,

[ choix n°3 : doxycycline (Doxypalu®, Granulodoxyl®Ge€), comprimés 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, séjour+ 4 semaines apres.

[1 Schéma prophylactique chez la femme enceinte suivant les groupes 1, 2 ou 3 :
0 pays du groupe 1 : Nivaquine®

0 pays du groupe 2 : Savarine® ou Malarone®,

0 pays du groupe 3 : séjour déconseillé, si séjour indispensable : Lariam® ou

Malarone®

[1 Schéma prophylactique Nivaquine chez I'enfant
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0 pays du groupe 1 : Nivaquine®

0 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
cp/j de 21 a 30 kg, 3 cp/j de 31 a 40 kg a heure fixe et en prise unique.

0 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 1cp/j,
de 21 a 30 kg : 2cp.j, de 31 a 40 kg : 3 cp/j. Si enfant < 11 kg, %2 cp/j de 5 < 7 kg (hors
AMM), % cpl/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 1’activité schizonticide de la Malarone® dans les formes
tissulaires de P. falciparum en développement transitoire dans le foie.

3.9.2.2. Traitement Préventif Intermittent (TPI) des femmes enceintes et des enfants
des pays en développement

Le traitement préventif intermittent (TPIp) consiste dans I’administration intermittente et
systématique d’antipaludiques : amodiaquine ou sulfadoxine-pyriméthamine (SP) chez
les femmes enceintes a titre prophylactique. La chimioprophylaxie est recommandée par
I’OMS pendant la grossesse, associée aux moustiquaires imprégnées, dans les zones de
haute transmission d’endémie palustre. La SP est utilisé préférentiellement lors des
visites prénatales (femmes enceintes ayant plus de 16 semaines d’aménorrhée). 1l faut
prescrire deux doses de TPIp séparées d’au moins un mois, 3¢me 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
I'infection palustre. La chimiothérapie du paludisme saisonnier (CPS) est recommandée
chez les nourrissons de 3-11 mois et les enfants de 12-69 mois. Elle associe amodiaquine
et sulfadoxine-pyriméthamine. Chez les nourrissons : un demi-comprimé de 153 mg
d'AQ une fois par jour pendant 3 jours et une dose unique d'un demi-comprimé de 500/25
mg de SP. Chez I'enfant, un comprimé entier de 153 mg d'AQ 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 aodt, septembre et octobre, donc en trois
occasions a un mois dintervalle. La CPS doit étre couplée a l'utilisation des
moustiquaires imprégnées, ce qui permet de réduire de fagon substantielle le paludisme

maladie, le paludisme infection et I'anémie. La mise en ceuvre du traitement préventif
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intermittent du paludisme chez les enfants de moins de 5 ans (TPle) est trés lente : sur les

16 pays auxquels ’OMS a recommand¢ d’adopter le TPIe, 6 seulement 1’ont fait.

3.9.2.3. Effets 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 & 100 mg, fréquente & 200 mg. Une des complications potentielles de la
doxycycline est la diarrhée a Clostridium difficile, elle est trés rare et ne doit pas faire

éliminer ce médicament dans cette indication.
3.10. Résistance du Plasmodium aux antipaludiques

3.10.1. Les aminoquinoleines : la chloroquine

Le géne de la résistance a la chloroquine a été identifié en 2000. La substitution de la
Lysine par la Thréonine en position 76 du gene PfCRT conduit a la mutation qui joue un
grand rble dans ce mécanisme de résistance a la chloroquine [44] P. falciparum
chloroquine transporter (PfCRT) [28] Ce géne situé sur le chromosome 7 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 I’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 I’amodiaquine et a la
quinine. Dans les zones ou les alleles de résistance ne sont pas fixés, on observe une
augmentation de la fréquence de 1’alléle sauvage aprés abandon de la chloroquine.
L’analyse de ce locus renseigne sur la pression médicamenteuse exercée au sein des

populations.

3.10.2. Le temps de clairance parasitaire comme parameétre de contréle des CTA:
Le contrdle de routine de I’efficacité thérapeutique des CTA est un facteur essentiel dans
le changement de la politique de traitement et la détection précoce des changements de P.

falciparum vis-a-vis des CTA. L’OMS recommande un monitorage récurent de
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I’efficacité des CTA dans les pays endémiques a P. falciparum. Les résultats de ces
¢tudes d’efficacité thérapeutique des CTA ont permis aux chercheurs de déterminer :

[1 La proportion des patients qui ont une parasitémie au troisieme jour de leur traitement
(J3), ce qui est récemment considéré comme indicateur de choix pour I’identification

d’une résistance suspecte de P. falciparum aux CTA.

[1 La proportion des échecs thérapeutiques sur un suivi de 28 ou 42 jours selon la CTA
administrée.

La résistance a I’artémisinine est actuellement un concept qui change relativement a
certains paramétres. Un marqueur de résistance a Dl’artémisinine a ¢été récemment
identifié. Les mutations dans la région Kelch 13 (K13) propeller sont associées a la
clairance parasitaire retardée in vitro aussi bien qu’in vivo. La liste de ces mutations
s’allonge de plus en plus, ce qui affecte directement la définition du concept de «
résistance a I’artémisinine ». Actuellement elle se définit comme

[] Résistance suspecte a I’artémisinine : une haute prévalence des phénotypes a clairance

parasitaire retardée ou une haute prévalence des mutants K13 [13]

[ Résistance a I’artémisinine confirmée : une combinaison de la clairance parasitaire
retardée et de mutations K13 chez le méme patient[13]
Le temps de clairance parasitaire s’avére donc un paramétre important dans le test

d’efficacité des antipaludiques et plus particulierement les CTA.
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4. MATERIEL ET METHODES

4.1. Site et Population d’étude

Notre étude s’est déroulée d’une part dans la commune rurale de Sélingué qui
releve du cercle de Yanfolila région de SIKASSO et représentatif de 1'un des facies
épidémiologiques du paludisme au Mali. Avec une population de 111 469 habitants,
Sélingué est un district sanitaire qui de par sa situation geographique héberge le
paludisme pendant la saison des pluies mais aussi pendant la saison séche a cause de
I’existence du barrage de Sélingué qui lui confére le caractére de transmission bimodale
du paludisme. Pendant cette période toute la population est exposée au paludisme mais

les enfants de moins de 5 ans et les femmes enceintes sont les plus touchés.

Le district sanitaire de Sélingué regorge un Centre de Santé de Référence et sept (7) aires
de santé organiseées en centre de santé communautaire (CSCom) et gérées par des

associations de santé communautaire (ASACO).

Le Centre de Santé de Réference de Sélingué dispose d’un laboratoire bien équipée. Ce
laboratoire a été aussi renforcé en termes de capacité (formation et équipements de
laboratoire) par le LBMA dans le cadre du programme PMI ;

Et d’autre part dans le village de Missira : le second site d’étude, faisant partie de la sous-
préfecture de Kolokani. Il est situé sur la rive droite de la riviere Baoulé qui marque la
limite entre les préfectures de Kolokani et de Kita. En fait, la zone de Missira est située
dans I’entité¢ géographique nommée < Boucle de Baoulé >>.

Ce village a fait ’objet d’une thése de doctorat sur I’onchocercose [45]. Il n’y a aucun
poste de santé dans le village. Le centre le plus proche est a 8 km. C’est le centre de santé
communautaire de Sebekorol vers lequel sont acheminés les malades.

La prévalence du paludisme dans le village de Missira était de 52% dans la population
générale 2004 [45]. La population de Missira est estimée a 1200 habitants.

Elle se compose de sédentaires et de nomades et comprend différentes ethnies.

Ce qui fait de ces deux zones des sites qui répondaient a nos attentes dans le cadre de cet

étude.
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- Carte sanitaire de la zone de Selingué et Missira :
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4.2. Période d’étude
Notre étude s’est déroulée entre Octobre 2015 et Janvier 2017.

4.3. Echantillonnage
Nos patients étaient des enfants de tous sexes &gés de 6 a 59 mois qui se présentaient avec

un acces palustre simple.

