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A220S: Serine a remplacé Arginine en position 220

A.D.N: Acide DésoxyriboNucléique

A.MA.PRO.S : Association Malienne pour la Promotion du Sahel

ARN = RNA: Acide Ribohucleique

ASRA : Allelic Specific Restriction Analysis

B.S.A: Bovine Albumine S¢rum

CRCP/OCCGE : Centre de Référence de Chimiosensibilité sur le
Paludisme/Organisation pour la Coopération et la Coordination de la lutte contre les

Grandes Endémies.

CC: Centimeétre Cube

CG2: Candidate Géne 2

CI50 : Concentration Inhibitrice a 50 pour cent
CI190 : Concentration Inhibitrice a 90 pour cent
CMI : Concentration Minimale Inhibitrice
CcO2: Gaz carbonique .

CQ: Chloroquine

CVD: Center for Vaccine Development
D.D.T: Dichloro Diphényle Trichloroéthane
D.E.A.P : Département D'épidémiologie des Affections Parasitaires.
D.H.F.R: DiHydroFolate Réductase

D.H.P.S: DiHydroPtéroate Synthétase

DHFS : Di Hydro Folate Synthase.

DHOD : Di Hydro orotate Deshydrogenase
dNTP : déoxy-Nucléotides Tri Phosphate
dTMP : desoxy Thymidilate Mono Phosphate
dUTP désoxy Uridilate Triphophate

dUDP : désoxy Uridilate Diphosphate.

dUMP : désoxy Uridilate Mono Phosphate
E.D.T.A: Ethyléne Diamine Tétra Acétique

i
E.T.P: Echec Thérapeutique Précoce



E.T.T:
F.A.O:
F.M.P.OS :
G.I.S:
G.PS:
G.R.I:
GTP:
Hb :
INAGEF
kDa:
K76T :
Kg/PC :
L.D.H:
ml :
Mgcl2 :
mg :
MS-PCR:
ng:
OMS :
ON.G:
PABA :
P.C.R:
PfCRT :
PfMDR :
PNLP :
PYR:
RI:

RII :
RIII :
RCS :
RPMI :

Echec Thérapeutique Tardif
Fonds des Nations Unis pour I'Alimentation
Faculté de Médécine de Pharmacie et d'Odonto-Stomatologie
Geographic Information System
Global Position System
Genotype Resistance Index
Guanine Triphosphate
Hémoglobine
Institut Africain de Gestion et de Formation
Kilo Dalton
Lysine (K) & la position 76 de la protéine est remplacee par la Thréonine
Kilogramme / Poids Corporel
Lactate Déshydrogénase
millilitre
Chlorure de Magnesium
milligramme
Mutation specifique-Polymerase chaine reaction
nanogramme
Organisation Mondiale de la Santé
Organisation Non Gouvernementale
Acide para amino benzoique
Polymerase Chain Reaction
Plasmodium falciparum Chloroquino-resistance Transporter
Plasmodium falciparum Multidrug Résistante
Programme National de Lutte contre le Paludisme
Pyriméthamine
Résistance de type 1
Résistance de type 2
Résistance de type 3
Renseignement Clinique Satisfaisante

Rostwell Park Mémorial Institute



S: Sensible

SDX: Sulfadoxine

SMZ : Sulfométhoxazole

SP . Sulfadoxine-Pyriméthamine
Taq : Thermus aquaticus

T.B.E : Tri Borate!'d'EDTA

THF : Tetra Hydro Folate

TMP : Triméthoprime

TS : Tymidilate Synthetase

UDP : Unidilate Diphosphate
U.V: Ultra Violet

ug microgrammie
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INTRODUCTION



I/INTRODUCTION :

Le paludisme est une érythrocytopathic fébrile et hémolysante due a la présence et au

développement dans I'organisme, d'abord dans le foie ensuite dans les hématies, d'un
protozoaire sanguicole de genre plasmodium. Il est transmis & 'Homme par la piqiire infestante
de l'anophele femelle.[1]
Quatre especes sont inféodées a I'homme: Plasmodium falciparum (P. falciparum), Plasmodium
ovale (P. ovale), Plasmodium malariae (P. malariae) et Plasmodium vivax (P. vivax). Parmi ces
especes, seule P. falciparum est responsable des formes graves et des anémies sévéres.
Endémie mondiale, le paludisme constitue un probléme majeur de santé publique avec
plus de 2 milliards de sujets exposés a travers le monde, soit 40% de la population mondiale. On
enregistre chaque année entre 300 et 500 millions de cas cliniques. Le nombre annuel de décés
est estimé entre 1,5 et 2,7 millions dont 90% en Afrique subsaharienne [OMS, 1998].
Cette hemosporidiose tue un enfant sur cinq en Afrique subsaharienne et représente 20 & 30% de
motifs de consultation [OMS, 1996]. Les enfants de moins de cinq ans sont exposés aux fisques
de développement des formes graves et compliquées de la maladie [2] et les femmes enceintes en
payent un lourd tribut.
Au Mali la mortalité spécifique infanto-juvenile liée au paludisme est estimée entre 25 et 35%
(3]. Dans la plupart des paysid'endemie palustre, il existe un programmé national de lutte contre
le paludisme qui édicte des directives pour le contrdle et la prise en charge des cas. Au Mali, le
Programme National de Lutte contre le Paludisme (PNLP), créé en 1993 recommande la
chloroquine (CQ) en premiére ligne ( prophylaxie chez la femme enceinte et traitement des accés
simples). la sulfadoxine-pyriméthamine (SP) en deuxiéme ligne ( échecs 4 la CQ) et laquinine
en troisicme ligne ( prise en charge des formes graves, et lorsque la prise orale de médicaments
est impossible).
Actuellement, la lutte contre le paludisme se heurte a des obstacles comme *

- la résistance des vecteurs aux insecticides et celle des parasites aux antipaludiques,
- la réapparition du paludisme dans certaines zones o il avait disparu,
- la complexité et le grand polymorphisme antigénique mis en ceuvre par le Plasmodium pour
circonscrire les défenses immunitaires de I'héte [4],
- les difficultés d’obtention rapide de vaccin.

La résistance a la chloroquine est connue depuis les années 1960. En effet, en 1959 YOUNG et
MOORE ont signalé I'échec a la chloroquine dans le traitement d'une infestation de P.

Jalciparum en Colombie. Ailleurs, des cas ont été rapportés au Venezuela, au Brésil [S]etle



premier cas a été décrit en Thailande en 1961 [0, 7]. La chimiorésistance en général est
favorisée par la pression médicamenteuse, les mouvements de populations et des vecteurs,.
Depuis les années 1970, la sulfadoxine-pyriméthamine est utilisée comme traitement de
premiére ligne des acces simples'de paludisme dans le bassin de I’ Amazonie [8].
Le développement de la résistance de P. falciparum a ces molécules ces dix derniéres annees
:
dans la méme zone a fait que cette association a perdu son large spectre d’utilisation comme

" Intention [8].

médicament de 1
La résistance a l’associatioﬁ sulfadoxine-pyriméthamine constitue un probléme croissant dans
certaines parties du continent Africain[9, 10]. En Afrique, des taux élevés de
chloroquinorésistance dans certaines régions particulierement au centre a conduit certains pays
comme le Malawi, la Tanzanic, I"Afrique du sud, a ’utilisation de la Sulfadoxine-
pyrimethamine comme traitement de 19 ligne [11.12].

Des travaux de surveillance dy namique de la sensibilité des souches plasmodiales
maliennes montrent différents niveaux de chloroquinorésistance en fonction du temps et des
faciés de transmission[13, 14].

Des études effectuées dans le village de Kollé par différents auteurs en 1994, 1998 et
1999 ont montré une progression de la résistance de P. falciparum a la chloroquine avec des
taux respectifs de 22%, 25,8% et 27.7% [13, 14,15].

Au Mali en 1994, I'évaluation de la chimiorésistance de P. falciparum a I’association
sulfadoxine-pyriméthamine en zone urbaine (I’'Hépital du Point G) et peri-urbaine (Sotuba), a
montré que 99% de souches étaient sensibles a cette association de molécules {15].

Etant donné le niveau croissant de la chloroquinorésistance observé a kollé, de I’application
réguliére de 1'automédication et I’absence d’informations documentées disponibles sur la
sulfadoxinc-pyriméthamine depuis 1994, il nous a paru important d’évaluer le niveau actuel de la
sensibilit¢ de P. falciparum a cette association de molécules dans cette localité. Ce travail devra
permettre de fournir des données fiables sur I’efficacité de la sulfadoxine-pyriméthamine pour
une meilleure utilisation de ce médicament au Mali.

Ainsi nos hypothéses de recherche sont les suivantes :



Hypothéses de recherche

1. Dans le village de Koll¢, il y aurait une baisse de la chimiosensibilité de P. falciparum a

la Sulfadoxine-Pyriméthamine corrélé a une augmentation de la prévalence des

mutations ponctuelles difi- 51, 59 et 108 et dhps 437 et 540.

2 1] existerait une corrélation entre la prévalence de ces mutations ponctuelles et la

résistance in vivo.

Pour tester ces hypothéses, nous nous somimes fixé des objectifs ci-apres :

)



OBJECTIFS

A/ OBJECTIF GENERAL:

Evaluer l'efficacité clinique et parasitologique de la sulfadoxine-pyriméthamine dans le

traitement des cas de paludisme simple a P. falciparum a Kolle.
B/ OBJECTIFS SPECIFIQUES:

1. Déterminer les cas incidents et les parametres de morbidité des acces simples de paludisme a

P. fulciparum a Koll€.

2. Déterminer les réponses cliniques (ETP, ETT et RCS ) et parasitologiques( sensible, RI, RII
et RII1) de P. fulciparum & la Sulfadoxine-pyriméthamine chez les paludéens a Kollé.

3. Mesurer les taux de prévalence des mutations ponctuelles sur les génes dhfr (en position 51,
59 et 108) ct dhips (en position, 437 et 540) dans la population parasitaire a Kollé.

4. Déterminer les niveaux d’association entre la présence de ces différentes mutations et les

échecs parasitologiques et cliniques a la Sulfadoxine-Pyriméthamine.



GENERALITES



II/ GENERALITES
1. GENERALITES SUR LES ANTIPALUDIQUES

[_-existe un arsenal d’antipaludiques, mais nous nous intéresserons ici aux antifolates en
particulier la sulfadoxine- pyriméthamine en association ( commercialisée sous le nom de
Fansidar®) qui a fait ’objet de cette étude.

Définition:

Un antipaludique est un produit naturel ou de synthése qui, administré par voie orale ou
parentérale ou encore rectale, a dose unique ou a doses répétées permet de détruire le parasite du
paludisme ou de bloquer sa croissance dans le but de prévenir ou de guérir la maladie palustre.
Classification:

Les antipaludiques naturels connus aujourd’hui sont la quinine et le qingaosu. Tous les
autres sont des antipaludiques de synthese.

e Les antipaludiques sont divisés en deux groupes selon leur rapidité d’action en :

- Groupe I: La quinine et les amino-4-quinoleines antipaludiques d’action rapide.
- Groupe 2: Les antifoliques (sulfones et sulfamides) et les antifoliniques (biguanides et
diaminopyridines), antipaludiques d’action lente

® Selon le point d’impact des médicaments on distingue :

- des schizontocides (Chloroquine, amodiaquine, quinine, méfloquine, arthémisine)

- des gametocytocides (amino-8-quinoleine: Primaquine® )

¢ Sclon la structure chimique des médicaments on distingue:

- les Amino-4-quinoleine: (Chloroquine, Hydroxychloroquine, Oxychloroquine,
Novaldiamine, Dabequine, Amodiaquine, Amopyroquine, Cycloquine, Tebuquine, Sentoquine).

- les Quinoleine-méthanol: ( Quinine, Cinchonine, Quinidine, Cinchonidine, Halophantrine,
Méfloquine ). a

- les Amino-8-quinoleine: ( Primaquine®, Pamaquine, Pentaquine, Plasmocide, Quinocide ).

- Antifoliques et antifoliniques: ( Proguanil, Pyriméthamine, Chorproguanil ).
Médicaments. ( Chandennier et al. 1998 )

[l existe actuellement un nombre assez limité d’antipaludiques. Compte tenu de la
progression de la resistance aux médicaments dans de nombreuses parties du monde, il devient
de plus en plus difficile de traiter cfficacement le paludisme. Plusieurs classes de produits ont
successivement vu le jour, avec chacune leurs avantages et inconvénients. Dans leur grande

majorité, ces produits sont uniquement actifs sur les formes sanguines ( intra-érythrocytaires

wih



asexuées) du parasite et n’ont pas d’activité sur les stades initiaux intra-hépatiques, ni sur les

gamétocytes sanguins.

1.1. LES ANTIFOLATES
1.1.1.Historique

Le paludisme a sans doute accompagné I’homme au cours de son expansion a la surface de la
terre. Cependant la plupart dés antipaludiques utilisés de nos jours l’ont.été de fagon empirique.
Ainsi la date de naissance exacte de ces molécules est difficile a préciser.

Les antifolates ne constituent pas une classe chimique homogene. Ils se caractérisent par un
méme mode d'action: inhibition de la synthése de I'acide folique.

La découverte de l'activité antibactérienne des sulfamides en 1936 par G. DOGMAGK et des
sulfones par 2 équipes indépendantes en 1937, a été le point de départ des antifolates. En effet,
en 1937 Diaz De Léon a été le 1" & signaler l'activité des sulfamides dans le traitement du
paludisme, mais ils n'ont été reconnus en thérapeutique qu'en 1943 comme inhibiteur compétitif
de 'acide para amino benzoique( PABA) [16] .

Certains dérivés, inhibiteurs non spécifiques de la dihydrofolate réductase(DHFR)
(aminopterine, methotrexate) ont vu le jour mais ils n'ont été utilisés qu'exceptionnellement dans
le traitement du paludisme. En 1951, FERONE démontre que les 2,4 diaminopyrimidine et le
cycloguanil, ont le méme site d’action sur I’inhibition de la dihydrofolate reductase ( DHFR).
Les sulfonamides agissent en amont de la chaine de la synthése de l'acide folique par inhibition

de la dihydropteroate-sythetase( DHPS)

1.1.2. Mécanisme d'action :

Les ¢rythrocytes sains sont incapables de synthétiser la purine. Ils incorporent les nucléotides
( adénosine ) et les purines (adénines, hypoxantine, guanine) présents dans le plasma de I’hote.
Le Plusmodium est incapable d'utiliser l'acide folique de I'héte. Il doit donc assurer la synthese
de novo des folates a partir de la PABA (acide para amino benzoique). Ainsi, le parasite pour
survivre doit modifier d'une part, la perméabilité membranaire des érythrocytes infectés, ce qui
augmente influx des purines. D'autres part, il doit fabriquer des enzymes requises pour le cycle
de récupération des purines et de synthése de novo des pyrimidines indispensables pour la
synthése des acides nucléiques ( ARN, ADN).

La spécificité d’action des antimétabolites contre les plasmodies est basée sur la haute

affinité de ces antipaludiques pour les enzymes du parasite par rapport a celle de la cellule hote.

¢



Les sulfamides et les sulfones, plus rencontrés dans les hématies parasitées que les hématies
saines, inhibent par compétition avec la PABA l'action de la DHPS. Cette DHPS est une enzymc
qui catalvse la synthése de l'acide dihydrofolique a partir de ce substrat ( PABA).

Les diaminopyrimidines comme les biguanides ont pour cible la dihydrofolate réductase (DHFR)
qui. chez les plasmodies, a la particularité d"étre bi-fonctionnelle en ce sens qu'elle est couplée
dans la méme protéine avec une thymidilate synthétase (TS). Cette DHFR est composee de 607
acides aminés avec un poids moléculaire de 71kDa.

La DHFR réduit la dihydrofolate en tétrahydrofolate. L'acide tétrahydrofolique ( THF ) sert de
co-enzyme a de nombreuses réactions biochimiques: la synthese des bases puriques et des bases
pyrimidiques. Il intervient également dans le métabolisme de la serine et de la méthionine

Le geéne dhfr, codant pour I’enzyme DHFR est situé sur le quatriéme chromosome.

Pendant les 48h du cycle intA-érythrocytaire, la synthése de la DHFR-TS coincide avec celle de
I'ADN et I’activité de I'enzyme commence 18 heures avant I'invasion des hématies par le

merozoite puis s'exerce jusqu'a la fin de la schizogonie [17].



Legende :

SDX : Sulfadoxine

SMZ : Sulfométhoxazole

PYR : Pyriméthamine

TMP : Triméthoprime

UDP : Unidilate Diphosphate

dUTP : désoxy Uridilate Triphophate

dUDP : désoxy Uridilate Diphosphate.

ﬁﬁﬂkﬂ AT
antifolates




dUMP : désoxy Uridilate Mono Phosphate
TS : Thymidilate synthase
dTMP : desoxy Thymidilate Mono Phosphate
THF : Tetra Hydro Folate
GTP : Guanine Triphosphate
DHFS : Di Hydro Folate Synthase.
DHFR : Di Hydro Folate Reductase
DHPS : Di Hydro Pteroate Synthase
DNA : Deoxyribo Nucleique Acid
PABA : Acid Para Amino Benzoique
DHOD : Di Hydro orotate Deshydrogenase
1.1.3. Classification des antifolates
On peut classer schématiquement les antifolates en deux grands groupes suivant leur cible
enzymatique :
_ cn inhibiteurs de la dihydropteroate synthétase( DHPS qui sont représentés par les
“sulfamides et les sulfones, et
- en inhibiteurs de la dihyldrofolate réductase.
@ Groupe I ou antifoliques:

Se sont les inhibiteurs de la dihydropteroate synthétase( DHPS ). Ils sont représentés
essentiellement par les sulfamides et les sulfones. On distingue deux classes thérapeutiqués,
antibactériens et antimalariques.

@ Groupe II ou antifoliniques:
lIs inhibent la DHFR et sont représentés par les biguanides, les diaminobenzylpyrimidines, les
quinazolines et les triazine. * |

Dans ce groupe on distingue :

- trois classes thérapeutiques: les anticancéreux, les antibactériens, et les antiparasitaires.

- trois classes chimiques: les benzylpyrimidines, les triasinopyrimidines, et les dérives
cycliques( ( pteridine,pyrido[2,3]pyrimidines, quinazoline ). Ces antifoliniques peuvent étre
spécifiques ou non spécifiques.

Devant I'émergence précoce de résistances aux antifolates classiques, et dans le souci d'avoir
des molécules plus actives, des synthéses chimiques plus recentes ont permis la découverte de

nouveaux médicaments comme les quinazolines, le WR152122. Les associations



medicamenteuses ont également permis de limiter les résistances a un seul antipaludique, parmi

lesquelles ont peut noter le Fansidar ( Sulfadoxine + Pyriméthamine).

1.1.3.1. les antifoliniques

a/ Les Biguanides: Nés des chercheurs Britanniques et Indiens, cette molécule chimique est

utilisée non seulement en malarialogic mais aussi dans le traitement du diabéte non

insulinodépendant. On peut citer le Proguanil, le Chloroproguanil et le Nitroproguanil [15].
PROGUANIL( Paludrine* ) Le PALUDRINE a été introduit au Mali a partir de 1989 dans

le cadre d'une nouvelle stratégie de chimioprophylaxie qui I’associe a la CQ [18].

Sa demi-vie d'¢limination plasmatique apres bio transformation hépatique est del12-16 heures.

L'élimination est essentiellement urinaire sous forme inchangée( 60% de la dose absorbée), 30%

sous forme de dérivés tr1 azine actif ( cycloguanil) et 10% par les féces. Il passe dans le lait

maternel et la salive, 1l traverse la barriere placentaire.

Le proguanil est une prodrogue qui agit essentiellement par l'intermédiaire de son métabolite

actif ( cycloguanil ).

b. Les diaminopyrimidiques

b.l1 La pyriméthamine

Structure :

NH2
—N
c1 \ />-NH2
N
C2H5
Pyriméthamine -

[

C’est un schizontocide sanguin avec un mode d’action antimétabolique. La pyriméthamine a une
action.gamcticide vis a vis de P. vivax. Elle s'est montrée la plus intéressante parmi toutes les
Diaminopyrimidines utilisées. Elle est la plus efficace des inhibiteurs de la dihydrofolate
réductase utilisable. Un produit voisin, le triméthoprime c’est révelé surtout étre un

antibactérien et n’est pas retenu comme un antipaludique.
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Eléments pharmacologiques :

La pyriméthamine est un schizontocide sanguin d’action lente et un sporontocide.
Mais elle est sans action sur les formes intra-hepatiques. Cependant son activité schizonticide
est plus marquée que celle du proguanil, parce qu’il agit directement et non par I’intermédiaire
d’un métabolite. Elle est active également sur Toxoplasma gondii et Pneumocistis carinii. A la
différence du triméthoprime elle n’a pas de propriétés antibactériennes.

Une prise unique de 100 mg donne un taux plasmatique d” environ 0,60ng/ml & la 24° heure et
des traces 30 jours apres.
Elle est bien absorbée avec un pic plasmatique obtenu 2 a 3 heures aprés 1’administration, une

demi-vie longue de 4 a 5 jours. Son efficacité sur les schizontes érythrocytaires des plasmodies

est lente mais bonne. Le taux plasmatique efficace sur les souches sensibles est de 10 ug/ml
Cette concentration est présente dans le sérum pendant environ 15 jours. Elle a une cinétique
voisine de celle des sulfamides retards il apparait donc licite de les associer.

La pyriméthamine est généralement bien tolérée aux doses préconisées en prophylaxie a raison

de 25 a 50 mg par semaine chez I’adulte. Cependant lors de I’administration prolongée, chez les

enfants malnutris, des anémies mégaloblastiques peuvent étre observées.

Chez la femme enceinte le risque d’anémie est trés important. L’élimination trés prolongée se
fait par voie urinaire et fécale sé)us forme métabolisée. La pyriméthamine passe dans le lait
maternelle et traverse la barriere placentaire. Les dérivés de les plus intéressantes sont la
METOPRIME® et TRIMETHOPRIME® qui sont plutdt des antibactériens que des
antimalariques.

b.2. Autres familles : Les quinaiolines : WR158122, les triazines : cycloguanil

1.1.3.2. Les antifoliques

a/ La sulfadoxine : C’est un antifolique de la famille des sulfamides.

Structure :

~
HZN —@-soz-nn-(‘onn

OCH3 O0CH3
i

Sulfadoxine
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Elément de pharmacologie
Actuellement les sulfamides a longue demi-vie ( sulfadoxine dans FANAZIL® et sulfaléne
dans KELFINE® ) sont les plus utilisés, surtout associé a un antifolinique. La sulfadoxine a une
bonne absorption, une demi-vie d’élimination plasmatique de 7 a 8 jours .

Les sulfamides retards sont presque totalement absorbés puis ils se fixent partiellement sur les
protéines plasmatiques. Une prise orale de 1500mg, donne au bout de 3 heures un taux
plasmatique de 15 a 20 mg. Ce taux décroit lentement avec une demi-vie de 120 a 180 heures
pour la sulfadoxine. Ce taux sérique est maintenu pendant une semaine, cependant on note des
variations individuelles qui paraissent dépendre de I’acétylation rapide ou lente.

L’¢élimination se fait aprés acétylation hépatique par les urines, en grande partie(80%) sous forme
libre et le reste sous forme acétylée ou glucuroconjuguée.

Son activité sur les schizontes érythrocytaires de P. falciparum est bonne quoique peu lente,
mais nulle sur P. ovale et P. vivax. La tolérance est bonne, cependant elle détermine des allergies
cutanées limitées a un simple érythéme dans la plupart des cas, mais parfois s’étendant aux
toxidermies bulleuses graves ( syndrome de Lyell ou de Stevens Jonson) engageant le pronostic
vital. Les manifestations graves surviennent lcas pour 5000 traitements aprés prises répétées et
on déplore 1 mort pour 20000 lors d’utilisation prophylactique. -

- Mode d’action:

La sulfadoxine est un antifolique inhibant la dihydroptéroate synthase “DHPS” par compétition
avec son substrat, ’acide para-arhino-benzoique ( PABA). Il est inactif sur les gamétocytes et les
formes pré érythrocytaires, peu actif sur les trophozoites, modérément actif sur les schizontes
érythrocytaires. Son r6le essentiel est la potentialisation des antifoliniques, notamment de la
pyriméthamine (qui est un antifolinique d’action lente, inhibant la dihydrofolate réductase
"DHFR”.

b. autres familles : les sulfones ( Promine, Dapsone ).

Dans ce groupe on retient également la Sulfalene et la Sulfométhoxazole.
1.1.3.3 . Associations antifoliques : La sulfadoxine-pyriméthamine
(FANSIDAR®)

Elle est constituée par une association de deux molécules :

- un antifolinique, Diaminopyrimidine : la pyriméthamine



- un antifolique, sulfamide: la sulfadoxine
Cette association a démontré dans les années 1960 une potentialisation d’effets telle qu’on
obtient souvent une guérison lorsque la souche de Plasmodium falciparum est modérément
résistante a chacun des composants (mécanismes d’action complémentaires de la sulfadoxine
découverte en 1960 et du pyriméthamine découverte en 1950) .

- Mode d’utilisation de la sulfadoxine-pyriméthamine

Il est utilisé en traitement curatif dans les zones de chloroquinorésistance sous forme de
comprimeé (contenant 500mg de sulfadoxine et 25mg de pyriméthamine) ou en solution
injectable par voie intramusculaire (contenant 400mg de sulfadoxine et 20mg de pyriméthamine)
a la dose unique de 25mg/kg de sulfadoxine et 1,25mg/kg de pyriméthamine.

- Indication et contre-indication

Il est indiqué dans le traitement curatif des souches de Plasmodies plus précisément dans le
traitement du Paludisme a P. falciparum chloroquinorésistant.

I1 est contre indiqué dans les antécédents d’hypersensibilité, chez les nouveau-nés (moins‘de 3
mois), dans les atteintes hépatiques rénales sévéres. La tératogénicité n’a jamais été observée
chez ’homme. La contre indication est donc relative chez la femme enceinte.

- Avantages et inconvénients:

L’observance thérapeutique est excellente puisque le traitement s’administre en dose unique
(oral ou intramusculaire) !

Ces médicaments ont une longue durée d’action et les inconvénients majeurs sont donc la
sélection des parasites, le risque d’agranulocytose et les réactions allergiques cutanées
gravissimes.

Les autres associations sont entre autre Trimétoprime-Sulfaméthoxazole ( Bactrim®), Dapson +
Pyrimethamine : Maloprim®
1. 2. Les amino-4-quinoléines

Ce sont des molécules de synthese les plus largement distribuées.
La chloroquine représente assurément 1’un des produits ayant été le plus utilisé au monde au
cours de ces cinquante derniéres années.

Des cas d’agranulocytoses et d’hépatites ont été signalées lors d’administration prolongée
d’amodiaquine en prophylaxie. Ces molécules restent la référence thérapeutique de ’accés
palustre simple pour la majori‘té des pays notamment le Mal:.

Les amino-4-quinoleines sont des schizontocides et leur action est trés rapide. Les parasites

disparaissent du sang 48 a 72 heures apres leur administration.



s

La Chloroquine et I’Amodiaquine sont les plus utilisées
1.2.1. La Chloroquine: .

La chloroquine a été découverte d’abord par les Allemands en 1934 (Resorchin®), puis
redécouverte et développé en 1944 aux Etats-Unis (Nivaquine®, Aralen®)

- Activité: La chloroquine est une base faible lysosomotrophe, elle est capable de traverser la
membrane de I’érythrocyte parasité, et s’accumule dans la vacuole digestive du parasite en
suivant le gradient de pH. Le mécanisme d’action repose sur sa capacité de concentration dans la
vacuole parasitaire Elle interagit avec les produits de dégradation de I’hémoglobine en se fixant
sur la ferriprotoporphyrine IX [19] ou hématine, dérivée de I’heme.

La chloroquine empécherait I’utilisation des acides aminés indispensables aux parasites
provoquant donc sa lyse. En tant que base faible, elle agirait en bloquant 1’activité des lysosomes
La chloroquine inhibe également la DNA-polymérase des hématozoaires, et les protéases acides
parasitaires. n
- Forme pharmaceutique

Poudre blanche, amére, elle est utilisée sous forme de sulfate (Nivaquine® Resorchin® Aralen®)

ou de diphosphate.
- Présentation: comprimé de 0,10g et 0,30g, sirop a 0,5%,
- Pharmacocinétique

Apres administration orale, I’absorption est rapide et quasi complete (80%). Elle apparait
dans le sang aprés 30 minutes et atteint son pic entre la 3¢ et ]a 4 °™ heure un peu plus
tardivement chez le paludéen grave.

La chloroquine se fixe aux protéines plasmatiques dans la proportion de 50%, a des protéinés
tissulaires de nombreux tissus: Foie, rein, rate, myocarde. La pénétration dans les hématies
normales est trés rapide, aboutissant & une concentration de 3 4 6 fois celle du plasma. Cette
derniére s’éléve considérablement dans les hématies parasitées par une souche sensible, de
I’ordre de 100 fois. Les hématits parasitées par une souche résistante sont en revanche
incapables de concentrer la chloroquine qui ressort de I’hématie.

La chloroquine est éliminée lentement. Une partie est éliminée dans les selles (10%), la
majorité dans les urines, dont 60% sous forme intacte et 30% sous forme métabolisée. Le
principal métabolite est la monodeséthylchloroquine, active également sur les hématozoaires.

La demi-vie de la chloroquine est dose dépendante, de 3 jours aprés une prise de 150mg, 5

jours apres 600mg.
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- Indication:

La chloroquine est utilisée en chimioprophylaxie, en association avec le proguanil dans les
régions ol des souches chloroquinorésistantes sont présentes mais minoritaires. Elle est le
médicament de choix du traitement présomptif du paludisme en zone d’endemie, du traitement
curatif du paludisme a Plasmo‘dizun vivax, ovale, et malariae contracté en toutes zones, et de
Plasmodium falciparum chloroquinosensible.

- Contre-indication de la chloroquine:

Elle est contre indiquée chez les personnes présentant une hypersensibilité, un psoriasis, des
antécédents d’épilepsie.

- Avantage: C'est I'antipaludique Ic moins cher et tres efficace sur les souches chloroquino-
sensible. Elle a une action rapide et facilement manipulable.

- Efféts secondaires:

Cet antimalarique est bien toléré en dehors de la survenue de signes cutanés (prurit pigmentation
ardoisée des phaneéres), digestifs (nausées ou vomissements), voire rares troubles de I’humeur ou
d’un syndrome cérébelleux. Sa prise au long cours dans le cadre de chimioprophylaxie impose
classiquement une surveillance ophtalmologique a la recherche d’un chorio-épithéliome
latrogenc.

1.2.2. Amodiaquine: Flavoquine®, Camoquin®.

Présentation : Comprimés dosés a 200 mg et sirop pédiatrique en flacon de 125mg
C’est un schizontocide détruisant les formes intra-érythrocytaires des quatre espéces de
Plasmodium ( P. falciparum, P. vivax, P. ovalé et P. malariae ). Indiquer dans le traitement des
acces simples de paludisme et conserve une activité sur un certain nombre de souches de P.
Salciparian résistantes a la chloroquine. Elle garde encore son efficacité dans les zones ou les
souches de P. fulciparum sont chloroquinorésistantes. Son administration se fait par voie orale a
la dose de 25 — 30 mg / kg reparti en 3 jours.

[.3. Les amino-alcools (Quinine, Méfloquine, Halofantrine):

1.3.1. LA QUININE:

Alcaloide naturel du quinquina, la quinine est le plus ancien (découverte depuis le 18éme
siecle) et le plus utilisé de ces amino-alcools. Ses propriétés pharmacologiques et en particulier
la possibilité de I’administrer par voie intraveineuse ou intrarectale en font le médicament de
choix lors du traitement du paludisme grave, d’autant plus qu’il existe peu de résistance a ce

produit (elles sont surtout présentes en Asie). Aux doses thérapeutiques (24mg/kg/jour de



quinine base en 3 prises), les effets secondaires sont limités (troubles auditifs avec
bourdonnements d'oreilles, vertiges ) mais les surdosages entrainent rapidement des troubles
cardidques graves. La voie intramusculaire doit étre le plus possible évitée compte tenu des
risques de nécroses locales et de paralysie sciatique qui lui sont rattachés ainsi que de son
manque d’cfficacité dans des formes déja trop evoluges. Les essais concluants de

I’administration en intrarectale de ce produit devraient pouvoir pallier cet inconvénient majeur
dans un futur proche.

Elle agit essentiellement sur les formes érythrocytaires asexuées de toutes les espéces de
Plasmodium. La quinine se fixe sur I’ADN parasitaire et inhibe la formation de ’hémozoine par
fixation sur la protoporphyrine IX.

La quinine est rapidement absorbée par la muqueuse gastro-intestinale. La concentration
sanguine maximale est obtenue 1 & 2 heures apres absorption. Elle s’unit aux protéines
plasmatiques et passe la barriére placentaire et de petites quantités passenf dans le liquide
céphalo-rachidien.

Elle se fixe sur tous les organes mais surtout sur les poumons, sur les reins et sur la rate.

Elle est excrétée rapidement dans I’urine sous forme naturelle et sous forme hydroxylee.

L’excrétion commence 15 minutes aprés I’absorption, est maximale 4 heures apres et complete
en 24 heures. Ce facteur nécessite une répétition de la dose journaliere.

La quinine se présente sous forme:

Injectable: dichlorhydrate de quinine (génériques ou Paluject®), formiate de quinine
(Quinoforme®), gluconique de quinine (quinine+quinidine+cinchonine+cinchonidine:
Quinimax®).