Nous avons fait un dépistage général dans la population cible pour pouvoir inclure 480
enfants comme 1’avait demandé le protocole. Des équipes mobiles faisaient le tour des
quartiers pour dépister sur place tous les enfants de notre tranche d’age. Les lames étaient
amenées au centre le méme jour et le guide partait chercher les cas de goutte épaisse
positive et qui répondaient favorablement aux critéres d’inclusions. Mais aussi tous les

enfants volontairement amenés pour une consultation au centre.

Nous faisions ensuite un TDR et une goutte épaisse pour confirmer le diagnostic clinique

dans le dernier cas.
Les enfants étaient ensuite enr6lés apres obtention de I’assentiment de leurs parents.

La taille d’échantillon estimée dans chaque bras de I'étude est supposée étre égale a

’autre.
Consideérations éthiques et déontologiques :

Le protocole de recherche de cette étude a été soumis a I’accord du Comité d’éthique de
I’INRSP, (Ministére de la Santé, Mali). Tout changement ultérieur du protocole sera
soumis a I’approbation de ce comité d’éthique. C’est une €tude 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. Mais il y a des
problémes liés a la longueur de 1’étude (6 semaines) et la quantité de sang préleve sur les
papiers confettis. Pour cela un assentiment libre et éclairé de la prise du sang et de la
participation volontaire au suivi des 42 jours (jours 1, 2, 3, 7, 14, 21, 28, 35 et 42) fut
obtenu des parents dont les enfants répondaient aux critéres d’enrdlement. Nous,
investigateurs, avons eu a :

[1 Expliquer le protocole a chaque parent ;
1 Répondre aux questions des parents ;

[1 Obtenir un assentiment libre, éclairé et signé ;
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(] Prélever le sang ;

[1 Remettre une copie originale du consentement/assentiment signé au sujet lui-méme ou
au parent.

La décision de participer ou de ne pas participer relevait exclusivement du patient ou du
parent de I’enfant. Chaque patient était informé de la possibilité de se retirer de 1’étude a
tout moment sans aucune consequence ou prejudice.

Tous les documents de I’étude (y compris les codes de nos données) qui sont gardés dans
un lieu sécurisé, et les échantillons de sang sont étiquetés avec un code unique sans le
nom du patient. Seuls les membres du personnel de recherche avaient acces aux mots de
passe.

Une compensation pour le temps perdu pour le travail journalier et les colts liés au
transport (aller-retour) vers le centre pour des visites de suivi a été assurée et le montant
s’¢élevait a 1000fCFA par visite.

Confidentialité :

Pour des raisons de confidentialité cette étude a été rendue mono aveugle.

Une fois inclus dans 1’étude le patient était mis sur un des bras de traitement selon une
liste de randomisation. Seul le dispensateur savait tels patients a travers son numéro
d’identification, étaient sur tels bras de traitement et avait accés a la liste de

randomisation.

La clinique, le laboratoire, et les parents étaient mis a I’aveugle c’est a dire qu’ils
n’avaient aucune idée du médicament qui était administré aux patients apres étre inclus

par nos criteres.

Les autres suppositions utilisées étaient un alpha de 2,5%, erreurs béta de 10% et 20%, et

la perte de vue 0,10% et 20% au cours de 1’étude.
Basée sur une non infériorité, l'approche standard est de tester I'nypothese nulle.

4.4. Critéres d’inclusion
e Patients ages de 6 a 59 mois
e Patients ayant un poids supérieur ou égal a 9Kkg.
e Patients vivant dans un rayon de 5 km.
e Patients diagnostiqués d’acces palustre simple.
e Lames positives a P. falciparum avec une parasitemie comprise entre 2000 et

199999 trophozoites /uL de sang.
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Taux d’hémoglobine supérieur a 5g/dL.
Assentiment des parents du patient. Patients pouvant rester dans 1’étude jusqu'a

42 jours.

4.5. Critéres d’exclusion

Patients vivant dans un rayon de plus de Skm.

Prise antérieure d’antipaludiques dans les 4 jours precédents le premier jour de
visite.

Patients ayant un poids corporel inférieur a 9kg

Co-infection avec d’autres espéces plasmodiales

Avoir une évidence de paludisme sévere ou cérébral.

Prostration (incapacité de se tenir debout)

Notion d’exposition connue au VIH apreés interrogatoire.

Hypersensibilité connue & un composant des CTAs utilisées

Incapable d’avaler oralement des médicaments, vomissement de la premicre dose
et de la dose administrée a 30 minutes d’intervalle.

Autres affections telles que la pneumonie, ou une malnutrition sévere.

4.6. Diagnostic du paludisme simple a Plasmodium falciparum

4.6.1. Diagnostic clinique :

Arrivés au centre ou apres dépistage mobile les patients étaient soumis a un examen

clinique qui était confirmé par un test immunologique (TDR) puis parasitologique (GE)

au laboratoire.

Aprés confirmation le médecin cherche le consentement des parents, procéde a la mesure

de certains parameétres comme la fréquence respiratoire, le pouls, la taille, le poids et le

patient revient au laboratoire pour la prise de sang sur les papiers confettis destinés a

’analyse moléculaire et la seconde goutte épaisse.

4.6.2. Diagnostic biologique
» Test de diagnostic rapide (TDR)

Matériaux nécessaires

Un nouveau sachet de test non ouvert ;

o Un nouveau tampon imbibé d’alcool a 70° non ouvert ;

0 Une nouvelle lancette stérile de la solution de tampon ;

o Une nouvelle paire de gants d’examen jetables ;

0 Un chronomeétre ;
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0 Un container pour évacuer les déchets tranchants et pointus ;

0 Une poubelle pour les déchets non pointus et non tranchants

Méthode

D’abord la vérification de la date de péremption

- Enfiler la nouvelle paire de gant d’examen ;

- Puis ouvrir et sortir la cassette du sachet ;

- Ensuite écrire I’identifiant du patient sur la cassette

- Puis nettoyer le 4éme ou le 3eme doigt du patient avec le tampon imbibé d’alcool ;

- Laisser le doigt se sécher a I’air libre ;

- Piquer le doigt d’un coup sec avec la lancette et jeter cette dernicre dans la boite de
sécurité ;

- Prélever une goutte de sang avec 1’anse de prélévement et placer la goutte de sang dans
I’alvéole de la cassette destinée a recevoir la goutte de sang (carrée marquée de la lettre
A) ;

Ajouter 5 a 6 goutte de la solution tampon dans 1’alvéole ronde marquée de la lettre B ;

Observer 5 a 10 minutes puis lire le résultat

- Le test est dit positif si des lignes apparaissent dans les deux fenétres (du test et du
controle)

- Le test est dit négatif si une ligne apparait dans la fenétre de contréle et pas de ligne

dans la fenétre de test

- Le test est dit invalide s’il n’y a pas de ligne dans la fenétre de contrdle mais il y a une
ligne dans la fenétre de test.
» La goutte épaisse
Elle se fait en plusieurs étapes.
Matériel nécessaire
e [ames d’examen de microscope
e Lancette stériles a usage unique
e Méthanol ou éthanol
e Coton hydrophile
e Crayon gras ou stylo graveur
e Lames pour étaler la goutte
e Une solution de Giemsa a 10%
e Une cuve a coloration
e Un chronometre
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e De I’huile a immersion
e Un microscope optique
Meéthode
Chez les enfants la piqure se faisait au niveau du 3éme ou 4eme doigt et se faisait sur le

cbté qui est moins sensible

[1 Nettoyer 1’endroit choisi d’abord avec un tampon de coton imbibé d’alcool et avec un

tampon sec pour enlever toute trace d’alcool ;

[1 Puis on piquait d’un coup sec et rapide ; On déposait les premieres gouttes de sang sur

du papier filtre (confettis) ;

[1 De la main droite on tenait une lame par les bords et de la main gauche le doigt piqué

pour faire sortir une goutte de sang ;

[1 Ensuite on prenait une 2éme lame et on recueillait une seconde goutte de sang en la
mettant délicatement avec une extrémité de la lame.
Préparation de la goutte

0 On faisait un étalement épais au centre de la lame.

0 On étalait le sang avec le bout d’une lame propre jusqu’a épaississement uniforme

0 Au bout de la lame & 1’aide du crayon gras on notait les identifiants des patients.

0 On a laissé sécher les lames a 1’air libre pendant 10 minutes a ’intérieur du laboratoire,
dans les conditions d’hygiéne et de sécurité.

Coloration de la goutte épaisse

Pour la coloration nous avons utilisé une solution (Giemsa) concentrée a10% pour cela
nous avons pris 45ml d’eau distillée plus Sml de solution concentrée de Giemsa et bien
mélanger.

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 distillée et laisser
sécher pendant quelques minutes.

Examen microscopique :

On déposait de I’huile a immersion sur la goutte et on I’améne a 1’objectif 100 au
microscope

On a mis ’objectif en contact avec I’huile a immersion, on a fait la mise au point et
observé les parasites.

Nous avons compté les parasites vus et les leucocytes (pour les lames positives) a 1’aide

d’un compteur.
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Et nous avons estimé le nombre de parasite sur 300 leucocytes.

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 I’infection palustre 1ié au taux d’hématies parasités.

Un paludisme a P. falciparum est considéré comme sévére quand le nombre d’hématies
parasitées est supéricur a 100.000 par uL I’accés pernicicux est probable au-dela de
150.000 par pL et une parasitémie supéricure a 400.000 par puL est un élément de trés
mauvais pronostic.

Vu I’estimation que le nombre moyen de leucocyte par pL est 8.000 :

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

7500xnombre de parasites comptés

Nombre de parasites par ul =
nombre de leucocytes comptés

4.7. Schéma thérapeutique
Nous avions mené une étude mono-aveugle avec deux bras thérapeutiques a savoir le bras
Artémether + lumeéfantrine [AL] et le bras Artésunate + Amodiaquine [ASAQ].
Les traitements étaient administrés aux patients selon une liste de randomisation définie a
I'avance
Une partie de nos sujets enr0lés était sur le bras AL et P'autre sur le bras ASAQ
respectivement de la firme pharmaceutigue NOVARTIS et DENK.

e Protocole d’administration des molécules (AL et ASAQ)
» Artémether [A] + luméfantrine [L], pendant 3 jours conséecutifs

La combinaison AL a été utilisée sous sa forme de spécialité Coartem® (Novartis).
La dose de Coartem ® a été administrée de facon journaliere en fonction du poids

pendant 3 jours.

Le schéma d’administration en fonction du poids corporel est le suivant :
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Tableau 3 : Protocole d’administration des molécules AL en fonction du poids

Tranches de poids corporel Posologie et durée de traitement
5 - 14 kg 1 comprimé x 2 fois par jour pendant 3 jours
15 - 24kg 2 comprimeés x 2 fois par jour pendant 3 jours
25 - 34kg 3 comprimeés x 3 fois par jour pendant 3 jours
>35kg 4 comprimes x 4 fois par jour pendant 3 jours

» Asaq 100/270 : Artésunate [AS] + Amodiaquine [AQ], pendant trois jours

consécutifs

Le schéma d’administration en fonction du poids corporel est le suivant :

Tableau 4: Protocole d’administration des molécules ASAQ en fonction du poids

Tranches de poids corporel

Dosages ASAQ

Comprimés

Posologie et

durée de traitement

Petit enfant

100/270 mg

Y comprimé x 1 fois par

9- 17k jour pendant 3 jours (24
- g .
heures intervalles entre les

prises).

1 comprimé x 1 fois par jour

pendant 3 jours (24 heures
18 — 36 kg 100/270 mg

intervalles entre les prises).

Apres I’administration du médicament si le sujet vomissait dans les 30 minutes qui

suivent la méme dose était ré- administrée.

4.8. Le suivi des patients
Les enfants enr6lés dans notre étude ont été suivis pendant 42 jours avec un total de 9
visites sur les 42 jours soit j1, j2,j3,j7,j14,j21, )28, 35, j42.

Durant les trois premiers jours de visite a savoir j1, j2, j3 les enfants recevaient leurs
doses de CTA conformément au protocole de traitement.
Thése de Pharmacie 2018
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Les examens cliniques et biologiques effectués lors des suivis sont illustrés dans le
tableau ci-dessous :

Tableau 5 : liste des examens par visite

Visite J1 J2 | J3 J7 J14 J21 | J28 J35 | J42

Examen clinique X X | X X X X X X X

Prise de température | X X | X X X X X X X

Goutte épaisse X X | X X X X X X X

Traitement par CTA X X | X

Confettis X X | X X X X X X X
X

Taux d’hémoglobine

4.9. Analyse des échantillons

Transport et conservation 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 appliquée (LBMA) a
Bamako. Au bout de chaque lame se trouve une étiquette contenant les informations du
patient (I’identifiant, le numéro de suivi, la date, le numéro de la lame).

Comme I’illustre le tableau ci-dessus, un confetti se faisait & chaque visite. Sur le confetti
du patient se trouvaient également son identifiant. Aprés le dép6t des gouttes de sang
dans les cercles de spots, on les laissait assécher avant de les introduire dans des
enveloppes afin de les protéger de la poussiere. Nous faisions au minimum trois (03)
spots par confetti et par patient.

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

les conservait dans une boite.

4.9.1. Analyses moléculaires
v Le génotypage des échantillons
Le génotypage est fait dans le but de pouvoir comparer les profils génétiques des souches
de plasmodium a JO et ceux des souches du jour de 1’échec thérapeutique.
Nous avons utilisé la PCR pour discriminer les cas de recrudescence des cas de nouvelle

infection. Pour cette discrimination nous avons utilisé cet algorithme
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Example for one marker gene:
Day0 DayX
. . | ]
m all alleles identical onday O and day X ~mmm  mmm  — recrudescence
m some allele(s) missing on day X E mmm - reCrudescence
m additional, new allele(s) on day X E : = recrudescence
m all alleles differentonday O and day X === =new infection
|
|
|
(@)
Genotyping results
with marker #1
! v
| Noresut | | Recrudescence | | Newinfection |
v ' '
| Continue with marker #2 | No further genotyping
Final result = new infection
. ‘ ”
| Noresut | [ Recrudescence | | Newinfection |
v . .
| Continue with marker #3 | No further genotyping
Final result = new infection
v | B
No result Recrudescence New infection
v
If no result with any marker, | Final result = recrudescence | | Final result = new infection
perform species PCR
and recheck blood slide
.
Final result = failure, excluded
or censored according
to study protocol*
(b)

Figure 17 (a et b): Algorithme de discrimination des cas de recrudescence des cas de
nouvelle infection [22]

Cette comparaison permettra d’apporter une réponse a la question :
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Est-ce-que le retour du patient avec le paludisme est di a une réinfection ou une
résistance des souches de JO a une des molécules de CTA utilisées ?

v Extraction d’ADN de Plasmodium falciparum avec le kit Quiagen
Ce kit est reconnu pour sa sensibilité et la pureté de I’ADN obtenu.
Nous I’avons utilis¢é pour I’extraction de nos échantillons selon le protocole du
fabriquant.
Découpage des papiers confettis
Matériels
Puncheur ;
Plaque de découpage de confetti, de tubes 1,5ml
Kimwipes
D’alcool 70°C a 100 %,
Portoir de tube 1,5ml,
Tubes 1,5ml
De tubes 50ml.
Procédures
Les tubes et les colonnes sont rangés par ordre en fonction des numéros d’échantillon.
Chaque colonne correspond au tube qui porte le méme numéro d’échantillon
Découper 3 spots de sang puis les placer dans les tubes 1,5ml de ’'une des rangés de
tubes 1,5ml.
Lors du découpage pour passer d’un échantillon a un autre, le puncheur doit étre trempé
dans la solution d’alcool puis dans de 1’eau distillée ensuite nettoyé avec le kimwipes. Il
faut s’assurer que le puncheur est débarrassé de toute la trace d’alcool. La plaque de
découpage doit étre nettoyée aussi a ’alcool. Il faut aussi s’assurer que la plaque n’est
pas mouillée par 1’alcool au moment de découper les confettis.
Extraction proprement dite
Matériels
Il faut disposer de : au moins 3 bains marie, portoir de tube 1,5ml, de portoir de tube
1,5ml pour bain marie, vortexeuses éthanol 96°C 100%, pipettes de (20 ,200, 1000uL )
centrifugeuse de tube 1.5ml.
Avant de commencer 1’extraction il faut s’assurer que
Les bains marie sont & 85°C pour 1’étape 2, 56°C pour I’étape 3 et 70°C pour I’étape 4.
Equilibrer le buffer AE ou I’eau distillée a la température ambiante pour élution 1’étape

10
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S’assurer que les buffers AW1 et AW2 ont été préparés avec ’alcool comme indiqué

dans le guide du kit d’extraction.