Comprimés: chlorhydrate ou sulfate de quinine (Quinine Lafran®, Quinimax®).

L utilisation de la méfloquine e.t de ’halofantrine qui avait suscité, au moment de leur mise sur
le marché¢, de grands espoirs pour le traitement des acces simples a Plasmodium falciparum
chimiorésistant a d étre nuanéée du fait de leur cofit et de la documentation d’effets secondaires
préoccupants. Troubles dermatologiques (éruptions allergiques), gastro-intestinaux ( nausées,
vomissements), cardiologiques (bradycardies, allongement de ’espace QT), hématologiques
(anémies, agranulocytoses), et neuropsychiques (hallucinations, dépression, convulsions)
limitent a présent leur prescription.

L halofantrine garde I’intérét d’une assez bonne tolérance et de sa durée de traitement complet
qui, en 12 heures (trois prises de 8mg/kg espacées de 6 heures, sans dépasser 2 comprimés a
chaque prise), permet une bonne observance bien meilleure que les traitements, sur plusieurs
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jours. Un interrogatoire sur d’éventuels antécédents cardiaques, et si possible la vérification de
intégrité de 1’électrocardiogramme (absence d’allongement de QT) doivent précéder ce
traitement.

Ces deux médicaments sont én.core officiellement contre-indiqués chez la femme enceinte bien
que plusieurs études aient montré [’absence d’effet tératogene de la méfloquine chez la femme
enceinte (Chandennier, 1998). Chez I’enfant de moins de 10 ou 15 kg, I’halofantrine et la
méfloquine sont déconseillées.

Un autre amino-alcools synthétisé en Chine, le benflumétol ou luméfantrine, apparenté a
Phalofantrine, est disponible déja sur le marché en association avec I’artemisinine au nom de
coartem "

Méfloquine se présente sur le marché sous les noms de Lariam®, Méphaquine®, Plasmotrim®.
L’halofantrine elle est commercialisée sous le nom de Halfan®.

1.4 . Les dérivés de I’artémisinine ou du ginghaosu: artémisinine (Mekophar®) [20],
artéméther (Paluther®) [21), artééther, artésunate(Arsumax®) [22].

Utilisés en médecine traditionnelle en Chine depuis plusieurs centaines d’années, ces
extraits de la plante Artemisia annua n’ont que récemment rejoint I’arsenal des médicaments
antipaludiques commercialisés. Ces produits ont fait I’objet d’études scientifiques assez
completes ayant permis d’identifier une nouvelle classe d’antiparasitaire de type peroxyde, qui
n’a pas encore suscité de résistance. Plus rapides qu’aucun autre antipaludique sur la disparition
des parasites du sang et ne possédant que peu d’effets secondaires, ils sont d’une grande utilité
dans le traitement des paludismes graves ou I’artéméther fait jeu égal avec la quinine, surtout
dans les zones de multi-résistances de Plasmodium falciparum. Mais leur élimination trés rapide
(demi-vie de quelques heures) impose des traitements repétés ou des associations, sous peine
d’observer un taux de rechutes important.

1.5. Les associations:

Comme dans la prise en charge des affections bactériennes, I’association de plusieurs
molécules antipaludiques vise & am¢liorer I’efficacité du traitement, dans certains cas par
synergie potentialisatrice, en rendant de toute fagon hautement improbable 1’émergence de
résistances. En prophylaxie, seule I’association chloroquine-proguanil (Savarine®:
100mg/200mg par comprimé) est recommandée chez I’adulte dans les zones de
chloroquinorésistance modérées.

En curatif, les associations font surtout appel aux antifoliques et antifoliniques. Si la

pyriméthamine-sulfadoxine (Fansidar®: 25mg/500mg par comprimé) occupe une place



importante dans les schémas thérapeutiques, d’autres associations jouent un réle plus discret:
pyriméthamine-dapsone ( Maloprim®) en prophylaxie. La pharmacocinétique du trimétoprime-
sulfaméthoxazole ( Bactrim®) ne permet pas de ’utiliser dans le traitement du paludisme.

Le Fansimef®: (association triple de Fansidar® et de méfloquine) n’a pas fait la preuve de sa
supériorité lors d’une utilisation large en Asie: elle impose un sous-dosage du composant ayant
la plus lente élimination, la méfloquine, qui risque de faire émerger les résistances.

Les associations utilisant gingaosu et amino-alcool (artésunate-méfloquine ou artéméther-
luméfantrine, dénommé coartem®) commencent a &tre utilisées en Asie dans les zones de multi-
résistances. Il est un peu tot ;)our que I’on puise une idée exacte de leur avenir, qui semble
prometteur.

1.6. Les amino-8-quinoléines:

Cette classe de produit est la seule réellement active sur les formes hépatiques et les formes
sexuées du parasite. Hélas, la seule molécule actuellement disponible ( la Primaquine ) est trop
toxique pour pouvoir étre utilisée a large échelle, surtout en Afrique ou elle provoque des
hémolyvses chez les sujets déficitaires en G-6-PD. Un nouveau dérivé dans ce groupe, le
WR238605 ou étaquine, mieux toléré et plus efficace, est a I’étude.

La Primaquine agirait par une réduction de I’Ubiquinone, substance impliquée dans la chaine de
transport des électrons au niveau des mitochondries. Selon Peters et al. ses métabolites
entraineraient une inhibition compétitive de I’enzyme dihydroorotate déshydrogénase ( DHOD)
qui est trés important dans la syntheése pyrimidique [23].
Autres antipaludiques: )

e Malarial®: C’est une poudre de trois plantes de la pharmacopée traditionnelle malienne.
La composition est la sutvante : Cassia occidentalis, Lippia chevelieria et Spilanthes olecraceac
Utilisé dans le traitement des acces simples de paludisme.
1.7. Les antibiotiques (cyclines,' macrolides, clindamycine)

Méme si un macrolide, I’azythromycine, semble donner des résultats intéressants aux vues
de travaux récents, ce sont surtout les cyclines qui, inhibant la synthese des protéines, posseédent
une réelle, mais lente, activité antiparasitaire. La doxycycline (Viramycine®, Tolexine®) est
ainsi utilisé en zone de multi-résistances (Asie principalement): en prophylaxie ou en association

au traitement par la quinine.



2. GENERALITE SUR LA RESISTANCE DU PLASMODIUM
FALCIPARUM AUX ANTIPALUDIQUES.

La resistance médicamenteuse est la capacité qu’a un parasite & se multiplier ou & survivre en
présence d’une concentration de substance qui normalement, détruit les parasites de la méme
espece ou empéche leur multiplication. Cette résistance peut étre partielle (amenant a augmenter
les doses de médicament tolérées par 1’hdte) ou compléte ( dépassant les doses maximales
tolérées par I’hote )

2.1. Chimiorésistance de Plasmodium falciparum:

Actucllement la chimiorésistance de Plasmodium falciparum aux antipaludiques est un
phénomene constaté sur tous les continents. Plusieurs études ont été menées pour expliquer le
mecanisme de la résistance. Comme chez les bactéries, les principaux mécanismes de la
resistance pourraient étre soit,par I’inactivation enzymatique ou la dégradation du médicament
[24], soit une altération du site de fixation du médicament [24], soit une inhibition de ’entrée du
medicament [25] ou soit un reflux actif du médicament.

2.1.1. La résistance aux antimetabolites:
Mécanisme de la résistance

[.a pyriméthamine et le proguanil sont les seuls antipaludiques dont le mode d'action est
relativement bien connue [26]. Jusqu'a la fin des années 1980, leur mécanisme de la résistance
€talt soutenu par 3 hypotheéses :

- La diminution de I’accumulation de la drogue,

- Une augmentation de la synthése de I'enzyme DHFR-TS par une amplification génomique ou
une transcription stimulée,

- Et la diminution de l'affinité de l'enzyme DHFR-TS pour la pyriméthamine suite a sa
modification [27].

L'avenement de la biologie moléculaire a permis de bien élucider ce mécanisme excluant la lere
hypothese. Le gene de I'enzyme bi-fonctionnelle DHFR-TS a été clongé, séquencé et comparé
d'un 1solat a l'autre. Ces isolats ont montré qu'il existe une seule copie du géne, localisé sur le
chromosome No 4 et transmis de maniére Mendélienne, chez tous les isolats résistants a la
pyriméthamine [28. 29, 30, 31, 17, 32, 33, 34, 35]

La resistance croisée entre pyriméthamine et cycloguanil est liée a la mutation ponctuelle entre

Serl08Ala et Ile164Cys [ 36, 37]. En effct une substitution de la serine en position 108 par



I'usparagine ou par la thréonine, isoleucine 164 par la leucine 164 et la cystine -59 par

I'asparagine 59 ont €té retrouvé chez les souches a la fois résistantes a la pyriméthamine et au

cycloguanil. Dans I'ensemble, la résistance a la pyriméthamine est essentiellement due aux

mutations ponctuelles du gene codant pour 'enzyme DHFR-TS. Ce qui se traduit

essentiellement par une diminution de I'affinité de l'enzyme DHFR-TS. Il n'est cependant pas

exclu que d'autres événements génomiques soient impliqués.

) i
Tableau X: Récapitulatif des différents points de mutation des génes dhps et dhfi plasmodiales

étudiés.

Position de la 16 51 59 108 164 437 540
| mutation —
' Phénotype
|
Sensible Ala Asn Cys Ser Ile Ala Lys
Pyr-R Ala Ile Arg Asn Ile Ala Lys
Sulf-R Val Asn Cys Thr Leu Gly Glu B
Ala Alanine
Arg Arginine ‘
Asn Asparagine
Cys Cystéine
Glu Acide-glutamine
Gly Glycine
lle [soleucine
Lys: Lysine
Leu Leucine
Ser Serine
Thr Thréonine
Val Valine

NB: Sulf-R = résistance a la sulfadoxine

Pyr-R = résistance a la pyriméthamine

i
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Les géenes de la résistance du P. fulciparum a la sulfadoxine-pyriméthamine seraient situgs sur lc
quatrieme ct le cinquieme chromosome.

Deux genes actuellement décrits ont été impliqués dans cette résistance:

- le géene dhfr sur le chromosome numéro 4

- le gene dhps sur le chromosome numero 5

Une mutation ponctuelle en poéition 51, 59 et 108 sur le dhfr seraient a I’origine des cas de

résistances observées in vitro [38, 39]. La résistance a la pyriméthamine est due & une
substitution de la serine par ’asparagine en position 108. L’addition des mutations cystéine-
arginine en position 59, asparagine-isoleucine en position 51 conduiraient a des niveaux de
résistance in vitro de plus en plus élevés  ]. La résistance in vitro au cycloguanil est due a une
mutation serine-threonine en position 108 associée & une mutation alanine-valine en position 16
tandis que la mutation isoleucine-leucine en position 164 a été retrouvée chez les souches a la
fois résistantes a la pyriméthamine et au cycloguanil [41], [42]. Ces différentes mutations
entraineraient des modifications qui seraient & la base de la diminution de I’affinité de I’enzyme
DHEFR pour la pyriméthamine suite a sa modification structurale [43], [44].
Les mutations ponctuelles en position 437 et 540 sur le dhips ont été associées a la résistance du
P fualciparum ala sulfadoxine [44].

Les substitutions telles serine-phenylalanine en position 4306, alanine-threonine/serine en
position 013, alanine-glycine en position 581, alanine-glycine en position 437 et lysine-acide
glutamique en position 540 ont été impliquées dans la résistance in vitro [44].Le rdle de la
mutation sur DHPS alanine-glycine 437 dans la résistance in vitro a la sulfadoxine a été confirme
par la technique de transfection. Le réle des mutations DHFR et DHPS dans la résistance de
Plasmodium falciparum & la pyriméthamine et a la sulfadoxine in vivo n’est pas encore établi
avec certitude malgré les données in vitro [45].

Cependant les associations de mutation dhfr et dhps sont plus déterminantes dans survenue dc
la résistance du P. falciparum & I’association sulfadoxine-pyriméthamine.

2.1.2. La résistance aux amines alcools:

Le gene pfindr (Plasmodium falciparum multidrug resistance) a €té décrit comme intervenant
dans la résistance de Plasmodium falciparum  cette famille de médicament. Le mécanisme est
encore peu élucidé. En effet, Wilson er «/ montrérent une apparente association entre
I"augmentation du nombre de copies du géne du pfindr et une augmentation de son expression
avec une diminution de la sensibilité du Plasmodium falciparum a la méfloquine et a

"halofantrine[406].
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Selon Ritchie et a/, la résistance a halofantrine et 4 la méfloquine peuvent apparaitre sans une

augmentation I’expression du géne pfindr [47].

2.1.3. La résistance aux amino-4-quinoleines

!'La résistance a la chloroquine.

La chloroquine est un des médicaments les plus utiles jamais développés. Les souches
chloroquinorésistantes de Plasmodium falciparum sont fréquentes dans certains sites, entrainant
des échecs thérapeutiques. Au cours des dix derniéres années, de nombreux génotypes associés 3
la résistunce de Plusmodium falciparum a la chloroquine ont été identifiés. Actuellement, c’est a
partir de deux génes qu’on tente d’expliquer la chloroquinorésistance: Le pfindr et le pfert qui esl
la derni¢re découverte.

Le géne pfindr (Plasmodium falciparum Multidrug Résistance).

Des homologues de géne pfindr, responsables de la multi-résistance des cellules cancéreuses
aux médicaments anticancéreux ont été découvertés chez Plasmodium falciparum et nommés
pfimdr! et pfindr2.

Le pfindr2 est un geéne localisé sur le chromosome 14. Les études ont montré qu’il n’était pas
impliqué dans la résistance a 1a chloroquine. Ce géne ne présente pratiquement aucune variation
entre les parasites sensibles et ceux résistants [48]

Par contre des variations dans le nombre de copies du géne pfindrl, le géne correspondant
situé sur le chromosome 5, associées ou non avec des mutations ponctuelles, ont été
initialement considérées dans la chloroquinorésistance.

Des mutations ponctuelles du géne pfmdrl sont liées a la chloroquinorésistance en Afrique [44
S0]. Ce gene pfindri code pour une glucoproteine de perméabilité d’un poids moléculaire de
I70kD. Comme ses homologues des cellules canccreuses, cette protéine serait impliquée dans le
transport trans-membranaire de la chloroquine et d’autres molécules medicamenteuses [51].

Une mutation ponctuelle au niveau du Pfmdrl asn-tyr en position 86 pourrait contribuer  la
chloroquinorésistance [52].

Des ¢tudes récentes effectuées in vivo n’ont pas montré une forte corrélation de ces variations de
coples a la résistances[53].

Le gene cg2 (Candidate géne‘Z) : Ce géne identifié par Wellems ef al, est situé sur le
chromosome 7 et code pour une protéine transmembranaire localisée dans la vacuole
parasitophore et dans celle de la membrane digestive [54]. Un polymorphisme de ce gene avait

¢té associc a la chloroquinorésistance dans certaines clones africains et asiatiques de Plasmodiun:

22



Jfalciparion mais des travaux supplémentaires ont démentis le role de ce geéne dans la

chloroquinorésistance.

Le pfcrt (Plasmodium falciparum chloroquine résistante transporter):

C’est le géne le plus récent, ‘il a 6té identifié par Wellems et al. L'équipe de Wellems vient de
montrer dans une étude parue dans Molecular Cell qu'une mutation ponctuelle au niveau de ce
geéne codant pour une protéine trans-membranaire (PfCRT) de la vacuole digestive de
Plasmodium fulciparum est responsable de la résistance a la chloroquine [55] .

Cette ¢tude a montré que les souches résistantes d'Asie et d'Afrique ont un des deux variants
"Pfert” qui différe du gene sensible a la chloroquine par 7 ou 8 mutations ponctuelles. En
Amérique du sud, cette résistance est associée a d'autres variants "PfCRT" porteurs de plusieurs
mutations. Toutefois, les variants "PfCRT" de ces trois régions ont en communs deux mutations
specifiques (K76T et A220S).

Les auteurs ont donc trouvé que la mutation d'un unique point de ce géne, présent sur le
chromosome 7 de Plasmodium falciparum, conférait la résistance a la chloroquine. IIs ont
également pu convertir une souche sensible en souche résistante a la chloroquine en lui
introduisant le géne mute "pfFrt K76T". Une autre étude réalisée sur terrain et adoptant le
protocole de 'OMS 1996 a montré que tous les parasites présents apres traitement a la

-
chloroquine présentaient ce géne [53]. Toutefois, on ne connait pas encore le rdle précis et la
fonction jouée par la protéine codée par ce gene, en particulier, le mécanisme par lequel cette

protéine confeére la résistance a la chloroquine.
3. Evaluation de la chimiorésistance:

| *évaluation de la chimiorésistance a été standardisée par I'OMS pour I’espece Plasmodium
fulciparum. 11 s'agit des épreuves d’évaluation in vitro et in vivo.
Tests standardisés de ’OMS.
3.1. Test in vitro:

lls consistent a mesurer ’inhibition de la maturation en schizontes des parasites isoles chez un
sujet, en présence de doses croissantes d’un antipaludique donné.