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

dissoudre en les incubant a 56°C.

Procédure

1.

10.

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

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

Ajouter 20pul de protéinase K de la solution de stock. Vortexer, puis incuber a
56°C pendant une heure. Centrifuger briévement pour faire descendre les
gouttelettes de solution se trouvant sur les parois du tube.

Ajouter 200uL de buffer AL aux échantillons. Centrifuger bien et incuber a 70°C
pendant 10mn puis centrifuger brievement pour faire descendre les gouttelettes de
solution se trouvant sur les parois du tube.

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,

Soigneusement transférer la solution de ’étape 5 dans les colonnes. Fermer les
colonnes puis centrifuger a 8000rpm pendant 1mn. Transférer 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.
Ouvrir soigneusement les colonnes puis ajouter 500 pL du buffer AW1.

Fermer les colonnes puis centrifuger a 8000rpm pendant 1mn. Transférer les
colonnes dans de nouveaux tubes de collection et jeter les tubes de collection qui
contiennent le filtrat.

Ouvrir soigneusement les colonnes puis ajouter 500 pL de buffer AW2.

Fermer les colonnes puis centrifuger a 14000rpm pendant 3mn.

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 1mn.
Cette étape aide a éliminer le restant de la solution du buffer AW?2 restant apres
1’étape précédente.

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
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température ambiante (15°C a 25°C) pendant 1mn puis centrifuger a 8000rpm
pendant 1mn.
Apres I’extraction, I’ADN obtenu était conservé a -20°C

4.9.2. Amplification des séquences spécifiques de P. falciparum :

Réaction de polymérase en chaine (PCR) :
Définition :

La PCR ou amplification génique est une technique qui utilise les propriétés que possede
I’ADN. Celui-ci est composé de deux brins complémentaires d’orientation inverse et
appariés deux a deux. Elle consiste a repérer le fragment d’ADN ou de géne, d’intérét et
I’amplifier d’une maniere exponentielle.
Pour amplifier I’ADN plasmodial et pour une bonne sensibilité, nous avons utilisé la
nested —PCR pour les génes mspl, msp2 et la semi-nested pour le géne glurp.
La nested- PCR ou PCR nichée consiste en une série consécutive de deux PCR au moyen
de deux paires différentes d’amorces. Les fragments d’ADN amplifiés au cours de la
premiere PCR contiennent les séquences qui seront appariées avec la deuxieme paire
d’amorce et amplifiées. Ce qui rend la technique trés sensible méme dans les cas de
faibles parasitémie.

v" Amplification du géne mspl
Premiére réaction d’amplification :
Amplification avec les amorces spécifiques conservées pour les blocs 1 et 3 du géne de
mspl, et dont I’amplicon sera utilisé pour amplifier la deuxiéme PCR
Pour la premiére PCR nous avons utilisé la liste d’amorce suivante
Amorces
Amorce sens M1-OF: 5°- CTAGAAGCTTTAGAAGATGCAGTATTG -3’

Amorce anti-sens M1-OR : 5’- CTTAAATAGTATTCTAATTCAAGTGGATCA -3’

Les composants des mélanges réactionnels de ce géne sont présentés dans le tableau ci-

dessous:

Hamadou BOUARE Thése de Pharmacie 2018 LBMA 5




Test d’efficacité de la combinaison Artéméther + Luméfantrine et Artesunate + Amodiaquine, 2016

Tableau 6: Les composants des mélanges réactionnels

Réactifs Concentration Pour 1 Concentration
initiale réaction (uL) finale
Buffer 10X 2.5 1X
dNTP (2mM) 2.5 0.2mM
MgCl, (25mM) 2 2mM
Amorce sens M1-OF (10uM) 2.5 1uM
Amorce antisens M1-OR (10uMm) 2.5 1uM
Taq solis 5U/uL 0.4 2.5U/réact’
ADN 3
Eau (Biosedra) qsp25

Deuxieme reaction d’amplification :

Amplification avec les amorces internes spécifiques pour les allotypes K1, MAD20 et
RO33.

Pour la deuxieme PCR les amorces KF/KR, MF/MR, RF/RR ont été respectivement
utilisé pour amplifier KI, Mad20, et Ro33

La liste suivante des amorces a été utilisée ;

Amorces:

Les amorces suivantes ont été utilisées pour amplification de la deuxiéme réaction

- Amorce sens M1-KF: 5’- AAATGAAGAAGAAATTACTACAAAAGGTGC -3°

- Amorce sens M1-MF: 5°- AAATGAAGGAACAAGTGGAACAGCTGTTAC -3’

- Amorce sens M1-RF: 5’- TAAAGGATGGAGCAAATACTCAAGTTGTTG -3’
-Amorce anti-sens M1-KR: 5’- GCTTGCATCAGCTGGAGGGCTTGCACCAGA -3’
-Amorce anti-sens M1-MR: 5’- ATCTGAAGGATTTGTACGTCTTGAATTACC3’

-Amorce anti-sens M1-RR: 5’- CATCTGAAGGATTTGCAGCACCTGGAGATC 3’
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Les composants et les volumes du mélange réactionnel sont indiqués dans le tableau ci-

dessous :

Tableau 7: Les composants des mélanges réactionnels

1. Réactifs Concentration Pour 1 Concentration
initiale reaction (uL) finale
Buffer 10X 2.5 1X
Dntp (2mM) 2.5 0.2mM
MgCl, (25mM) 2 2mM
Amorce sens (10uM) 2.5 1uM
Amorce anti sens (10uMm) 2.5 1uM
Taq solis 5U/ul 0.4 2.5U/réact’
Produit PCR 2
Eau (Biosedra) qsp25

Nous avons utilisé un volume 20uL de mélange réactionnel augquel nous avons ajouté 5ul

d’ADN pour la premiére réaction et S5ul d’amplicon de la premiére réaction pour la

seconde PCR, soit un volume final de 25uL. Nous avons effectué 1’amplification

enzymatique dans un thermo cycler en fonction d’un programme spécifique a chaque géne

et a chaque réaction :
Pour la premiere réaction :
Programme

Une dénaturation initiale de 95°C, pendant 5 min

Une dénaturation de 95°C, pendant 1 min

—

Un appariement & 59°C, pendant 2 min

Une extension a 72°C, pendant 2 min _
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Extension finale aprés les 40 cycles & 72°C, pendant 10 min.

Et la conservation se fait a 4°C.

Pour la deuxiéme réaction
Programme

Une dénaturation initiale de 95°C, pendant 5 min suivi
Une dénaturation de 95°C, pendant 1 min

Un appariement de 59°C, pendant 2 min  25cycles

Une extension de 72°C, pendant 2 min _J
Une extension finale de 72°C, pendant 10 min
Et la conservation & 4°C.

v Amplification du gene MSP2

Pour le gene msp2 le méme protocole pour le mélange réactionnel a été utilisé mais cette

fois avec des amorces aussi spécifique au géne msp2
Pour la premiére réaction la paire d’amorce utilisée était
Amorce sens M2-OF: 5’- ATGAAGGTAATTAAAACATTGTCTATTATA -3’

Amorce anti-sens M2-OR : 5°’- CTTTGTTACCATCGGTACATTCTT -3’

Pour la seconde PCR : les amorces suivantes ont été respectivement utilisées pour 3D7
FC27

Amorce sens M2-FcF: 5°- AATACTAAGAGTGTAGGTGCARATGCTCCA -3’
Amorce sens M2-IcF: 5°- AGAAGTATGGCAGAAAGTAAKCCTYCTACT -3’
Amorce sens M2-FcR: 5°- TTTTATTTGGTGCATTGCCAGAACTTGAAC -3’
Amorce sens M2-IcR: 5°- GATTGTAATTCGGGGGATTCAGTTTGTTCG -3’

Un volume total de 25 de mélange réactionnel a été utilisé dans les méme conditions que

la mspl Reparti dans les micros tubes stériles.
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L’amplification enzymatique a été également faite dans le thermocycler suivant les

programmes ci- dessous :
Premiere PCR :
Une dénaturation initiale & 95°C, pendant 5 min
Une dénaturation & 95°C, pendant 1 min
Un appariement & 59°C, pendant 2 min 40 cycles
Une extension & 72°C, pendant 2 min
Une extension finale de 72°C, pendant 10 min
Et la conservation & 4°C.
Deuxiéme PCR :
Programme
Une dénaturation initiale de 95°C, pendant 5 min
Une dénaturation de 95°C, pendant 1 min

Un appariement de 59°C, pendant 2 min — 25 cycles

Une extension de 72°C, pendant 2 min
Extension finale de 72°C, pendant 10 min
La conservation & 4°C.

v' Amplification du géne GLURP

Pour glurp a la différence des deux précédentes nous avons utilisé la « semi-
nested PCR » c’est a dire lors de la deuxiéme PCR I’amorce Reverse de la

premiere est maintenue mais le forward est remplacée par une nouvelle.

L’amplicon de la premiére PCR est toujours utilisé comme ADN pour la

deuxiéme PCR

Dans les deux réactions la composition des mélanges réactionnels est la méme

que pour MSP1, MSP2 et est indiquée dans le tableau ci-dessus

La liste suivante d’amorce a été utilisée
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Premiere PCR:
Amorces
- Amorce sens G-OF: 5’- TGAATTTGAAGATGTTCACACTGAAC -3’
Amorce anti-sens G-OR : 5’- GTGGAATTGCTTTTTCTTCAACACTAA -3’
Deuxiéme PCR :
Amorces
- Amorce sens Glurp F: 5°- ATGAATTTGAAGATGTTCACACTGAAC -3’
Amorce anti-sens G-OR : 5’- GTGGAATTGCTTTTTCTTCAACACTAA -3’

L’amplification enzymatique a été faite dans les mémes conditions mais avec un

programme spécifique a glurp qui suit :
Premiere réaction ;
Programme
Une dénaturation: initiale de 95°C, pendant 5 min
Une dénaturation de 95°C, pendant 1 min
Un appariement de 59°C, pendant 2 min — 40 cycles

Une extension de 72°C, pendant 2 min

Une extension finale de 72°C, pendant 10 min
La conservation & 4°C.
Deuxiéme PCR
Programme
Une dénaturation initiale de 95°C, pendant 5 min
Une dénaturation de 95°C, pendant 1 min
Un appariement de 59°C, pendant 2 min L 25cycles

Une extension de 72°C, pendant 2 min
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Une extension finale 72°C, pendant 10 min
La conservation & 4°C.

4.9.3. Analyse des produits de la PCR :
Nous avons utilisé la technique d’électrophorese sur gel d’agarose analyser les produits

obtenus apres chaque technique de PCR.
e Procédure

Préparer une solution d’agarose a 2% de TBE 0,5x au four micro-onde pendant environ
1,30mn ;

Ajouter 30 puL de bromure d’éthidium, mélanger puis mouler dans un bac monté d’un
peigne sur une surface plane bien équilibrer, couler et laisser le gel se polymériser

pendant environ 30 mn a 1 heure ;

Placer le gel dans le bac a électrophorése submergé d’une solution de TBE 0,5x

Loger les échantillons (produits de PCR) a tester et les contrdles en mélangeant 13 pL
d’ADN et 2 uLL de Dye dans les puits du peigne en commencant par le marker VI (DNA
Molecular Weight Marker V1, Roche, Allemagne) ;

Faire migrer du p6le moins (-) vers le pdle plus (+) pendant environ 90mn a 100 volts et
a 2 amperes ;

Révéler les bandes en scannant le gel a I’aide de I’appareil photo High performance uv
transilluminator relié a 1’ordinateur, sauvegarder le fichier et analyser les parametres
moléculaires ;

» Visualisation des bandes amplifiées :

Les bandes rendues fluorescentes par le bromure d’éthidium étaient photographiées sous
la lumiére Ultra-Violette du transilluminateur (Fisher) ensuite 1’image du gel était
téléchargée a ’aide de la camera du systeme UVP (UV TRANSILLUMINATOR) sur
I’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 que la personne est infectée par plus d’un parasite. Ensuite, les bandes
identifiées pour chaque paire d’amorces étaient ensuite enregistrées dans Excel sur
Windows 2000. Le programme UVP (UV TRANSILLUMINATOR) nous permet
d’estimer la taille de chacun des fragments amplifiés afin de mettre en évidence aussi
bien le polymorphisme de taille que celui des séquences au niveau des différents

allotypes utilisés.
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Le polymorphisme des génes se caractérise par le nombre de clones (bandes) des
différents alleles, plus un alléle a de bande plus le géne est polymorphe.

Pour la classification de la réponse au traitement a partir des résultats du mspl, msp2 et
glurp nous avons comparé chez un méme patient la position des clones du jour
d'inclusion (JO) a celle du jour de ré-apparition des parasites (J-échec).

» Détermination de la taille des bandes :

Elle se faisait par I’introduction d’un marqueur de taille (ou de poids moléculaire) comme
standard qui migre en méme temps que les échantillons a tester.

Nous avons exprimé les résultats en termes de recrudescence et de nouvelle infection
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5. RESULTATS

5.1. Parameétres demographiques

Tableau 8: Répartition des patients selon le sexe (n=480)

Sexe Effectifs %
Féminin 224 46,7
Masculin 256 53,3

Total 480 100

Au total 480 patients ont été enr6lés dans cet étude dont 256 du sexe masculin soit un

pourcentage de 53,3%.

Tableau 9: Répartition des patients en fonction de la tranche d'age (n=480)

Age (mois) Effectifs %
[06-12] 30 6.3
[13-24] 84 17.5
[25-36] 129 26.9
[37-48] 155 32.3
[49-59] 82 17

Total 480 100.0

L’age minimum était de 6 mois et le maximum 59 mois, la tranche d’age [37-48 mois]

était la plus représentée avec 155 patients soit un pourcentage de 32,3%
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Tableau 10: Répartition des patients en fonction de la tranche de parasitémie a JO
(n=480)

Parasitémie Tf/uL Effectifs %
[2000-50000] 404 84.2
[50005-100000] 53 11.0
[100005-150000] 9 1.9
[150005-200000[ 14 2.9
Total 480 100.0

Parmi les patients enrdlés, 404 avaient une parasitémie comprise entre [2000-50000]

Tf//uLL aJo, soit un pourcentage de 84,2%.

Tableau 11: Répartition des patients en fonction de la survenue d’échec
thérapeutique lors du suivi (n=480)

Echec thérapeutique Effectifs %
NON 399 83.1
Oul 81 16.9
Total 480 100.0

Sur un total de 480 enfants inclus dans cette étude, 81 ont fait un second épisode de

paludisme sur les 42 jours de suivi. Ce chiffre permet d’estimer le taux d’échecs

thérapeutiques a ~17%.
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Tableau 12 : Répartition des cas d’échecs thérapeutiques en fonction de leur période
de survenue (n=81)

Période de survenue de Effectifs %

I’échec thérapeutique

J7-J28 37 45,68
J29-342 44 54.32
Total 81 100

Parmi les 81 cas d’échecs thérapeutiques observés, 37 (soit 45,68%) ont fait un second

épisode de paludisme avant le 29eme jour de leur suivi.

Le temps de clairance parasitaire a été calculé par intervalle de 24 heures. Ainsi les

patients qui ont une parasitémie de 0 Tf//uL de sang a J1 ont un TCP = 24 heures ; a J2 le
TCP = 48heures et a J3 le TCP = 72 heures.

Nous avons fait le test Chi® avec p=0,4406 et un degré de liberté égal & 1 (Chi’=0,59).

Tableau 13: Répartition des patients en fonction de la clairance parasitaire (n=480)

TCP en heures Effectifs %
24H 217 45.2

48H 214 44.6

72H 24 5.0

ND 24 5.0

PCP 1 0.2
Total 480 100.0

Parmi nos 480 patients enr6lés, 217 (soit 45,2%) patients ont fait leur clairance
parasitaire 24 heures aprés le debut de leur traitement. Nous avons cependant eu un
patient qui n’a jamais fait sa clairance parasitaire (PCP). Nous n’avons pas pu déterminer

le TCP chez 24 patients sur les 480 enrblés (ND).
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Figure 18: Comparaison du taux d’hémoglobine au début (J0) et a la fin (J42) du
suivi (N=266)

Cette figure montre que la moyenne du taux d’hémoglobine était plus élevée a J42 qu’a
Jo.