Aprés le macro-test mis au point par I’'OMS et vite abandonné, c’est les micro-tests qui sont

. “
actuellement utilisés. On distingue
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3.1.1.. Tests optiques:

Le micro-test OMS [ ] et le semi-microtest de Le Bras [ ] ont été mis au point a la fin des
années 70¢ 11s sont basés sur la capacité des doses croissantes d’antipaludiques testés a empécher
la maturation des trophozoites de Plasmodium falciparum en schizontes, lorsque le prélevement
sanguin est mis en culture dans du milieu RPMI et incubé a 37°C, en présence de CO; et de O,
pendant 24 4 48 heures. Les résultats s’expriment en concentration minimale inhibitrice (CMI),
pour le microtest OMS, et en concentration inhibitrice 50% (Clsg) 0U 90% (Clgp), pour le semi-
microtest.

3.1.2. Tests isotopiques:

Ce sont le microtest isotopique de Desjardins [58 ] et le semi-microtest isotopique de Le Bras et
Deloron {59 ]. Ce sont des modifications, respectivement, du microtest OMS et du semi-
microtest optique. Aprés 18 heures d’incubations, on ajoute a chaque cupule un radio-isotope,
I’hypoxanthine tritiée. L incubation des parasites est révélée par I’incorporation du radio-isotope
dans le noyau des parasites. La mesure de la radioactivité se fait dans un compteur a scintillation.
Les résultats sont donnés en coups par minute et ’activité du médicament est exprimée en Cls
ouen Clyg.

3.1.3. Les Nouveaux tests:-

Les tests récemment mis au point sont ceux de:

- Test rapide de KROGSTAD:[60]

Ce test est fondé sur la capacité d’un inhibiteur calcique, la vérapamil, a bloquer I’excrétion et
I’exocytose de la chloroquine de la vacuole parasitophore des souches chloroquino-résistantes de
Plasmodium falciparum. Les résultats s’obtiennent en deux heures et sont exprimés en résistance
de type “RI et RIII” selon la classification de I"auteur.

- Microtest de MARKII:

C'est une modification du macrotest par les mémes auteurs qui se sont inspirés de la technique
de la culture continue de TRAGER et JENSEN. Il consiste ¢ mettre en culture pendant 24 a 48
heures 4 37°C sur des plaques de titration traitées avec différents antipaludiques a doses
croissantes. Les kits sont fournis par I’OMS et donnent des doses critiques de sensibilite pour
chaque médicament.

- Test de MAKLER: [61]
C'est un test enzymatique fondé sur la capacité de ’enzyme lactate déshydrogenase (LDH) de

Plasmodium falciparum & utiliser rapidement la 3-acétylpyridine adénine dinucléotide dans

24



la réaction aboutissant a la formation de pyruvate a partir du L-lactate. Le test vise a détecter el a
quantifier, par une technique enzymatique, la LDH produite par Plasmodium falciparum en
présence de I’antipaludique étudié. 11 existe une corrélation entre la densité parasitaire et
I’activité de la LDH plasmodiale.

3.1.4. Test Moléculaire: Technique de PCR

Une nouvelle technique nous permettant d’évaluer le niveau de résistance est la PCR (
Polymerase Chain Reaction) ou réaction de polymérisation en chaine

Principe: Elle est fondée sur I’amplification exponentielle in vitro de I’ ADN plasmodial en
présence d’amorces spécifiques, de nucléotides, de Taq polymerase(enzyme) et de milieu
tampon.. La révélation du produit est faite par électrophorése sur gel d’agarose a 2%.
Technique: Cette technique décrite en 1985 par K. Mullis et al permet une amplification
enzymatique in vitro de la quantité de DNA dont on disposait initialement.

Elle impose de connaitre la séquence des régions qui délimitent le segment de I’ADN a
amplifier. On utilise des amorces complémentaires a ces régions, qui ont entre autre comme
fonction la reconnaissance de la région 4 amplifier et I'initiation de la synthese de I'’ADN néo-
forme.

Le processus d’ampliﬁcationAcomporte des cycles successifs, chacun comprenant:

- une phase de dénaturation par la chaleur pour séparer les 2 brins de ADN.

- une phase d’hybridation de I’ADN avec les deux amorces spécifiques. Elle a lieu grace a un
abaissement de la température, chaque oligonucléotide se fixant sur un brin d’ADN.

- une extension des amorces avec une ADN polymerase a 70-72 °C.

Cette technique a eu de 'ampleur avec la découverte en 1988 d'une ADN polymerase non
inactiveée par la chaleur. Il s'agit de la Taq polymerase (isolée d'une bactérie thermophile adaptéc
3 la vie duns des sources d'eau chaude "Thermus aquaticus"). Avec la Taq on peut effectuer un
nouveau cycle (dissociation, hybridation des amorces, réplication du DNA) sans avoir a ajouter
chaque fois de l'enzyme. Il est maintenant possible d'automatiser ces réactions grace a des

appareils programmables en température et en temps.
3.2. Tests in vivo:

Elle consiste 2 administrer, a un sujet porteur de Plasmodium falciparum, la dose
ordinairement recommandée de I’antipaludique a tester, et a contrdler la disparition des parasites
du sang au bout d’un temps donné. L’évaluation de I’efficacité des schémas thérapeutiques se

fait directement avec ces tests. Le test in vivo comporte: le test prolongée de 28 jours, le test



pratique standard de 7 jours, le test standard de 14 jours, et le test simplifié du
C.R.C.P/O.C.C.G.E.
3. 2.1. Test standard de I’O.‘M.S. de 28 jours:

Il consiste 4 administrer une dose de 25 mg de chloroquine base/kg poids corporel repartie en 3
jours chez un patient présentant une infection mono spécifique a Plasmodium falciparum avec
contréle de la parasitémie chaque jour durant sept jours, puis a J14, a8 Jp1, et a Ips. Le suivi se
faisait pendant 28 jours.

3.2.2. Test standard simplifié de ’O.M.S. de 7 jours:

C’est le méme que celui du test de 28 jours sauf que la période du suivi est de 7 jours avec un
contrdle de la parasitémie soit au J; seulement, soit au Jyet Js.

3.2.3. Test simplifié du C.R.C.P/O.C.C.G.E:

1l consiste a administrer chez un patient présentant une infection monospécifique a Plasmodium
falciparum, une dose de 10 mg de chloroquine base/kg de poids corporel en une seule prise avec
un seul controle parasitologique & 7

3.2.4 Test standard de l’O.M.S. de 14 jours:

C’est le test actuellement admis pour I’évaluation de la chimiosensibilité.

* Principe: Il consiste a administrer chez un patient une dose de 25 mg de chloroquine base
par kilogramme de poids corpdrel repartie en 3 jours, soit 10 mg par kilogramme le premier
jour, 10 mg le deuxiéme jour, et 5 mg le troisieme jour avec contréle de la parasitémie a J, J;
et J1,. Le test se réalise pendant une période de 14 jours
Ce test est applicable au Fansidar avec I’administration de 25mg de sulfadoxine et 1,125mg de
pyriméthamine en dose unique suivi de contrdle clinique a J1, J2, et de contrdle clinique et
parasitologique a J3,J7 et J14
* Avantages et inconvénients des tests in vivo:
Avantages:
- adhésion facile de la population car elle y trouve un intérét médical immédiat.
- réalisation beaucoup plus simple et aisée (méme par un agent de santé de base).
- détérmination du niveau de la résistance afin d’adopter un schéma thérapeutique adéquat.
- matériel utilisable simple.
- ils peuvent fournir des éléments de pharmacovigilance de I’antipaludique utilise.
Inconvénients:
- faux résultats liés aux troubles du métabolisme du médicament, au niveau immunitaire du

malade. ¢t aux troubles d’absorption du médicament.
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- duré¢ longue pour le diagnostic de la résistance.

- difficultés de mettre les sujets hors d’état de réinfections en zone d’endémie surtout pendant la
saison de transmission (épreuye de 28 jours).

- criteres d’inclusion souvent difficiles a mettre en pratique entre autre I’absence de la prise
antérieure d’antipaludiques.

- temps de réalisation assez long (minimum 7 jours)

- nsuftisance liée a la technique microscopique, en particulier la sensibilité, la specificité, qui
sont fonction de la compétence du lecteur.
Difficult¢ pour le test in vivo de 7 jours de faire la différence entre le niveau de résistance RI et

la sensibilité.
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« III- METHODOLOGIE
A /. ASPECTS SOCIO-DEMOGRAPHIQUE
1/ Lieu d’étude
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Le lieu de notre étude a été le village Kollé se trouvant dans une zone de la savane Nord-
soudanienne ou la transmission du paludisme est hyper-endémique.
1.1.Le choix du lieu d’étude

L’accessibilité géographique du village de Koll¢ est plus ou moins facile pendant toute
’année. !

Il existe depuis un certain nombre d’années, des données de base sur la résistance aux
antipaludiques( chloroquine et a la sulfadoxine-pyriméthamine) et les comportements et attitudes
de la population.

Nous avons obtenu au cours des études antérieures effectuées par le DEAP ’adhésion des

autorites locales et de la population.
Ces différents aspects justifient Ie choix du village de kollé.
1.2. Historique du village.
Kollé a ¢été fondé par Wantaraba Camara au début du XIX*™ siécle. Il était venu de Siby (chef
lieu d;arrondissement) a la recherche de terres fertiles pour la riziculture. Depuis, 15 chefs dc
villages se sont succédés et I’actuel s’appelle Moriba Camara.
1.3. Situation géographique:
Le village de Kollé est situé dans la commune de Siby, Cercle de Kati, région de Koulikoro. 1l
se trouve sur la route reliant B‘amako a Kangaba-Kankan (Guinée), 4 17 km au sud du chef lieu
d’arrondissement(siby). Delimité au sud par le fleuve Niger 4 9 km, a ’ouest par Samako a 6 km.
au sud-ouest Bancoumana distant de 3 km, au nord par Ténéya, nord-est par Koursalé distant de
7 km, et 4 57 km au sud-ouest de Bamako.
On note a I’ouest une colline avec une superficie de 160 hectares par contre le nord est limité
par un platcau qui couvre une superficie de 1510 hectares. Le relief est suffisamment plat et
constitué de plaine qui couvre la majeure partie (environ 5020 hectares) avec une zone inondable
et une zone exondee constituant de larges gites larvaires d’anophéles en saison de pluies.
1.4. Climat et végétation:
Kolle a un climat de type soudanien.
On distingue deux saisons:
- I'une, pluvieuse qui va de mai en octobre avec le maximum de pluie en aofit et septembre.
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- I'autre. séche qui est fraiche de novembre en janvier et chaude de février en avril.

La végeétation est une savane arborée composée de:

- Plantes herbacées: Penisetum pedicellatum, Cymbopogon giganteus, Hyperhenia dissolita,
Boudetia togolensis, Andropogon sp.

- Plantes ligneuses: Combretum sp., Acacia sp., khaya senegalensis, Parkia biglobosa,
Adansonia digitata, Bautina sp., Tamarindus indica, Vitellaria paradoxa, Guiera senegalensis
Plantes lianexentes: Saba senegalensis.

1.5. Populations
Le village de Koll¢ est essentiellement constituée de Malinkés avec environ 3000
habitants[INAGEF, 1999]. On y retrouve d’autres ethnies.

La religion musulmane est la dominante.

1.6. Infrastructures socio-sanitaires:
Le village dispose de:

_Une école fondamentale de & classes dont les 5 premiéres sont fonctionnelles avec quatre
enseignants. L’école a été construite avec 1’aide de ’'ONG Plan international et la participation
de la communauté villageoise.

- Une medersa construite avec I’aide des gouvernements de 1’ Arabie Saoudite et du Koweit.

- Un magasin de stockage de céréales construit avec ’aide de la FAO

- Un dispensaire sous la direction d’un aide-soignant, construit avec I’aide de ’ONG
AMAPROS.

- Un centre d’alphabétisation fonctionnelle.

- Trois forages équipés de pompe hydraulique avec I’appui de la coopération Mali-Italie dont
actuellement un seul est fonctionnel.

Les maisons du village sont des cases rondes avec des toits en paille et des maisons
rectangulaires avec des toits en tdle ou en paille ou en banco

1.7. Activités économiques:

L’économie est essentiellement agropastorale avec:

-des cultures vivrieres comme le riz, le mil, le sorgho, le mais, et des tubercules.

- des cultures industrielles comme le coton, I’arachide et la banane.

Le cheptel comporte entre autre des bovins, des ovins, des caprins, de la volaille et quelques

équidés. Le petit commerce y est également effectue.



2. Type d'étude:
Nous avons effectué une étude longitudinale au cours de laquelle chaque sujet inclus était suivi
pendant 28 jours. Ceci nous a permis d’avoir toutes les informations sur le cours évolutif de la
maladie.
3. Période d’étude:

L’étude s est déroulée de septembre & décembre 2000. Ce moment correspond a une période

ol la de transmission est maximale dans la localité.
)
4. Population d’étude :

1’étude a concerné toute la population du village avec un age supérieur ou égal a 6 mois.
4-1 Critéres d’inclusion:

Pour I'inclusion dans I’étude, le malade devrait satisfaire les critéres suivants :

- présenter une forme clinique de paludisme simple avec notamment une possibilité
d’administration du médicament par voie orale, une parasitémie supérieure a un trophozoite de
P. falciparum, par mm3 de sang.

- Avoir un age supérieur ou égal a 6 mois.

- Etre résident de Kollé depuis 6 mois au moins.

- Avoir une infection mono spécifique a Plasmodium falciparum.

- donner son consentement ou assentiment pour les parents.

- Avoir une parasitémie supérieure 2500 trophozoites par mm3 de sang en ’absence de fievre.
4-2 Critéres de non-inclusion V

Dans les cas suivants le malade n’était pas inclus dans I’étude :

- Paludisme grave, définie comme suit:

* paludisme cérébral (coma)

*anémie normocytaire grave (Hb<5g/dl)

*oedéme pulmonaire
*&tat obnubilation( atteinte de la conscience moins profonde qu'un coma )

-Le malade est incapable de boire ou de prendre le sein si c'est un enfant
-Le malade vomit tout ce qu'il prend

-Le malade a récemment eu des convulsions

-Le malade est incapable de se tenir debout ou assis.

_Les autres criteres de non-inclusion qui n’ont pas été évalués faute de moyens techniques
étalent :
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* msuftisance rénale (créatinine sérique>3.0mg/dl)

* hypoglycémie (<40mg/dl)

* hémorragies spontanées ou coagulation intravasculaire disséminée

* acidémie ou acidose

* hémoglobinurie macroscopique
5- I’échantillonnage:
Notre approche d’échantillonnage était de type exhaustif sur les paludéens de Kollé qui se sont
présentés a I'infirmerie.

La taille minimum de I’échantillon a été calculée a ’aide de la formule ci-aprés :

i

. 2o~ Pecart reduit , sa valeur est de 1,96

. le risque d’erreur alpha ( o)= 5%

. p= la proportion p estimé a10%([Sanogo,2000]
.q=1-p

. 1=la précision souhaitée a 5%

. n = taille de I’échantillon

6. Méthode de collecte des données

Les données ont été collectées sur le terrain et au laboratoire.

6.1. Collecte des données sur le terrain

Elles ont ¢té collectées a l'aide'd'un dossier individuel standardisé préalablement testé, élaboré
conformément aux objectifs de 1’étude.

Ce dossier comportait des renseignements sur le numéro d'enregistrement du malade, su
résidence. son 4ge; des renseignements sur les médicaments déja consommés par le malade dans
les deux semaines précédents son inclusion dans notre étude, sur les antécédents de prurit aprés
prise de sulfadoxine-pyriméthamine. Il comportait aussi des renseignements sur I'état clinique du
malade a savoir la température, le poids, la rate, les doses de sulfadoxine-pyriméthamine
administrer et autre traitement concomitant ainsi que des renseignements biologiques a savoir la
parasit¢émie I'hématocrite et enfin I'état d'évolution de la maladie ( Cf annexe 1)

Ce dossier ¢tait complété par le registre du clinicien, le registre pour la parasitologie et le cahier

pour la lecture des gouttes épaisses et de mesure de I’hématocrite.
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6.1.1. Les renseignements généraux
Ils ont été recueillis par interview directe et consistaient a identifier le malade, a se renseigner

sur les signes et symptémes qui 'ont conduit en consultation, la familie de provenance etc.
Les renscignements ainsi obtenus étaient enregistrés sur une carte qui accompagne le malade

au poste du clinicien.

6.1.2. Données Cliniques

6.1.2.1. Matériel et technique de collecte:
Les données étaient collectées par suite d’un examen physique qui consistait a la mesure de la
température, du poids, de la fréquence respiratoire et de la palpation de la rate.

Matériel : 11 était constitué de:
thermometres électroniques,
stéthoscope médical,
tensiometre,
alcool a 90°,
coton hydrophile,
seringues stériles a usage unique (3cc, 6c¢c, 10cc, 12¢c, 250cc),
cuillér‘es a cafe,
bols en plastiques et des bonbons.

.Médicaments:

Les antipaludiques (chloroquine, Fansidar® (sulfadoxine-pyriméthamine), dichlorhydrate de
quinine). Les autres médicaments étaient représentés entre autre par des antibiotiques, des
antipyrétiques, des benzodiazépines, des antihistaminiques, des anti-inflammatoires, des
antitussifs et d'autres médicaments d'urgence.

L’examen clinique:

L’examen clinique complet était fait chez tous les patients et les fiches de suivi étaient
régulicrement mises a jour. |

La dose de Sulfadoxine-pyriméthamine était administrée par le clinicien en fonction du poids
a raison de 25mg/kg de sulfadoxine et 1,25mg/kg de pyriméthamine en prise unique. Etait
associé a cela le traitement d’éventuelles affections ou signes ( antitussif en cas de toux,
paracétamol en cas de fievre).

. Mesure de la température axillaire: .La température était prise a 1’aide d'un thermomeétre

électromque placé dans le creux axillaire. L’audition d’un signal sonore en provenance du



thermometre indique la {in de la prise de température. La fiévre était définie par une température
axillaire non corrigée supérieure ou égale a 37,5°C.
. Palpation de la rate: la palpation était effectuée sur le sujet arrété et mesurée selon la

meéthode de Hackett:

Rate O - rate non palpable.

Rate I - rate palpable en inspiration profonde.

Rate 2 - rate s’étendant du rebord costal jusqu’a mi-distance du nombril.

Rate 3 - rate pouvant atteindre le niveau du nombril.

Rate 4 - rate dépassant le nombril.

Rate 5 - rate descendant entre ’ombilic et la symphyse pubienne.

Classification de Hacketr | 62|

- Traitement des cas de maladies: Tous les cas de paludisme simple étaient traités  la
sulfadoxine-pyriméthamine en raison de 25mg/kg de sulfadoxine et 1,25 mg/kg de
pyriméthamine en prise unique ( soit % comprimé pour 10 kg de PC ) associé 4 un traitement
symptomatique selon le cas.

Les cas graves ¢taient exclus de I’¢tude mais traités par les sels de quinine en perfusion dans du
sérum glucosé 5% (Quinimax®).
Le suivi ¢tait effectué aux jours J1,J2,J3, 17, J14, J21, J28. .
Les criteres de jugement de I’efficacité du traitement consistaient a la disparition de la fiévre et

de la parasitémie, en bref, en une amélioration clinique et parasitologie du sujet.
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Les renseignements cliniques de chaque malade inclus étaient notés dans un dossier individuel
de suivi qui comportait dans ses grandes lignes le numéro d'identification du sujet, les
renseignements généraux, cliniques, biologiques et thérapeutiques du malade. (Cf. annexe 1)
Méthode de gestion des données :
Les fiches de suivis étaient régulierement contrdlées et contenues dans des chemises
individuelles. Apres le suivi complet, elles étaient gardées dans une cantine métallique a I’abri
des insectes rongeurs.
6.1.3. Les Données Biologiques
Elles ont été recueillies au poste de biologie, il s'agissait de faire une goutte épaisse et de la lire
au microscope électrique, de faire I'hématocrite et les confettis.
6.1.3.1. La goutte épaisse:
. Matériels: )
Lame porte-objet,
vaccinostyles,
tampon d’alcool, alcool 90°,
coton hydrophile,
Giemsa pur,
€au tamponnee,
comprimés tampon,
des bacs de coloration,
une éprouvette graduée,
des rateliers,
une boite OMS,
un séchorr,
d’eau distillée. '

. Principe: Elle consiste a rechercher le parasite, a identifier I’espece plasmodiale, et a
déterminer le nombre de parasites par millimetre cube de sang.

. Mode opératoire: L'index ou le majeur de la main gauche €tait désinfecté par ’alcool,
puis essuyé par un morceau de coton sec afin d’enlever le reste d’alcool. Une ponction capillaire
était faite au niveau de ce doigt, la premiére goutte était essuyée avec du coton sec, on
récupérait la seconde sur une lame porte-objet. A ’aide du bord d’une seconde lame, on faisait
la goutte ¢paisse selon la technique standard de I’OMS. Les lames €taient marquées par un

crayon indélébile, et séchées au séchoir électrique.
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Les lames étaient séchées d’abord dans une boite OMS a I’abris de mouches et, apres lecture,
elles étaient rangées et gardée dans des boites a lames pour la conservation.
. Coloration : Aprés séchage, les gouttes étaient colorées avec du Giemsa & 10% dans de
I’eau tamponnée a un pH = 7,4 pendant 15 minutes. Ensuite elles étaient rincées et séchées a
l'aide du séchoir.
.Examen microscopique: La lecture des gouttes se faisait sur place par un membre de
I'équipe de recherche a l'aide d'un microscope optique binoculaire a I'objectif 100 sous
immersion. La densité parasitaire était déterminée en comptant le nombre de parasites sur 300
leucocytes et le tout rapporté a 7500 leucocytes par mm® de sang.
6.1.3.2. Etude hématologique:
. Principe: Elle consistait & déterminer le taux d’hématocrite.
. Materiels:

Tubes capillaires héparinés,

centrifugeuse a hématocrite, '

plaque de cire,

I’abaque de lecture

Mode opératoire: A partir du sang de la ponction capillaire ou du sang veineux on
remplissait les tubes capillaires héparinés aux trois quarts de leur volume. Le taux d’hématocrite
était déterminé apres centrifugation des prélevements pendant 5 minutes

. Lecture: La lecture se faisait sur place avec 1’abaque de lecture gradué de 0 a 100.
L'hématocrite était exprimeée en pourcentage.
6.1.3.3. L.a confection de confettis :

L’ADN parasitaire était collecté sur du papier filtre dénommé confettis a partir de quelques
gouttes de sang du patient. elle était effectuée au poste d’hématologie

-- Principe : elle consistait a immobiliser les parasites sur du papier buvard

La méthode était plus pratique puisqu’elle ne nécessite pas de chaine de froid et la moins
invasive parce que la méme p(l)nction digitale qui a servit a faire la goutte épaisse permettait
aussi de confectionne les confettis.

Elle nécessitait un matériel minimal et un personnel moins qualifié.

— Matériel

Papier buvard (papier confettis)

Gants steriles

Vaccinostvles stériles
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Coton hydrophile
Alcool 70%
Ciseaux
Poubelles pour vaccinostyles
Registres
Crayons
Enveloppes
Agrafeuses
Agrafes
Scotch type OMS
Insecticides (Timor)
Cantine + cadenas
- Technique
Découper du papier buvard a l'aide d'une paire de ciseaux environ 4 cm de long sur 2 cm.
Diviser un des bouts du confettis en quatre langues (1/2 cm de largueur sur 1 cm de hauteur).
Inscrire le numéro d'identification du patient sur le buvard a l'aide du crayon
- Imbiber les 4 langues du papier buvard de sang.
Apres le prélévement, appliquer du coton sec sur la partie piquée du doigt pour faire hémostase,
puis laisser sécher le confettis.
Gestion du confettis
Les confettis étaient séchés raccrochés a du scotch dans les cantines a 1’abri de mouches et de la
poussiére, puis conservés et transportés dans des enveloppes individuelles a la température
ambiante pour étre aprés garder dans un carton conservation.
Ces confettis ont été utilisés pour faire I’extraction de ’ADN plasmodial.
6.1.4. Déroulements de I’enquéte

6.1.4.1. Pré-enquéte: Des études similaires ont déja été faites dans la localité et par
conséquent ont servi de repére pour mieux structurer la présente étude.

6.1.4. 2 Enquéte proprement dite

- Organisation du travail:

Pour le bon fonctionnement du travail nous avions mis sur place 3 postes de travail.
Poste 1: Ce poste qui était le premier niveau de trie a savoir sélection des malades, prise des

renseignements généraux et. 11 était occupé par un infirmier et trois guides locaux.
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Poste 2: 11 était tenu par deux'cliniciens (un interne et un Docteur en médecine du DEAP) et
servait de lieu de consultation et de traitement des malades.

Les cas de paludisme simple confirmés par une goutte épaisse bénéficiaient d'un dossier de
suivi et élaient traités a base de sulfadoxine-pyriméthamine.

Les cas de paludisme grave quant a cux étaient traités a la quinine en injection intramusculaire
ou en perfusion dans du sérum glucosé a 5%. Les autres pathologies étaient aussi prises en
charge.

Poste 3 A ce niveau, étaient réalisées par un interne en pharmacie, la goutte épaisse,
I'hématocrite et la confection des confettis pour les cas de paludisme simple mono-spécifique a
Plasmodiwm falciparum

6.1.4.3. Calendrier des activités de base

Jour O: Aprés inclusion, le malade recevait sur place la dose de 25mg/Kg de poids corporelle
(PC) de sulfadoxine et 1,25 mg de pyriméthamine par voie orale en prise unique. Et puisque les
comprimés étaient doses a 500mg /25 cela correspondait 4 un demi comprimé pour 10kg de
poids corporel soit un comprimé pour 20 kg . Comme antipyrétique, il recevait une dose de 40
mg/kg de PC qui sera poursuivi pendant 3 jours. Apres I’administration de médicament, le
malade était observé pendant 45mn a lheure de temps pour d'éventuel vomissement avant de
partir a la maison. En cas de vomissement les 15 mn suivant I’administration de médicament la
dose compléte était répétée, mais lorsqu’il survient les 30 mn a lheure la demi- dose était
administree.

Les jours J1 et J2: correspondant au deuxieme et troisiéme jour, une évaluation de I'état

clinique ¢tait réalisée ainsi que la recherche de signes d’aggravation et d’effets secondaires.

Les jours J3, 7, J14, 121 et J28 : en plus du bilan clinique complet avec mesure de fréquence
respiratoire et cardiaque, la palpétion de la rate , étaient également réalisée une goutte épaisse de
controle, la confection d'un confettis ainsi que la mesure du taux d’hématocrite .

En cas d’échec thérapeutique précoce (ETP), le malade recevait la chloroquine a la dose de
25mg/kg de PC repartie en 3 jc‘)urs par voie orale.

Les jours de visite imprévue : étaient systématiquement réalisés l'interrogatoire, la prise de la
température axillaire non corrigée, la mesure de la fréquence respiratoire, la palpation de la rate,
donc le bilan clinique associé & la biologie (goutte ¢paisse, hématocrite, confettis ).

Et en cas d’échec thérapeutique tardif (ETT) un traitement substitutif par la quinine était institue.



Les cas de prurit étaient déclarés et enregistrés dans le dossier du malade. Le prurit était
objectivé dans certains cas par des rashs cutanés ou des grattages sur la peau. Ces prurit ont €té
traités par la prométhazine en sirop.

Plan d’analyse et de traitement des données( cf annexe 2).

Les données ont été codées et saisies dans un micro-ordinateur a 1’aide du logiciel EPI-INFO
version 6.0. Les résultats ont ensuite été résumés dans des tableaux. Le test statistique de Khi2 a
été utilisé pour la recherche de lien entre certaines variables. Le seuil de signification a été fixé
5%.

6.1.5. Définitions opératoires

Nous avons classé les résultats en catégories de réponse au traitement :

Résultats cliniques :

L échec thérapeutique précoce (ETP)

L’échec thérapeutique tardif (ETT)

La réponse clinique satisfaisante (RCS)

Résultas parasitologiques : c’est le comportement des parasites vis a vis de ’antipaludique

utilisé a J3, J7 et J14. Ils ont été classés en :
- Sensible
- Résistance type I : RI
- Résistance type IT : RII
Résistance type 111 : RIII
Définition :
ETP : la réponse au traitement est classée comme échec thérapeutique précoce si le malade
présente 1’un des signes suivants au cours des trois premiers jours du suivi :
Apparition de signe de danger ou d’un paludisme grave les jours 1, 2 ou 3 en présence d’une
goutle ¢paisse positive.
Température axillaire non corrigée > 37,5 °C le jour 2 avec une parasitémie supérieure a celle
du jour 0.
Température axillaire > 37,5 °C le jour 3 avec une parasitémie,
parasitémie a J3 supérieure d’au moins 25% de la parasitémie a JO
ETT : la réponse au traitement est classée comme échec thérapeutique tardif si le malade

présente un des signes suivants pendant les jours 4 & 14 de la période de suivi :

}
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- Apparition de signes de danger ou d “un paludisme grave en présence d’une parasitémie
n’importe quel jour entre J4 et 114, sans que le malade ait auparavant répondu aux critéres
d’échec thérapeutique précoce.

Temperature axillaire >=37.5° C en présence d’une parasitémie n’importe quel jour entre J4 et
J14 sans que le malade n’ait au paravent répondu aux critéres d’échec thérapeutique précoce ou
tardif.

RCS : la réponse clinique est classée comme réponse clinique satisfaisante si le malade présente
un des signes suivants au cours de la période de suivi de 14 jours :

- Absence de parasitémie le jour 14 quelle que soit la tempeérature axillaire, sans que le malade
ait auparavant répondu aux critéres d’échec thérapeutique précoce et tardif,

- Température axillaire non corrigée <37.5 °C avec ou sans parasitémie, sans que le malade ait
auparavant répondu aux critéres d’échec thérapeutique précoce ou tardif.

RI : lc niveau de la résistance parasitologique RI a été défini comme suit :

absence de parasites a J3 mais pr.ésents alJ7oull4d

présence de parasites a J3< a 25% de celle de JO, et sa disparition a J7 mais reparution a |14
RII : le niveau de résistance parasitologique RII a ét¢ défini par ’existence d’une parasitémie a
J3 inférieur a 25% de la parasitémie initiale et une parasitémie a J7 et J14

RII : le niveau RIIT a été défini par une parasitémie & J3 supérieure 75% de la parasitémie
initiale.

Sensible :la réponse parasitologique a €té classée comme sensible s’il y avait :

Absence de parasites 4 j3, j7 et j14 ou la parasitémie & j3 est inférieure a 75% de la parasitémie a
j0 et que les parasitémies aj7 et j14 sont nulles, ou les parasitémies a j3 et j7 sont inférieures a
75 % de la parasitémie a jO et la Parasitémie a j14 est nulle.

La visite imprévue : ¢’est une visite qu’un malade peut faire en cas de rechute de la maladie

entre J3 et J7.J7 et J14,J14 et J21,J21 et J28.

I.’anémie - ont é1é considérés comme anémique les sujets dont le taux d’hématocrite était

inferieur a 30%.
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6.2. La Collecte des données au laboratoire : Etude de Biologie Moléculaire
Etude moléculaire a été effectuée dans le laboratoire de I’Unité de Biologie Moléculaire.

Physiopathologie et Mécanisme de la Résistance aux Antiparasitaire du Département

d'Epidémiologie des Affections Parasitaires (DEAP) de la Faculté de Médecine Pharmacie et

d'Odontostomatologie (FMPOS).

Nous avons procédé a I'extraction, a I'amplification et a la migration de I'ADN plasmodial.

L amplification de L’ADN a été effectuée par la technique de PCR ( Réaction de polymérisation

en chainc). Les mutations ponctﬁelles sur le gene dhfr (codons 51, 59, et 108) et sur le géne dhps

(codons 437 et 540 ) ont été recherchées. Ces cinq mutations ponctuelles sont les plus

incriminées dans la résistance de P. falciparum a la SP. Cependant il existe d’autres points de

mutation sur le gene dhfr en position 16, 50 et 164 et sur le géne dhps en position 346, 581et

613 qui n"ont pas une importance moléculaire de la résistance en Afrique.

Les Types de PCR que nous avons utilisés pour l'analyse moléculaire de nos échantillons

etaient ASRA (allelic specific restriction analysis) et MS-PCR (mutation spécifique- PCR)

LLa recherche des codons 51, 56 et 108 de dhfr a été faite par la MS-PCR et celle des codons 437

et 540 de dhps par la méthode ASRA.

Extraction de ’ADN plasmodial

L’ADN plasmodial a été extrait par la méthode du méthanol. Cette extraction a consisté a

découper approximativement 3mm? de confettis imprégnés de sang, le transférer dans un micro-

tube, puis gjouter 50-100u] de méthanol dans le tube, s’assurer que le méthanol a totalement

immerge le papier confettis. Laisser incuber & la température ambiante pendant 15mn.

Apres; jeter le méthanol, sécher le confettis sous vide ou a l'air libre.

Apres séchage, ajouter dans chaque tube 50-75u1 d’eau distillée, puis chauffer pendant 15mn

entre 95-100°c. Agiter toutes les Smn aucours du chauffage pour faciliter I'extraction de I'ADN

plasmodial. Le produit obtenu était utilisé directement pour la PCR ou gardé 4 -20 °C.