Aussi, il existait une différence statistiquement significative entre le taux d’Hb avant (JO)

et apres le traitement (P< 0,0001 t-test)
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Figure 19 : Corrélation entre I’age et le TCP (n=480)

Le temps de clairance parasitaire variait en fonction de la tranche d’age. L’age avait une
corrélation négative sur la clairance parasitaire (p=0,002 ; r=-0.1447 ; Test de Pearson).
Ces valeurs statistiques nous permettent de conclure que plus 1’age augmentait plus le

temps de clairance diminuai

Proportions de survie: Survie de deux groupes

== Bras AL

100
== Bras ASAQ

% de survie
(63}
o

TCP

Figure 20 : Clairance parasitaire en fonction des deux bras
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Les profils d’elimination des parasites par les deux CTAs montrent que les combinaisons
gue nous avons utilisés lors de cette étude étaient semblables. Cependant, la majorité des
patients qui ont fait leur clairance parasitaire au bout de 24heures était du groupe ASAQ.

250000 ~

200000 -

150000 +

100000 -

50000 -

Parasites/uL de sang

0

0

PCT (Heures)

Figure 21 : Corrélation entre la parasitémie initiale et le PCT (n=480)

La parasitémie avait un impact sur le temps de clairance parasitaire. La parasitémie avait
une corrélation positive sur la clairance parasitaire (p<0,0001; r=0.2464 ; Test de
Pearson). Les résultats du test de Pearson montrent que plus la parasitémie était élevée

plus la clairance parasitaire était retardée.

5.2. Génotypage
Pour déterminer la multiplicit¢ de D’infection (MOI) chez nos 81 cas d’échecs
thérapeutiques, nous avons calculé le nombre moyen de génotypes par patient en utilisant

les marqueurs polymorphiques mspl, msp2 et glurp.
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Figure 22 : Image d’une PCR msp2 sur gel d’agarose.

Polymorphisme de la mspl

Tableau 14: Multiplicité de I’infection selon mspl (n=151)

Nombre d’allotypes de Nombre de patient %

mspl par patient

1 75 49,7

2 49 32,4
3etplus 27 17,9
Total 151 92,6

Apres I’étude du géne mspl, 49,7% (75 patients) de nos sujets portaient un génotype.
Toutefois, 17,9% (27 patients) de nos patients souffrait d’un épisode de paludisme avec

au moins 3 souches en cause.
Polymorphisme de la msp2

Tableau 15: Multiplicité de I’infection selon msp2 (n=153)

Nombre d’allotypes de Effectifs %
msp2 par patient
1 23 15,0
2 53 34,6
3etplus 77 50,3
Total 153 92,6
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Le génotypage du géne msp2 montre que 34,6% (53patients) de nos sujets portaient

deux (2) génotypes. Il faut noter que plus de la moitié (50,3% ; 77patients) des

échantillons comportait au moins 3 géenotypes

Tableau 16: Multiplicité de I’infection selon glurp(n=110)

Nombre d’allotypes de Effectifs %
glurp par patient
1 100 90,9
2 10 9,1
Total 110 100

Basé sur le polymorphisme de glurp, la plupart de nos patients (90,9% ; soit 100

patients) portait un génotype.

Tableau 17: Multiplicité de I’infection (MOI) selon les trois marqueurs

Gene mspl msp2 glurp
Nombre de 257 403 120 MOl global
génotypes
Nombre de 151 153 110
patients
MOI 1,79 2.62 1,07 1,82

La multiplicité de I’infection lors de cette ¢tude était de ~ 2 génotypes par patient :
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Tableau 18: Evolution de la multiplicité de I’infection en fonction de la parasitémie

MOI par marqueur

Parasitémies MOlI
mspl msp2 glurp
(mspl+msp2+glurp)
[25-2000] 1,63 2,55 1,14 1,77
[2005-50000] 1,66 2,43 1,07 1,72
[50005-100000] 2 2,66 1,14 1,93
[100005-150000] 2 3 1 2
[150005-200000] 1,66 2,5 1 1,72
1,79 2.62 1,07
1,82

MOI par patient

Aprés le génotypage, nous avons obtenu respectivement pour mspl, msp2 et glurp 2, 3 et
1 allotype par patient. La multiplicité¢ de ’infection était ~2 pour toutes les tranches de

parasitémies.

Tableau 19: Cas de Recrudescence Vs Nouvelle infections apres la correction
moléculaire

Cas d’échecs Thérapeutiques Effectifs %
Recrudescences 5 6,17
Nouvelles infections 76 93,83
Total 81 100

Des 81 cas d’échecs thérapeutiques obtenus lors de cette étude, 6,17% (5 cas) se sont
révelés des cas de recrudescence.
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6. COMMENTAIRES ET DISCUSSION

Notre étude avait pour but d’examiner 1’efficacité parasitologique et clinique des
combinaisons Arteméther + Luméfantrine et Artésunate + Amodiaquine, dans différentes
zone endémique du Mali. A cet effet nous avons mené une étude prospective mono-
aveugle entre Octobre 2015 et Janvier 2017 dans la commune rurale de Sélingué et le
village de Missira qui sont deux zones d’endémie palustre de par leur situation
géographique, les conditions écologiques et les activités hivernales des habitants

(riziculture , élevage ...).

6.1. Lieu d’étude

Nos deux sites ont été choisis sur la base que Sélingué et Missira sont tous deux des
sites d’endémie palustre. Aussi, ces deux localités ont des modes de transmission du
paludisme différents.
A Sélingué, la transmission est assurée par la pluviométrie et le Barrage de Sélingué. Le
Barrage crée beaucoup de gites larvaires exposant ainsi aux piqdres infestantes par les
moustiques les habitants des ménages tout autour de I’eau. En plus de ces gites larvaires
créés par le barrage, il y a formation de poches d’eau suite a la pluviométrie qui est assez
élevée a Sélingué.
Dans la localité de Sélingué, cette transmission ne s’interrompt pratiquement pas tout le
long de I’année car pendant la saison séche les niches écologiques créées par le Barrage
de Sélingué persistent.
Difféeremment de Sélingué, Missira a un mode dont la transmission est assurée
uniquement par la pluviométrie. La zone de Missira est située dans 1’entité géographique
nommeée « Boucle de Baoulé » sur la rive droite de la riviere Baoulé. Missira et ses
villages environnants abritent beaucoup de marres. Ceci a pour conséquence une
rétention de 1’eau pendant la saison des pluies aux voisinages de ces villages. Ainsi mener
cette étude, nous a permis de tester I’efficacité de ces CTAs dans deux localités dont
I’une a un mode de transmission continu et I’autre pendant une période donnée de
I’année.
Aussi, la zone de Sélingué n’a pas bénéficié de chimioprophylaxie en 2016 contrairement
a Missira et environs. En plus du critére basé sur le mode de transmission vient s’ajouter
la notion de contexte (recommandation de ’OMS pour les tests d’efficacité des CTAs

chaque deux ans).
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6.2. Méthodologie

Le protocole qui a été exécuté lors de cette étude a été validé par le comité
d’éthique de ’INRSP. Ce protocole n’a connu aucune modification lors de I’étude. Cette
étude s’inscrivait dans le cadre des recommandations de I’OMS a savoir tester les
médicaments de premiére et de deuxiéme ligne utilisés pour la prise en charge des cas de
paludisme simple au moins une fois chaque 24 mois [46].

Pendant notre étude nos équipes de collecte des données sur le terrain étaient

toujours supervisées par une mission du laboratoire pour prévenir la survenue d’erreurs.
Comme dans les recommandations de I’OMS sur les essais cliniques [46] , les données
ont été collectées et saisies sur des supports durs puis enregistrées a 1’aide  du logiciel
Microsoft Excel 2010 avec vérification des données saisies. Cela nous a permis de
générer des données de qualités et exploitables.
Le dépistage commencait par la clinique puis le laboratoire (TDR et goutte épaisse) et le
sujet était enr6lé s’il répondait favorablement aux critéres d’inclusion. Les criteres
d’inclusion lors de cette étude étaient en concordance avec ceux recommandés par I’OMS
pour les tests d’efficacité des médicaments antipaludiques [46].