Amplification de I’ ADN : PCR
@ Réactifs de PCR et leurs préparations:

- ANTP( deoxy Nucleotide Tri-Phosphate) : La concentration finale était de 200pM par réaction.
Une solution de travail équimolaire des 4 ANTP de 2mM ( soit 10 X de la solution finale) était

préparée a partir d’un stock de 100mM.
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- PCR buffer: Les tampons concentrés a 10X étaient fournis par les compagnies commerclales
avec ou sans le Mg?* ( magnésium). Dans ce dernier cas au lieu de les garder a 10X, le Mg”"y
était ajout¢ et garder a 5X.

- Amorces: Les amorces viennent sous forme de poudre lyophilisée. A partir de cette poudre le

stock de travail de100uM était préparé; la concentration finale dans le tube de reaction était de

InM.

- TBE( Tri Borate EDTA): C’était des sachets de poudre a dissoudre dans de I’eau déionisée ou
stérile. Nous dissolvions 5 sachets de TBE dans un litre d’eau distillée comme solution de
traval( stock de travail). Cette solution était 5 fois concentrée soit 5X. La solution finale utilisée
était 0,5 fois concentrée soit 0,5X.

- Solution de migration:

Elle était constituée du TBE a une concentration de 0,5X ‘

- Colorant de migration: Ce sont le bleu de bromophenol (BB) et xylene cyanol ( XC ). Le
BB est constitué de glycérol (35ml) d’eau dé ionisée (15ml) et du bromophenol bleu ( 0.125g).
Le XC est constitué de glycérol (35ml) de d’eau déionisée (15ml) et de xyléne cyanol (0.125g).
Ce sont des colorants qui permettent de suivre la migration sur gel et de maintenir le produit de
migration assez longtemps dans les puits.

- Marqueur de poids moléculaire:

Ce marqueur de poids moléculaire constituait la solution de référence et sa dilution était faite
dans un colorant et de I’eau dé-ionisée. A un volume de marqueur était ajouté un volume de
colorant puis 9 volumes d’eau dé-ionisée et la solution était préte pour I'usage.

11 sert de référence pour ce qui concerne le niveau des bandes observees.

- Gel de Migration : était fait & partir de 2 grammes d’agarose dissout dans 100ml de TBE a
0.5X. La solution est ensuite chauffée dans un four micro-onde pendant 3mn permettant la
dissolution compléte de 1’agarose, aprés chauffage on y ajoute de Bromure d’Ethidium a la
concentration de 0,3pug/ml et on verse le tout dans un bac contenant des peignes ; 30 mn a 1
heure apres, le gel ainsi durcit était prét a étre utiliser pour la migration.

L’ Agarose utilisé était de type « Agarose ultra pure GIBCOBRL »

- le Bl;omure d’Ethidium est ur produit qui va s’intercaler entre les bases nucléotidiques et
devient fluorescent sous UV.‘

@ Le Matériel

Gants stériles

Tubes de 0.5 ml, 1.5ml, 15ml et de 50 ml
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Ciseaux

Pipettes de 2pd, 10ul, 20ul, 2001, 1000l
Embouts de 2ul, 10, 2001, 2001, 1000ul
Agitateur

Chronometre

Congeélateur

Box de conservation

Marqueur indélébile

Cuve pour migration

Cuve pour gel

Peignes pour gel

Hoéte

Cahier de paillasse

Bics

Balance analytique (peser des produits)
Erlenmeyer ‘

Racks pour les tubes.

Appareil d’amplification

Apparéil photo

Appareil U1V

Film Polaroid®

Centrifugeuse

Laboratory film (Parafilm)

Description des méthodes utilisées :

Deux méthodes de la ‘‘Nested PCR’” ou double PCR ont été utilisées : ASRA et MS-PCR
La Nested PCR est une double PCR au cours de laquelle une deuxiéme PCR se fait sur le

produit de la premiere. Cette technique est d’une plus grande sensibilité, elle utilise deux

couples d'amorces :

. i « . , .
- un couple externe: qui permet d'obtenir un fragment d’ADN amplifi¢ comme en PCR classique.
Les amorces sont donc spécifiques aux deux séquences bornant I’ADN a amplifier. Les

fragments d’ADN obtenus (par exemple 649 pdb pour dhfrl) servent alors de matrice pour une

seconde PCR.



- un couple d'amorces internes: qui borne une région située a l'intérieur du fragment

nucléotidique obtenu avec le premier couple d'amorces (exemple 522 pdb pour le codon dhfi- I

). D7ou le terme de "nested PCR", car ces amorces sont nichées et emboitées dans les premiéres.

Nom

.... Papier filtre avec du sang

I

Extraction de PADN

léere PCR
(649 bases paires)

g

2¢ étape de PCR
( produit de 522 bp)

g

Enzyme de digestion (Alul)

/N

Souche Mutante Souche Sauvage
(522bp) (196+ 326bp)
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[}
Avantages et inconvénients:

Avantages:
Les avantages

- La possibilité de rechercher plusieurs points de mutations de la résistance a différents
antipaludiques sur les mémes souches plasmodiales a la fois.

- La possibilité de faire un diagnostic beaucoup plus précoce de la résistance.

- Pas de probléme de disponibilité des patients.

Incanvénients:
- Cout tres élevé.
- Nécessité d’un matériel lourd et d’un personnel qualifié.
- Incapacité de déterminer les échecs thérapeutiques.
Plusieurs méthodes ont été décrites parmi lesquelles la méthode ASRA et celle dite MS-PCR.
La méthode ASRA.( Allelic S‘peciﬁc Restriction Analysis) a pour avantage d’analyser plusieurs
points de mutation a la fois. C’est une méthode utilisant des enzymes de restriction, c’est a dire
qu’apres chaque deuxieme amplification, on procédait a une phase de digestion enzymatique qui
nous permettait d’interpréter les résultats.
La methode MS-PCR. ( Mutation Specific- PCR) : C’est une méthode permettant d’interpréter
les résultats des la deuxiéme amplification, elle utilise des amorces spécifiques aux souches
mutantes ct sensibles des la deuxiéme amplification, ainsi on ne passe plus a la phase de
digestion.

6.2.1. Les amorces et programmes d’amplification

a/ Méthode ASRA

Les amorces de la premiére amplification pour les codons du géne dhps étaient les suivants:

- pour le codon 437
PS400-A  : GGGGTATTAAATGTTAATTATGATTCT
PS400-B : GGGGTCACATTTAACAATTTTATT
- pour le codon 540
PS500-A  : GGGCCCAAACAAATTCTATAGTG
PS500-B  : GGCCGGTGGATACTCATCATATA
Les amorces de la deuxiéme amplification pour les différents codons du gene dhps étaient les

sulvants :
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- pour le codon 437

PS400-D1 c TGTTCAAAGAATGTTTGAAATGA
PS400-D2 :CCATTCTTTTTGAAATAATTGTAAT
- Codon 540
PS500-D1 : GCGCGCGTTCTAATGCATAAAAGAGG
PS500-D2 : CCCGGGTAAGAGTTTAATAGATTGATCAGCTTTCTTC

. Les réactifs
les reactifs utilisés étaient les suivants :
- Milicu tumpon ( PCR 10x Buffer)
- dNTP'S: Deoxy Nucléotide Tri phosphates
- 10X PCR - Buffer
- Chlorure de Magnésium ( 50 mM )
- Taq polymerase
- Eau dé-ionisée
- Eau stérile
- TBE: Tris Borate dEDTA
- BSA (Bovine Serum Albumine)
- NEB Bufter de digestion l
- Enzymes de digestion
- Colorant de migration (Xyléne cyanol, Bleu de Bromophenol)
RNnase
- Hutle minérale
. Mode opératoire
Premiére amplification
Le volume du milieu réactionnel est fonction du nombre d’échantillons 4 traiter (maximum 55

¢chantillons+2 témoins positifs et 1 négatif).
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Le volume réactionnel est de 20 ul par échantillon et sa préparation doit respecter les normes ci-

apres :

Réactifs Concentration finale | Volume par réaction en pl
"H,O 12,125 pl
' 5X PCR Buffer 3,5 1X 5ul

10XdNTP'S 1X 2,5 ul

100X Amorces 0,1X 0,25 ul

Taq polymerase 0,05U 0,125 ul

Total ‘ 20 pl

A ce volume final de 20 pl était ajouté 5 ul d’ADN pour chaque échantillon et dans un tube qui
lui est spécifique. :
L amplification est faite dans un appareil « Thermocycler »
Le programme de la premiére amplification ASRA1 est le suivant :
- Dénaturation initiale & 95°C pendant 5 minutes
- dénaturation 4 92°C pendant 30 secondes
~hybridation a 45°C pendant 30 secondes
- extension a 65°¢ pendant 45 secondes
44 cyqles
- Extension finale a 72°C pendant 15 minutes.
4°C pendant une durée illimitée
Le produit ainsi amplifié est utilisé immédiatement ou gardé & +4 °C dans le réfrigérateur avant
son utilisation pour la deuxiéme amplification.
Deuxiéme amplification ‘
Le volume final du milieu réactionnel de la deuxiéme amplification pour une reaction est de

24ul. Sa préparation doit respecter les normes suivantes :
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Composants Concentration finale | Volume par réaction en pl
H,O : 16,125 pl

5X PCR Buffer 3,5 1X S ul

10XdNTP 1X 2,5 ul

100X Amorces(A+B) 0,1X 0,25 ul

Taq polymerase 0,05U 0,125 ul

Total - . 24 nl

Repartir dans chaque tube 24 pl de mixte ainsi préparé, ajouter 1ul du produit de la 1™
amplification dans chaque tubt correspondant. Placer les tubes dans 1’appareil d’amplification.
L’amplification a lieu selon le programme ci-aprés :
Programme de la deuxiéme amplification (ASRA2)
- Dénaturation initiale a8 95°C pendant 5 minutes
. dénaturation a 92°C pendant 30 secondes
- hybridation a 45°C pendant 30 secondes
. extension a 65°c pendant 45 secondes
24 cycles
- Extension finale a 72°C pendant 15 minutes.
4°C pendant durée illimitée
Garder le produit amplifier & +4 °C dans le réfrigérateur
La migration des produits de la deuxiéme amplification : elle est effectuée dans le but de
rechercher de bandes du produ‘it amplifié, et la taille des bandes était comparée a celle des
témoins positifs. Ainsi, ces bandes du produit amplifié et des témoins positifs doivent avoir la
méme taille, I'absence de bandes dans les témoins négatifs exclue toute contamination.
Le témoin positif sensible était le PS-Mali et le mutant PS-Peru.
La digestion du produit de la deuxiéme amplification

La composition du mixte de la digestion pour un volume de 15 pl par réaction était la suivante :
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REACTIFS VOLUME PAR
REACTION
NE BUFFER N°3 2ul
BSA(Bovine Serum Albumine) 0.2ul
| ENZYML 0.25ul
H20 12,55
TOTAL 15

Les enzymes de digestion utilisées

Codon 437: AVAII

Codon 540: Fok]l

Codon 51 : Eco-R-1 !
Codon 59: Bsr-G-1

Codon 108: Alu-1

L’interprétation de la photographie du produit de la digestion.
Les échantillons dont la taille les bandes était au méme niveau que celle du témoin sensible

(PS-Mah) ¢taient considérés comme porteurs des souches avec allele sensible. Par contre ceux

dont les bandes auront la méme taille que celle du témoin résistant ( PS-Peru) étaient considérés

comme porteur de souches a alléle résistant.

Par ailleurs, les échantillons qui avaient deux bandes I’une au niveau du témoin sensible et
I"autre au niveau du témoin résistant, ont été considérés comme mixtes c’est a dire porteur de

souches avec alléle sensible et des souches avec alléle résistant.

Photo 1 : Photo de digestion ASRA

)
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Photo 1: Photographie du produit de digestion ASRA dhps 540

A I’angle droit nous avons le Marquer de poids moléculaire ( Marquer 100
bases paires : M )

170- 200 sont des échantillons.

Pco4 et PERU sont des témoins résistants

MALI estun témoin sensible

WE, W1 et W2 sont des témoins négatifs.



b/ La MS-PCR
Le mixte est constitué des méme composantes que ceux de ASRA a la différence des amorces
et du Buffer 1.5 MgCI2 alors qu’on utilise du Buffer a 3.5 MgCI2 pour ASRA.
Les volumes réactionnels étaient également les mémes que ceux de ASRA
La premiére amplification de la MS-PCR

Les amorces de la 1°"“ amplification étaient représentées par :
- AMPI1 (allée): TTTATATTTTCTCCTTTTTA
- AMP2 (retour): CATTTTATTATTCGTTTTCT
Poids: 720 paires de bases (pb) .

Le Buffer utilisé était de type : PCR Buffer1 X Gibco 1.5 mM MgCl2
Le programme suivant était ‘utilisé pour la premiére amplification de MS-PCR
Premieére dénaturation : 95°C pendant 3mn
Dénaturation : 92°C pendant 30secondes
Hybridation : 45° C pendant 45secondes45sec
Extension : 72°C pendant 45 secondes45sec
Cycles : 44
Extension finale : 72° C pendant 3mn

1 cre

Le produit de la 1" amplification était utilisé pour I’analyse des trois codons sur le géne dhfr
(51,59 et 108) pour la 2° amplification.

la deuxiéme amplification de 1a MS-PCR

Les programmes d’amplification et les amorces variaient en fonction de chaque codon du géne

dhfr
1. Pour le codon dhifir 108
i

* Les type d amorces

Type de codon sensible: ACC(Ser) DIA-3 GAATGCTTTCCCAGC
Codon mutant: AAC (Asn) DIA-12 GGAATGCTTTCCCAGT
Amorce complémentaire:  SP1 ATGATGGAACAAGTCTGCGAC

Poids du produit: 337 pb

* le programme d’amplification se compose des phases suivantes :
-Dénaturation initiale a 95°C pendant 3 minutes

-Dénaturation a 92°C pendant 30 secondes
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-Hybridation a 55°C pendant 45 secondes
-Extension a 72°C pendant 45 secondes
Pendant 14 cycles
- Extension finale a 72°C pendant 3 minutes.
Le produit ¢tait gardé dans un réfrigérateur a 4°C
Controles positifs : sensible =3d7, mutant=Dd2 ou V1S
2. Pour le codon 59
* Les types d’amorces utilisés
Type de codon sensible: TGT(Cys) Primer : FR59w ATGTTGTAACTGCACA
Codon mutant : CGT( Arg) Primer : FR59m ATGTTGTAACTGCACG
Amorce complémentaire : SP1  ATGATGGAACAAGTCTGCGAC
PCR Buffer : 1.5mM MgCI2
poids du produit: 190 pb
* Le programme d’amplification ¢ d/ifr codon 59’ comporte les phases suivantes :
- Dénaturation initiale a 95°C pendant 3 minutes
- Dénaturation a 92°C pendant 30 secondes
- Hybridation a 54°C pendant‘45 secondes
- Extension a 72°C pendant 30 secondes
Pendant 14 cycles
- Extension finale a 72°C pendant 3 minutes.
Le produit ¢tait garder dans un réfrigérateur a 4°C
Temorns positits : sensibles =3d7, mutants =Dd2 ou V1S
3. Pour le Codon 51
* Types d’amorces
Type de codon sensible : AAT( Asn) FR-51wB1 GGAGTATTACCATGGAAATGTCA
Codon mutant : ATT(Ile) FR-51mB1 GGAGTATTACCATGGAAATGTCT
Primer complémentaire : MUM-D TTTATCCTATTGCTTAAAGGTTTA
Poids du produit : 238 pb
Le programme d’amplification : ’amplification se passe selon les phases suivantes :
- Dénaturation initiale a 95°C pendant 3 minutes

- Dénaturation a 92°C pendant 30 secondes

- Hybridation a 54°C pendant 45 secondes
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Photo 2: Photographic du produit de Ja 2" amplification MS-PCR.

A I"angle gauche nous avons le Marquer de poids molceculaire ( Margaer
100 bases paires) ‘

159 et 160 sont des ¢chantiilons.

V1S est un témoin résistant

3D7 est un témoin sensible

W1 et W2 sont des témoins négauts.



7. Aspects éthiques : le protocole avait au préalable été soumis et approuvé par le comité

d"¢thique de la Faculté de Médecine de Pharmacie et d’Odontostomatologie.
1l comportait les points suivants :
- L’inclusion se faisait sur consentement éclairé aprés explication des objectifs de I'étude.
- Exclusion et traitement adéquat si paludisme grave.
- Arrét du traitement & la SP si prurit rapporté.
- Prise en charge gratuite aussi pour autres pathologies.
- Assistunce gratuite a la population en cas d'urgence médicale.
- Respect du malade et de la confidentialite,

- Les résultats obtenus seront mis a la disposition des scientifiques et du PNLP.
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IV/ RESULTATS

1. RESULTATS DEMOGRAPHIQUES

Tableaul: Distribution de I’échantillon d’étude par sexe

Sexe n Y%
Masculin 187 54,5
Féminin 156 45,5
Total 343 100

i
Au total 343 sujets ont été inclus dans notre étude.