Les patients étaient suivi jusqu’au J42 ou tout au long de la durée de leur suivi
puisqu’il n’y avait pas de suivi de 42 jours pour les cas d’échec thérapeutique. Les cas
d’échec thérapeutique étaient traités par une perfusion a la quinine.

Beaucoup d’études des tests d’efficacité des antipaludiques ont un suivi basé sur 28 jours
[46]. Ces derniéres sont supposées enregistrer moins de cas de perte de vue ou de refus
que celles basées sur 42 jours de suivi puisque beaucoup de parents refusent d’amener les
enfants une fois qu’ils sont guéris, toutefois 42 jours de suivi est considéré comme
optimal pour les tests d’efficacité de la plupart des antipaludiques sauf la mefloquine et la
piperaquine [31,46,47]. Nous avions un guide qui partait chercher les patients lorsqu’ils
prenaient du retard a se présenter au centre pendant leurs jours de suivi. Cela nous
permettait de diminuer les cas de perte de vue.

Nos tests de dépistage rapide avaient tous de bonne date de péremption et leurs résultats
ont tous été confirmés par les gouttes épaisses.

Les lames de goutte épaisse étaient lues par un technicien de laboratoire puis par un
pharmacien biologiste ensuite par un parasitologue si la différence entre les deux
premiéres était supérieure a 25%.

Nos échantillons de sang collectés sur du papier confetti étaient asséchés pendant 12
heures et conservés individuellement dans des sachets plastiques (Minigrip RedLine)

contenant des dessiccants et munies de I’identité de chaque patient .Cette methode de
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collecte est similaire a celle indiquée dans le SOP du WWARN concernant la collecte de
sang sur le papier confetti[48]. Ceci nous a permis de collecter des papiers confettis de
qualité qui ont été utilisés pour la correction moléculaire des cas d’échecs thérapeutiques.
Durant les trois jours de traitement, les patients prenaient leurs doses de CTA au centre
sous le contréle du dispensateur. La méme dose de médicament était réadministrée dans
le cas ou le patient vomissait dans les trente minutes qui suivent I’administration. Tous
les patients étaient convoqués au centre deux fois par jour dans le but de pouvoir
maintenir les investigateurs a I’aveugle.

Nos CTAs utilisées: COARTEM et ASAQ étaient respectivement de la firme
pharmaceutique NOVARTIS et DENK, et les lots que nous avons utilisés étaient
fabriqués en 03/2015 et s’expiraient en 03/2017.

Ces CTAs sont recommandées par ’OMS pour le traitement en premiere ligne du
paludisme simple a p. falciparum [42].

Parmi nos 480 enfants enrdlés, 240 étaient sur le bras AL et 240 du bras ASAQ selon la
liste de randomisation

Nous avons fait la correction moléculaire en amplifiant par PCR nichée les marqueurs
mspl, msp2, glurp pour déterminer la fréquence des différents génotypes mais aussi pour
discriminer les recrudescences des cas de nouvelles infections. Cette approche de
correction moléculaire est largement utilisée dans les études de test d’efficacité et

considérée comme une méthode standardisée et recommandée par I’'OMS [3,22,49].

6.3. Résultats

Facteurs démographiques

Notre étude s’est portée sur une population de 480 enfants tous agés de 6 a 59 mois.

La majorité de ces enfants était de la tranche d’age [37-48 mois], soit 32,3% de la
population d’étude. (Tableau 9). Cette tranche d’age se retrouve dans la tranche [0-14
ans], qui représente 47,3% dans la pyramide des ages de la population du Mali.

Le genre masculin était le plus représenté avec 53,3%.
Taux d’hémoglobine (Objectif 2):

Pour déterminer I’anémie nous avons utilisé la méthode de la spectrophotométrie a I’aide
d’un appareil portable HEMOCUE pour évaluer le taux d’hémoglobine au début de
1’étude d’un patient (JO) et a la fin de son suivi (J42 ou jour de recrudescence).

La moyenne du taux d’hémoglobine a JO était 9 ,18g/dL tandis que la moyenne du taux
d’hémoglobine a la fin du suivi (J42) était del0,71g/dL. Cette différence du taux
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d’hémoglobine entre JO et J42 était statistiquement significative (Pvalue<0,0001; test de
Mann Whitney). Cette augmentation du taux d’hémoglobine au cours du suivi pourrait
s’expliquer par le faite que la plupart des enfants sont admis avec un taux d’hémoglobine

bas qui par la suite corrigé par le traitement.
Parameétres parasitologiques et cliniques (Objectif 2)

Les temps de clairance parasitaire le plus bas et le plus élevé étaient respectivement de
24h et 72h. Toutefois, la plupart de nos patients ont fait leur clairance parasitaire entre 24
heures et 48 heures apres le début du traitement antipaludique. La médiane du temps de
clairance parasitaire était de 48 heures. Ce résultat est légérement supérieur a celui (40
heures) d’une étude menée entre 2012 et 2015 a Dioro sur I’efficacité de la combinaison
AL [27]. La médiane du temps de clairance obtenue lors de notre étude était largement
inférieure a celle d’une étude menée en Asie du Sud-Est en 2009 par Dondorp et al [50].
La moyenne du temps de clairance parasitaire était de 40 heures contre 36 heures pour
respectivement le groupe AL et ASAQ. Lors de cette étude, nous avons enregistré un cas

ou le patient n’a jamais fait sa clairance parasitaire lors du suivi.

Dans cette étude nous n’avons remarqué aucune corrélation entre 1’dge et le temps de

clairance parasitaire (P value=0,2239 ; test de Mann Whitney).

Nous avons cependant constaté une corrélation entre la parasitémie initiale et le TCP; la
parasitémie initiale avait un impact sur le temps de clairance parasitaire. Plus la
parasitemie était elevée plus le temps de clairance parasitaire était allongé (P
value<0,0001; r=0,2464 ; test de Pearson). Ce résultat concorde avec celui d’une étude
similaire menée au Mali par Djimde et al en 2008 dans la région Sikasso (P=0,0116)
[14].

La clairance parasitaire a été obtenue avant le 7°™ jour chez presque la totalité de
nos patients ; cela montre 1’efficacité des deux CTAs (AL et ASAQ) utilisées lors de cette
étude. Apres correction moléculaire par PCR, le taux de guérison était d’environ 99, 8%
(Objectif 4). Malgré I’efficacité de ces CTAs, I’étude a tout de méme enregistré 81 cas
d’échecs thérapeutiques (~17% des patients) avec un taux de guérison de 83,12% avant
correction moléculaire. La majorité de ces cas d’échecs thérapeutiques est survenue entre
J29 et J42. Ceci nous laisse conclure qu’en dépit de I’efficacité des dérivés de
I’ Artémisinine qui se trouvent dans ces combinaisons, les médicaments partenaires n’ont
pas pu empécher les patients de contracter de nouvelles parasitémies avant le 42éme jour

du traitement (Objectif 1) cela pourrait s’expliquer par le fait qu’a partir de J28 il n’y a
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plus de métabolites de ces médicaments partenaires dans le sang vu que les ACTs sont
congus de telle sorte que le dérivé d'artémisinine a une demi-vie relativement courte et
agit rapidement pour réduire la charge parasitaire et le partenaire médicamenteux a été
sélectionné pour avoir une demi-vie plus longue et capable d'éliminer la parasitémie

pendant des semaines apres le traitement.

Nous avons déterminé la multiplicit¢ de D’infection chez nos 81 cas d’échecs
thérapeutiques en estimant le nombre moyen de génotype par patient. La multiplicité de
I’infection a été déterminée a partir des données des marqueurs polymorphiques msp1l,
msp2 et glurp par la nested-PCR pour donner plus de fiabilité a nos résultats, ce qui
n’était pas le cas dans une étude menée au Sénégal en 2017 par MAKHTAR NIANG et al
qui avait utilisé seulement mspl et msp2 [51].

Pour le gene mspl, nous avons constaté que 32,4% des patients portaient deux
allotypes et 17,9% avait au moins trois allotypes. Avec msp2 nous avons eu un taux de
34,6% avec deux allotypes et 50,3% portant au moins trois allotypes. Avec le géne glurp
seulement 9,1% des patients portaient deux allotypes. Selon les genes mspl, msp2 et
glurp, la multiplicité de I’infection était respectivement 1,79 ; 2,62 et 1,07 génotypes par
patient. Ronal I. et al. avait eu respectivement 2,8 ; 2,6 pour mspl et msp2 légerement
supérieures a glurp comme dans notre cas, dans leur étude menée au Nigeria en 2017 sur

ces trois marqueurs [52].

De fagon globale, la multiplicité de I’infection était de 2 génotypes par patient lors
de cette étude (Objectif 3). Mwingira, felista et Al. avaient obtenu des résultats similaires
dans leur étude menée sur la diversité et la fréquence des alléles de P.falciparum en
Afrigue sub-Saharienne en 2011 avec respectivement (1,48 ; 2,24 et 1,4 allotypes) pour
les genes mspl, msp2 et glurp [53].

La multiplicité de I’infection variait tres peu en fonction de la parasitémie et était ~2 pour

toutes les branches de parasitémie sauf avec le gene glurp.

Ce résultat est comparable a celui d’une étude menée par Hypolite Muhindo Mavoko et al
qui ont trouve au Congo Démocratique en 2016 une MOI égale a 3 [54]. Cette difféerence
peut s’expliquer par la taille de I’échantillon 865 contre 480 dans notre cas mais aussi le

niveau de  transmission qui  differe d’une localitt & une autre.
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7. CONCLUSION

Au terme de cette étude nous avons obtenu un taux de guérison d’environ 99,8%. Ceci
prouve D’efficacité des CTAs utilisées lors de cette ¢étude. Les 81 cas d’échecs
thérapeutiques observés au cours d’un suivi basé sur 42 jours remettent en cause
I’efficacité de ces molécules partenaires aux dérivés de I’artémisinine. Cette étude nous a
aussi montrée que le niveau de transmission est trés éleve a Selingué et Missira. Les 81
cas d’échecs thérapeutiques observés associés aux 5 cas de recrudescences apres
correction moléculaire par la PCR suggérent une nécessité absolue de continuer a tester
I’efficacité de ces CTAs et d’envisager déja I’introduction de nouvelles molécules dans la

composition des CTAs.
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8. RECOMMANDATIONS
Au LBMA :

De séquencer tous les cas d’échecs thérapeutiques a la recherche d’éventuelles mutations

associées a la résistance des molécules constituant les CTAs.

Au PNLP et ses partenaires :

e De mobiliser plus de moyens et d’effort pour continuer le monitoring de
I’efficacité des CTAs mais aussi d’étendre ces études sur tout le territoire afin
d’avoir des données assez consistantes ;

e D’envisager I’introduction dans le traitement du paludisme a P.falciparum, des
molécules autres que les molécules partenaires actuelles aux dérivés de

I’artemisinine.
Au Centre de Santé de Reference de Sélingué :

e De sensibiliser la population par rapport au paludisme et par rapport a la
lutte contre son vecteur de transmission.
e D’adopter les bonnes maniéres d’utilisation des médicaments

antipaludiques pour une bonne observance de ces molécules.
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RESUME

Malgré les efforts consentis de part et d’autre dans le monde le paludisme continue d’étre
un probleme majeur de santé publique. L’OMS dans son rapport de Décembre 2017 sur le
paludisme a enregistré en 2016, 216 millions de cas de paludisme avec 445000 cas de
déces. Plus de 80% des déces par le paludisme se produisent en Afrique subsaharienne,
les enfants de moins de 5ans et les femmes enceintes sont les plus touchés et
approximativement 75% des cas sont dus a Plasmodium falciparum. Aujourd’hui, la
mise en place d’un systéme de surveillance réguliére de la sensibilité de Plasmodium
falciparum est primordiale et recommandé par I’OMS pour 1’ensemble des antipaludiques
dans les zones d’endémie palustre. C’est dans ce cadre que nous avons mené une étude de
la sensibilité de P.falciparum aux deux CTAs de 1% ligne ( AL et ASAQ) a Sélingué et &
Missira entre Novembre 2015 et Décembre 2016 chez les enfants de 6 a 59 mois ayant
une parasitémie a P.falciparum comprise entre 2000 et 199.999/uL de sang. Les patients
ont été traites avec les 2 CTAS et suivis pendant 42 jours avec un rendez-vous chaque
semaine apres les trois jours de traitement. Le taux de guérison non corrige a été
déterminé en se basant sur le nombre d’échecs thérapeutiques et la correction a été faite
par PCR a I’aide des marqueurs moléculaires mspl, msp2 et glurp. Nous avons au total
inclus 480 enfants. Tous les patients ont fait leur clairance parasitaire avant J7 sauf dans
un cas ou le patient n’avait pas fait de clairance parasitaire. La médiane du temps de
clairance parasitaire était de 48 heures. La multiplicité de 1’infection était de 2 génotypes
par patient. Nous avons observé 81 cas de parasitémies récurrentes parmi les 480 patients
inclus, ce qui nous a permis d’estimer un taux de guérison de 83,12% avant correction
moléculaire et un taux de guérison de 99,8% aprés correction moléculaire par la PCR.
Les combinaisons Artémether + Luméfantrine et artésunate + amodiaquine s’avére donc
efficace de nos jours a Sélingué et a Missira dans le traitement du paludisme simple a P.
falciparum.

Hamadou BOUARE Thése de Pharmacie 2018 LBMA



file:///C:/Users/Youssouf/Downloads/bouarea0110@gmail.com

Test d’efficacité de la combinaison Artéméther + Luméfantrine et Artesunate + Amodiaquine,2016

Mots clés : Antipaludiques, Artémether-Luméfantrine, Artésunate- Amodiaquine, CTAs,
MOlI, Efficacité.

Hamadou BOUARE Thése de Pharmacie 2018 LBMA




Test d’efficacité de la combinaison Artéméther + Luméfantrine et Artesunate + Amodiaquine,2016

IDENTIFICATION SHEET

Last Name: BOUARE

First Name: HAMADOU

Phone: +223 65814351 / +223 76725972

Email: bouarea0110@gmail.com

Title: Study of efficacy of Artemether-Lumefantrine and Artesunate- Amodiaquine in the

treatment of uncomplicated malaria in Sélingué and Missira in 2016.

Academic Year: 2017-2018

City of defense: Bamako-Mali

Place of deposit: Library of Faculty of Medicine, Pharmacy and Odonto-stomatology
Focus area: Molecular Parasitology, Public Health, Pharmacology.

ABSTRACT

Despite the efforts of both sides in the world, malaria continues to be a major public
health problem. The WHO in its December 2017 report on malaria recorded in 2016, 216
million cases of malaria with 445,000 cases of death. More than 80% of deaths from
malaria occur in sub-Saharan Africa, children under 5 years and pregnant women are the
most affected and approximately 75% of these cases are due to Plasmodium falciparum.
Today, the establishment of a regular monitoring system testing the susceptibility of
parasites to antimalarial drugs is essential and recommended by WHO for all
antimalarials in malaria-endemic areas. It is within this framework that we conducted a
study of the susceptibility of P.falciparum to the two ACTs of the first line treatment (AL
and ASAQ) in Sélingué and Missira between November 2015 and December 2016 within
children from 6 to 59 months having P.falciparum with parasitemias between 2000 and
199.999 / puL of blood. Patients were treated with both ACTs and followed for 42 days
with an appointment every week after the three days of treatment. The uncorrected cure
rate was determined based on the number of treatment failures and the correction was
made by PCR using the mspl, msp2 and glurp molecular markers. We have included a
total of 480 children. All patients did their parasite clearance before Day7 except in one
case where the patient still had parasites on Day7. The median of parasite clearance time
was 48 hours. The multiplicity of infection was 2 genotypes per patient. We observed 81
cases of recurrent parasitemias among the 480 patients included, which allowed us to
estimate a cure rate of 83.12% before molecular correction and a cure rate of 99.8% after
molecular correction by PCR. AL and ASAQ combinations are therefore effective today
in Sélingué and Missira for the treatment of uncomplicated P. falciparum malaria.
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