Le sex ratio a été de 1,2 en faveur du sexe masculin.

45%

Y/ 55%

Figure 1 : Distribution de I’échantillon d’étude par sexe.

E Masculin

O Feminin



Tableau 2: Distribution de ’échantillon en fonction des classes ages

n %
Classes d’age
6mois-1an 73 | 21,3
2ans - 4ans 117 34,1
Sans - 9ans . 102 29,7
10ans — 14ans 35 10,2
>=]15ans 10 4,7
Total 1 343 100

La majorité de I’échantillon avait un age inférieur a 10 ans (85,1 %), avec une

prédominance de la classe de 2 a 4 ans(34,1%).

40
35
30
25
20
15
10

5

0

W Frequence(%)

6mois-1an  2ans- ~ 5ans - 10ans — >=15ans
4ans 9ans 14ans

Figure 2 : Répartition de I’échantillon en fonction des classes ages.




2. RESULTATS CLINIQUES

Tableau 3: Evolution de la fiévre au cours du suivi.

Température n % Total
Jo 340 99,1 343
J3 12 3,5 343
J7 9 2,7 336
J14 2 ,I 0,6 335
(X*=1222,88 ddl=3 p< 107 )

La réduction des cas de fievre a remarquable sous traitement (Sulfadoxine-pyriméthamine)

passant de 99,1 % a JO a4 0,6% a J14. Cette réduction ¢était significative( Kh’= 658,15 et p< 10°)

60

40

201

0+

Figure 3 : Evolution de la fievre au cours du suivi

BJ0
mJ3
0J7
Oj14
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Tableau 4: Evolution de la splénomégalie au cours du suivi.

IS n § (%) | Total
J0 233 67,0 | 343
J3 213 62,1 | 343
J7 179 534|335
J14 139 a6 | 334

(X°=53,95 ddi=3 p<10” )
On note une baisse réguliére de la splénomégalie au cours du suivi allant de 67,9 2J0a 41,6 % a

J14. Le pourcentage de réduction a été de 26,3%.

Tableau 5 : la répartition de la réponse clinique

Réponse clinique | n %
Total
i
ETP 2 0,6 | 343
RCS 341 99,4 | 343

(X7=670,09 ddi=1 p<10")
Le taux global d’échec thérapeutique était de 0,6%( ETP=0,6% et ETT= 0%)
Aucun cas d’ETT n’a été observe.
La réponse clinique satisfaisante( RCS) a été de 'ordre de 99.4% sous traitement a la

Sulfadoxine-pyriméthamine.
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Figure 4 : Répartition de la réponse clinique
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3. Résultats Parasitologiques

Tableau 6: Evolution de la parasitémie par tranche d’age et au cours du suivi

Classes d’age J3 J7 : J14 |
(%) Total | n(%) Total |n(%)  Total
6m0i§ —1an 4(5,5) 73 1(1,4) 72 ' 1(1;4) 71
2ans — 4ans 8(6,8) | 117 1(0,9) 113 0(0) 114
Sans - 9ans 2(2) 102 1(1,0) 101 0(0) 100
10ans — 14ans | 0(0) 35 ] 0(0) 34| 000) 34
>=15ans 0(0) i 16 0(0) 16 0(0) 16
Total 14(4,1) 334(100%) | 3(0.9) 336(100%) 1(0.3) 335(100%)

Ce tableau montre une baisse importante du nombre de sujets porteurs de parasites au cours du

suivi, allant de 4,1% aJ3, 0,9 % aJ7et 0,3 % all4.

Pour un total de 14 cas de goutte épaisse positive a J3, les enfants de moins de 10 ans ont ete

concernés par cette positivite.

Entre J3 el J7 ce nombre a diminué allant de 4,1% a 0,9% toujours dans les méme classes d’ages

(< 10ans ), le seul cas de goutte épaisse positive a J14 était de la classe de 6mois- lan.
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Tableau 7: Distribution de la réponse parasitologique

Réponse n % Total
parasitologique
338 98.5 343
Sensible
RI 3 0,9 343
RIII \ 2 0,6 343
(X*=98% p<’)

Il ressort de ce tableau que 98,5:’/0 des souches rencontrées étaient sensibles a la
sulfadoxine-pyriméthamine.

Le taux global de résistance parasitologique était de 1,5% avec 0,9% de RI et 0,6% de RIIL.

Nous n’avons pas noté de cas de résistance parasitologique de type RIIL

Figure 5 : Distribution de la réponse parasitologique
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Tableau 8 : Répartition de la réponse parasitologique par classes d’age

Classes Sensibles JRIIX | Total
d’age
6mois-lan 71 0 73
2ans-4ans 116 1 117
Sans-9ans 100 1 102
10ans-14ans | 35 0 35
>=15ans 16 0 16

i
Total 338 2 343

Ce tableau montre que tous les cas de résistance parasitologique ont été observés chez les moins

de 10ans quel que sott le type de résistance.

Tableau 9: Relation entre la réponse parasitologique et la réponse clinique

RCS ETP Total

3 0 3
RI

0 2 2
RIII

338 0 338
Sensible

341 2 343
Total

[l ressort de ce tableau que les cas de résistance parasitologique de type RI étaient des
réponses cliniques satisfaisantes.
En revanche, les deux cas d’ETP. observés étaient des cas de résistance parasitologique de type

RIIL
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4. RESULTATS HEMATOLOGIQUES

Tableau 10: la distribution des cas d’anémie dans ’échantillon a JO

Anémie A n %

Anémie + 125 39,4

Anémie - 192 60,6
317 100

Total

Le taux global d’anémie était de 39,4% sur les 317 sujets chez lesquels la mesure de

I’hématocrite a €té effectuée.

Tableau 11a : Répartition de I’anémie en fonction des classes d’age

Classes d’age Anémie+

n %
6mois — 1an 45 36
2ans — 4ans 55 44
Sans — 9ans 733 18,4
10ans — 14ans 1 0,8
>=]15ans 1 0,8
Total 125 100

Les cas d anémie était plus élevé chez les moins de 5 ans (80 %) avec le plus fort taux entre

4 ans( 44%).
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Tableau 11b : Evolution de I’anémie au cours du suivi

Anémie JO J3 J7 J14
n % | n % | n % | n Yo
125 394 | 154 495 | 84 3031 47 K
Anémie +
Anémie - 192 60,6 | 157 50,5 | 197 69,7 | 229 83 |
Total 317 100 | 311 100 | 277 100 [ 276 1oy |

On note une diminution progressive de I’anémie au cours du suivi allant de 49,5 % a J3 a 30,3%

alJ7et al7%all4.

5. RESULTATS MOLECULAIRES

Tableaul2: Prévalence des mutations ponctuelles dhfr ( 51, 59 et 108) chez les parasites a JO.
Larecherche des mutations ponctuelles sur les génes dhfr (codons 51, 59 et 108) et dhps

(codon 437 et 540) a été effectuée chez 318 des 343 sujets inclus.

Génotype Codén 51 Codon 59 Codon 108

n % n % n %

210 66 214 67,5 202 63.5
Sensible

17 5.3 20 6,3 23 7.2
Résistant

91 28,7 83 26,2 93 29.3
Mixte

318 100 317 100 318 100
Total

(X°=1,14 ddl=2 p=0,56)

Ce tableau révele que 34% des souches de P. falciparum rencontrées a Kollé portaient le

genotype résistant du gene dhfr au niveau du codon 51, 32,5% au niveau du codon 59 et

36,5% au niveau du codon 108.
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Figure 6 : Prévalence des mutations ponctuelles dhfr
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Tableau 13 : Taux de prévalence des mutations ponctuelles dhps 437 et 540 chez les parasites

rencontrés a JO.

Génotypes
437
n_ %
Sensible () 288 87,5
Résistant (R) 29 8,8 0 0,0
R+S 12 3,7 0 0,0
Total 329 100 335 100

(XT=44,50 p<10”)
Ce tableau montre que 12% des souches parasitaires avaient I’alléle résistant du géne dhps au

niveau du codon 437. Cependant 100% portaient I’all¢le sensible du méme gene au niveau du codon

540.

6>



Tableau 14 : Les différents allotypes du géne difr au cours du suivi.

4

JO J3 J14
Allotypes | n % | n % %
| Codon 51
Sensible | 210 66,0 | 0 0 0
Résistant| 108 340 |5 100 100
Codon 59
Sensible | 214 67,5 | 0 0 0
Résistant| 103 325 [5S 100 100
Codon 108
Sensible 202 63,5 | 0 0 0
Résistant| 116 36,5 | S 100 100

Il ressort de ce tableau que toutes les souches parasitaires retrouvées au cours du suivi

portaient des mutations ponctuelles au niveau des codons 51, 59 et 108 du gene dhfr.
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Tableau 15 :

Prévalence des mutations ponctuelles 437 et 540 du gene dhps au cours du

SUuiVl.
Allotypes J0 J3 J14
437 540 | 437 540 437 40
n n n n n n
Sensible 288 335 0 5 0 1
Résistant 41 0 5 0 1 0
Total 329 335 5 5 i 1

Ce tableau ressort que les parasites retrouvés au cours du suivi portaient I’allotype résistant du

géne dhps au codon 437, et sensible au codon 540.

Tableau 16 : Prévalence des associations de mutations ponctuelles d/ifr et dhps

n %
Simple 51 14,8
Double 54 15,7
Triple 58 16,9
Quadruple 8 2,3
Quintuple 0 0,0

11 ressort de I’analyse de ce tableau qu’aucun parasite présentant les cinq mutations (quintuple

mutation) a JO n’a été retrouvé.

NB : la quintuple mutation est associée habituellement a un haut niveau de résistance in vivo a la

SP.

4
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Tableau 17 : Distribution des types de codons 5/, 59 et 108 du géne d/ifir a JO en fonction de la

réponse clinique

Allotypes -~ ETP RCS . Total
n Y 0 n 0/0
Codon 51
Sensible 1 50 206 60,5 207
Résistant 1 50 104 33,5 105
' Codon 59 :
1 50 209 67,6 210
Sensible
Résistant 1 50 100 32,4 101
j Codon 108
1 50 196 63.2 197
Sensible
Résis‘tant 1 50 114 36,8 115

- La distribution des allotypes n’est pas corrélée avec les cas échecs thérapeutiques observés,
puisque S0% des cas ETP avaient 1’alléle sensible et 50% avec alléle résistant du géne dhfr au
niveau des différents codons.
Dans la catégorie des RCS nous avons observé 66,5% des souches de P. falciparum portant
I’allele sensible contre 33,5% avec alléle résistant du dAfr au niveau du codon 51.

Pour le codon dhfr 59, ces proportions étaient respectivement de 67,6% contre 32,4% tandis

qu’elle était de 63,2% contre 36,8% au niveau du codon 108.

3
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Lableau 18 : Distribution des allotypes du gene dhips au niveau des codons 437 et 540 a JO en

fonction de la réponse clinique

Allotypes ETP RCS Total
l n % | n %
Codon437 -~ 0
Sensible 2 100 | 282 87,9 284
Résistant | O 0] 39 12,1 39
Total 2 100 | 321 100 325
< Codon 540 e
Sensible |2 100 | 327 100 329
Résistant | O 0]0 0 0
Total 2 100 | 327 100 329

[l ressort de ce tableau que tous les sujets d’ETP avaient des parasites portant I’alléle sensible
du dhps au niveau des codons 437 et 540 a JO.

Certains sujets porteurs des souches avec mutations ponctuelles sont devenus RCS.

Tableau 19 : Distribution des allotypes du dAfi- en fonction de la réponse parasitologique

f&_llog pe RI RIII Sensible |

63.1
13 369

Ce tableau montre que sur les 3 cas de RI, 2 avaient I’all¢le sensible du géne dhfi au niveau

des codons 51, 59 et 108, contre 1 cas avec alléle résistant.
En revanche, on observe une répartition équitable d’alléles sensible et résistant du méme géne

par rapport la réponse parasitologique de type RIII.
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Tableau 20 : Distribution des alléles du géne dhps en fonction de la réponse parasitologique.

"Type d’alléles RI RIII Sensible
‘j Jr n Yo n 9 0 n 0 0
T Codon 540
Sensible 3 100 2 100 323 100
Résistant 0 0 0 0 0 0
Total 3 100 2 100 323 100
Codon 437 S |
Sensible 100 2 100 278 . 88
Résistant 0 0 0 39 12
Total 100 2 100 317 100
|

I ressort de Ianalyse de ce tableau que tous les cas de résistance parasitologique ( RI et RIII )

avaient I'allele sensible du géne dips par rapport aux deux codons 437 et 540.
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DISCUSSION



V/ DISCUSSION
Méthodologie

Le cadre de notre étude a ¢té le village de Kollé et son choix se justifie par :
- Son accessibilité géographique facile en toute saison,
- L’existence des données épidémiologiques antérieures sur la chloroquine et la
sulfadoxine - pyriméthamine
- L’adhésion de la population aux études antérieures.

Au cours de cette étude nous avons évalué chez les sujets souffrant d’acces palustre simple
inclus dans cette étude, I’efficacité clinique et parasitologique de la sulfadoxine-pyriméthamine
(SP) sur P. falciparum et ensuite, mesuré la prévalence des mutations ponctuelles sur les génes
dhps et dhfr codant pour la résistance de P. falciparum a ce médicament.

Le protocole standardisé de 14 jours de I’'OMS [OMS, 1996] a été appliqué sur un échantillon
de 343 sujets pour évaluer les différents aspects des échecs thérapeutiques et de la résistance
parasitologique. A fin de permettre une comparaison des résultats, I’analyse a porté sur les
données de 14 jours. Des confettis confectionnés conformément a ce protocole ont servi de
support de données pour 1’analyse moléculaire.

Cette analyse moléculaire des données a la recherche des mutations ponctuelles a été réalisée
en utilisant deux méthodes différentes de double — réaction de polymérisation en chaine (nested
PCR). I'une utilisant des enzymes de restriction (ASRA) et I’autre n’utilisant pas d’enzymes de
restriction. Le premier a permis la détection des types alleles du géne dhps au niveau des
codons 437 et 540 et le second ceux du geéne dAfr au niveau des codons 51, 59 et 108.

~ Les données collectées a JO ont servi & évaluer la situation de départ tandis que celles
recueillies a J3, J7 et J14 ont été utilisées pour définir les réponses cliniques, parasitologiques c!
moléculaires. ‘

Le choix de la sulfadoxine-pyriméthamine se justifiait d’une part par le niveau croissant, ces
dernieres années dans la localité, de la résistance de P. falciparum & la chloroquine qui est
I’antipaludique de premiére ligne au Mali et d’autre part, parce qu’elle est le traitement de
seconde ligne recommandé¢ par PNLP. Ainsi, cela nous a permis d’évaluer le niveau de
sensibilité du parasite a cet antipaludique.

Notre période d’étude, de septembre a décembre a été choisie sur la base des données relatives a

la dvnamique saisonniére de transmission du paludisme au Mali [63].
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Caracteristiques socio -démographiques
Notre ¢chantillon était majoritairement constitué de sujets de sexe masculin ( 54,5 %) avec

un ratio de 1.2. Parmi eux 85,1% avaient un age inférieur a 10 ans (Tableau 1) et les moins de

5 ans, constituant un des groupes a risque [04], représentaient 55,4% (Tableau 2).
Caractéristiques cliniques

Les caractéristiques cliniques étudiées portaient sur I’évolution de la fievre, ’indice splénique,
IETP, PETT et la RCS.
La fievre qui constituait le principal motif de consultation a été observée chez 99,1% de sujets a
I’inclusion pour décroitre ensuite a 0,6% a J14 (n = 2/335, Tableau 3). Statistiquement, la
différence était significative (X =1227,88, p<10°) ce qui témoigne de I’efficacité du traitement
administré (sulfadoxine — pyriméthamine associée au paracétamol).

Aucun effet secondaire (prurits ou autres formes d’allergie cutanée...) lié au traitement n’a
eté cliniquement observe, ce qui révele la tolérance de la SP par notre échantillon. Ce résultat est
comparable a celui de Diourté ef-col. en 1996 qui n’a observé aucun cas sur 218 inclusions a
Sotuba [14].

Le taux portage de la splénomégalie a JO (67,9%) est passé sous traitement spécifique a
41,6% a J14 (Tableau 4) soit un taux de réduction de 26,3%. Cette différence était
statistiquement significative ( X* = 47,33, p< 10" ) démontrant ainsi, une liaison entre le
traitement a la SP et la réduction du taux de portage de splénomégalie a J14. L’ élévation de ces
taux s'expliquerait d’une part, par le niveau de transmission hyper-endemique de la zone et
d’autre part, par le fait que 85,1% de I’échantillon avaient un age inférieur a 10ans.

La différence entre notre résultat ( 67,9% a JO) et ceux des études effectuées a Sotuba et Bamako
(5,5% ) par Diourte et al. en 1995 et a Donéguébougou (6,41%) par Sogoba en 1999 |63
s’expliquerait entre autres par les raisons sus — citées, car la transmission du paludisme est
meso- endémique a dans ces deux premiers sites. En revanche, quand 4 Donéguébougou qui est
situé¢ dans le méme facies épidémiologique que le village de Kollé, elle s’expliquerait par la
différence de la tranche d’age de I’échantillon qui €tait de 7 & 20 ans dans ce site.

Sur le plan efficacité clinique, le taux global d’échec thérapeutique uniquement constitué
de type precoce (ETP) était de 0,6% (Tableau 5) contre 99,4 % de Résultats cliniques
satisfaisantes (RCS).

Ce résultat demontre I’efficacité de la SP dans le traitement du paludisme simple a

P.falciparum a Kollé.
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Ce taux global d’échec thérapeutique est tres inférieur comparé a celui d’autres travaux menecs
au Mali par Sanogo (11,3%) a Sotuba et (4% ) a Donéguébougou en 2000 [66] et d’ailleurs par
Ringwald et col.(12.1%) en 2000 a Yaounde au Cameroun[67].

La comparaison en fonction de I’échec thérapeutique précoce suit la méme tendance que 1’échec
thérapeutique global 10,7% a Sotuba et 3,6% a Donéguébougou [60].

Dans notre étude, nous n’avons pas enregistré de cas d’ETT. Ce résultat corréle avec ceux de
Diourté et de Sogoba qui n’ont pas enregistré non plus de cas d’échec thérapeutique tardif [44,
65]. Par contre, Sanogo et col. ont enregistré 0,6% et 0,4% d’ETT respectivement a Sotuba et a

Donéguébougou en 2000 [66].

)

Caractéristiques Parasitologiques
Nous avons évalué 1’évolution de la réponse parasitologique (RI, RII, RIII et Sensibles) au

cours du suivi.

Le suivi parasitologique aprés traitement spécifique nous a permis de constater une grande
sensibilit¢ de P. falciparum i la sulfadoxine- pyriméthamine (98,5%). Le taux de portage du
parasite est passé de 100% a JO 54,1% al3, 0,9%al7et0,3% all4 (Tableau 6).

Au cours du suivi parasitologique, 18 cas (dont 14 aJ3,3aJ7et1aJ14) de goutte épaisse ont
été enregistrés chez les enfants de moins de 10 ans. Cette positivité de ces gouttes épaisses
surtout a I3 pourrait s’expliquer principalement d’une part par ’action lente de la SP et d’autre
d’autres part, par une résistance parasitologique. L’observation de tous ces cas chez les moins de
10 ans plaiderait en faveur d’une prémunition faible dans ce groupe d'age.

Le taux global de résistance de P. falciparum a la sulfadoxine — pyriméthamine était de 1,5%.
(n=5/343) dont RI=0,9 %, R‘II= 0 % et RIII = 0,6% soit une sensibilité parasitologique de
98,5% (Tubleau 7).

Ce taux de 1,5% est comparable a aux chiffres de Diourté et col.(1%) a Sotuba et au point G en
1995 et de Sogoba (2%) a Sotuba en 1999. Par contre, il est assez faible par rapport aux résultats
de Sanogo et col. & Sotuba (11,7%) et a Donéguébougou (47,2%) en 2000. Un des facteurs
explicatifs de cette différence pourrait étre li¢ a la durée de I’étude qui était de 6 mois dans
I’étude Sanogo a Donéguébougou et Sotuba.

Ailleurs, ce taux est comparable a celui de Ndyomugyenyi R. et col. 2 Hoima, District de
I’Ouganda (2%) [68] mais nettement inférieur & ceux de Deloron P. et col. en 2000 au Gabon
(30,3%).]0Y], de Verhoeff et col. en Malawi (9,5%), de Lege — Oguntoye et col. au nord du
Nigeria (18%) [70] et de Kamugisha et col. & I’Ouest de I’Ouganda (12%) [71].



Par rapport aux types de résistance. notre taux de RI (0,9%) est comparable a celur do
Sogoba a Donéguébougou (1,1%) en 1999 [13] et mais plus faible que ceux de Sanogo a Sotubu
(15,9%) et a Donéguébougou (2,6%) en 2000 [60].

La résistance parasitologique de type RIII (0,6%) est elle aussi inférieure a ceux de
Sanogo (10,7%) & Sotuba et (2,4%) & Donéguébougou a la méme année.

La résistance RI observée par Deloron et col. en 2000 au Gabon est aussi supérieure a la notre
[6Y].

La répartition du type de résistance selon les classes d’age (tableau 8) montre que se sont
uniquement les enfants de moins de 10 ans qui sont touchés. Ceci corrobore les résultats de

I’évolution de la parasitémie (Tableau 6) renforgant le facteur immunitaire via 1’age.

Résultats hématologiques

La prévalence de I’anémie a I’inclusion était de 39,4% ( Tableau 10). Ce taux était éleve
comparé a celui de Tékété en 1999 dans la méme localité (10,3%) mais plus faible que celui de
Traoré en 1998 toujours dans le méme site (75,2%) [12, 14].

Ces différences pourraient s’expliquer entre autres par la différence de la durée de mesure de
I’hématocrite.

Ces chiffres représentent respectivement 1’évaluation de I’anémie pour un mois [12] et trois
mois [14]. Dans notre étude, nous avons enregistré une panne technique de I’appareil de mesure
pendant 20 jours au cours de la phase de collecte des données.

La distribution de I’anémie par rapport aux classes d’ages (Tableau I1a) montre que 80% des
cas ont é1¢é observés chez les moins de Sans. Cela pourrait s’expliquer par le faible degré
d’immunité antipalustre chez ces enfants favorisant une infestation massive des hématies d’ou
I’anémie. Cette anémie a significativement baissé au cours du suivi allant de 41,7% aJ0a 17 %

all4 (tableau 11b).

RESULTATS MOLECULAIRES

L amplification génique a I’aide de la technique de Réaction de Polymérisation en Chaine (PCR)
a permis d’obtenir les résultats moléculaires.

Ainsi, 1a recherche des alléles de la résistance sur les génes dhfi et dhps a permis d’obtenir des
taux moyens respectivement de I’ordre de 34% (34,0% codon 51, 32,5% codon 59 et 36,5%
codon 108 ; Tableaw 12) et de 12,5 % (uniquement pour le codon 437 ; Tableau /3). Aucune
mutation ponctuelle sur le dhps au codon 540 n’a été observée dans notre étude de JO a J14

(tableau 12). Statistiquement, nous n’avons pas observé de diffeérence significative entre les taux
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de mutation des différents codons dhifi- (X* = 1,14, p = 0,56, Tableau 12). En revanche, au niveau
du gene dhps (codons 437 et 540) il est remarquable aucune mutation ponctuelle au codon 540
n’a eté mise en évidence aussi bien a JO qu’au cours des suivis dans nos échantillons analysés
(Tableau 15).

Ces résultats témoignent d’une part, que les mutations ponctuelles du géne dhfr et du dhps 437
sont naturcllement présentes a chez les souches de P. falciparum circulantes a Kollé et d’autre
part, quc cette situation €tait nouvelle comparée aux résultats d’autres études antérieures a la
notre dans la méme localité. En effet, sur 58 échantillons collecté en 1993 a Kollé aucune
mutation d/ifr 108 n’avait été enregistrée [ Plowe 1995 ].

Nos chiffres sont supérieurs a ceux de Plowe et col. (22,6 %) a Bougoula, (13,5%) a Bandiagara
et (23,4%) a Mopti en 1994 [Plowe,1996].

Nous avons noté une diminution remarquable du nombre de cas de mutations ponctuelles
aucours du suivi et ceci pour lés cinqg codons analysés. (Tableaux 14 et 15).

La répartition du type d’alleles du géne diifi- en fonction de la réponse clinique (7ableau 17)
montre unc distribution égale d’alléles sensible et résistant du géne dhfr par rapport aux codons
51,59 et 108. Cette distribution d’allotypes en fonction du géne dhps montre que les deux cas
d’ETP portaient tous ’allele sensible (Tableau [8). Logiquement, nous nous attendions a
observer des allotypes résistants chez les cas d’ETP et ce contraste reste toujours un probléme
posé. Est - ce une malabsorption intestinale ?

La répartition des allotypes des genes difi et dhps par rapport a la réponse parasitologique
(Tableaux 19 et 20) n’a pas révélé de lien statistiquement significatif (p de Fisher = 1,00). Dans
la littérature, on rapporte que plus le nombre de mutations ponctuelles sur les deux génes est
eleve (mutation quadruple ou quintuple) plus le risque de résistance parasitologique est élevé
[40, 67, 68, 69]. Donc, une ou deux mutations sur les genes dhfr et dhps ne suffisent pas pour

engendrer un échec thérapeutique.
)



CONCLUSION/
RECOMMENDATIONS



VI/ CONCLUSION

Au terme de cette étude nous avons dénombré 343 cas incidents d’accés palustre simple a £,
falciparum majoritairement constitués d’enfants de moins de 5 ans. Les paramétres de morbidite
palustre y ¢taient relativement élevés par rapport aux années précédentes.

L étude de la sensibilité in vivo de P. falciparum & ’association sulfadoxine- pyriméthamine a
révélé un taux global thérapeutique de 0.6% et 1,5% de résistance parasitologique. Donc, ce
médicament conserve toujours son efficacité clinique et parasitologique sur les souches de P.
falciparum circulantes & Koll¢ malgré la positivité des taux de la présente étude.

Sur le plan moléculaire, le taux moyen des mutations des codons 51, 59 et 108 du gene dhfr était
de 34% alors que celui du codon 437 du gene dhps était de 12,5%.

Dans ce travail, nous n’avons pas pu mettre en évidence une relation directe entre mutations
moléculaires et efficacité clinique et parasitologique a cause du faible poufcentage des cas

d’échec thérapeutique et de résistance parasitologique.

VIl RECOMMENDATIONS

Au regard de ces résultats nous formulons les recommandations suivantes :

. Assurer la retro — information des résultats de cette étude aupres de tous les partenaircs
(communauté de Kollé, ministere de la santé du Mali, bailleur du fond )

. L “utilisation effective de cet antipaludéen comme traitement de deuxiéme intention dans
le traitement des accés palustres simples. C’est & dire réservé aux cas d’échec a la chloroquine.

. Présence permanente d’une équipe médicale avec les moyens de prise en charge précocc

et correcte des cas de paludisme dans le village de Kollé.
. Poursuivre I’étude pour rechercher une corrélation entre mutations ponctuelles et eéchec

thérapeutique et résistance parasitologique aussi bien a Kollé que dans d’autres sites du Mali.
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prévalence des mutations ponctuelles des génes dhfr et dhps a kollé.

Résume :

Des taux de chloroquino-resistance de plus en plus €levés sont observés a Kollé, un village de

savane soudanaise au sud du Mali.

Le but de ce travail était de mesurer la prévalence des marqueurs moléculaires de
chimiorésistance et d'évaluer I'efficacité clinique et parasitologique de la sulfadoxine -
pyriméthamine sur les souches de P. falciparum a Kollé.

De septembre a décembre 2000, nous avons fait un suivi longitudinal (JO a J28) chez les
paludéens dgés de 6 mois et plus une modification du protocole de I'OMS. La sulfadoxine -
pyriméthamine a été administrée en dose unique orale (25 mg/kg de sulfadoxine ). Au total 343
sujets ont été inclus dans I'étude. Cliniquement, le taux d'échec thérapeutique, constitué
uniquement de type précoce était de 0,6% (n = 2/335). Le taux global de la résistance
parasitologique a été de 1,5% (n = 5/330) dont 0,9% de RI, 0,0% de RII et 0,6% de RIII. Les
deux cas d'échec thérapeutique étaient des cas de résistance parasitologique RIIL. La recherche
des mutations ponctuelles & JO sur les génes dihydro folate reductase (dfr) et dihydro pteroate
syntase (hps) a révélé : 34% de dhfi 51 (n = 108/318), 32,5% de dhfr 59 (n =103/307), 36,5%
de difi 108 (n = 116/318), 12,5% de dhps 437 (n = 41/329) et de 0,0% de dhps 540 (n = 0/335).
L'analyse moléculaire sur les confettis de JO a mis en évidence dans 14,8% (n= 51/344) une seulc
mutation, deux mutations dans 15,7% (n= 54/344), trois mutations associées dans 16,9% (n =
58/344) et quatre mutations associées dans 2,3% des cas (n = 8/344). Cependant aucun cas de
quintuple mutation n’été observé. Ces résultats montrent que la sulfadoxine - pyriméthamine est
encore cliniquement et parasitologiquement efficace sur les souches de P. falciparum de Kollé.
Cepen.dam, I’augmentation de la prévalence des mutations de la DHFR et de la DHPS par
rapport aux années précédentes incite a une vigilance accrue.

Mot clés : P. fulciparum, Résistance, Sulfadoxine-Pyriméthamine, Mutation ponctuelle, dhfr,

dhps, PCR , Réponse clinique, Réponse parasitologique.

77



Name: Bukury FOFANA Nationality: Malian

Town of defense: Bamako Year of defense: July 2002
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Thesis Title : Efficacy of sulfadoxine-pyrimethamine on Plasmodium falciparum and
prevalence of the point mutations of the genes dhfr and dhps in Kollé.

Increasing level of chloroquino-resistance are observed in Kollé, a village of the south-east
savanna of Mali.

The goal of this work was to measure the prevalence of the molecular markers of drug-resistance
and to evaluate the efficacy of sulfadoxine - pyrimethamine on the stocks of P. falciparum in
Kollé. l

From September through December 2000, we made a longitudinal follow-up (from day 0O to
day 28) of subjects 6 months and older ( one modification of WHO protocol ).The sulfadoxine -
pyrimethamine was given insingle oral doses (25 mg/kg). A total of 343 subjects were included
in the study. Clinically, the rate of therapeutic failure, in early type was 0.6% (n = 2/335). The
total rate of the parasitologic resistance (R) was 1.5% (n = 5/330) including 0.9% of RI, 0.0% of
RII and 0.6% of RIII. The two cases of therapeutic failure were seen in the parasitologic
resistance RIIIL. |

Datafrom the specific changes at day 0 on the genes dihydro folate reductase (dhfr) and dihydro
pteroate synthase (d/ips) revealed: 34% of dhfr 51 (n=108/318), 32.5% of dhfr 59 (n =
103/307), 36.5% of dhfr 108 (n = 116/318), 12.5% of dhps 437 (N = 41/329) and of 0,0% of
dhps 540 (n = 0/335).

The molecular analysis on the Fonfettis of day O revealed in 14.8% (n = 51/344) only one
mutation, two changes in 15.7% (n = 54/344), three mutation in 16,9% (n = 58/344), four
mutation in 2,3% of the cases (n = 8/344) and no quintuple mutations (0/344). These results
indicate that the sulfadoxine-pyrimethamine is still clinically and parasitically efficient to use on
the stocks of P. falciparum in Kollé. However, the increasing prevalence of the point mutations
in the genes dhfr and dhps compared to preceding years has incited an increased vigilance.

Key word: P. falciparum, resistance, Sulfadoxine-Pyrimethamine, Mutation, dhfr, dhps, clinical
and parasitical efficacy.
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ANNEXES



ETUDE IN VIVO IN VITRO DE LA RESISTANCE AU Fansidar:

) KOLLE 2000
Jour 0 Date __ / __/

Critéres d'inclusion;:

e Age>=6mois, GE ou FM positif et Fievre, Frissons, signes de paludisme simple
e ou Parasitémic >= 2+

Critéres d’exclusion:

e Avoir des antécedants d’ocdeme de quinck ou d'autres manifestations cutanées graves.

* Coma, obnubillation, convulsions, prostration , détresse respiratoire, insuffisance rénale, état de
choc. vomisscments séveres, hémorragic diffuse, allergie 4 la SP.

s Parasitémic >=10% ( >= 3+), Hct < 15%, glycémie <40 mg/dl

ID no.SP Age_ _ Sexe__

Nom Prénom

Nomdelamere_
Ethnie

Svmptdomes ;
Fievre  Céphalées_ Dx abdominales _ Vomissements __ Diarrhées_ Courbatures_

Citez les médicaments consommés durant les deux derniéres semaines.

Avez-vous consommé un des médicaments ci-dessous durant les deux derniéres semaines?

Funsidar __pyriméthamine  tétracycline  méfloquine_ cotrimoxazole__
quinine__Chloroquine__halofantrine__Fansimef__proguanil__Paluther__ Malarial__

Faites- vous des prurits apres prise de SP? Yes_ No__
La SP vous provoque-t-clle des rash cutanés? Yes _ No__

La SP vous provoque-t-clle des oedemes? Yes__No__

Examen Physique

Temperature . °C Rash cutané Yes__ No__

Decrire:

Fréquence respiratoire ___ / min Score splénique de Hackett _ Oedéme Yes - No__ Poids
kg Taille_ . cm

Fansidar dose _ mglo

Autres antipaludiques: Autres Traitements:

Tests de laboratoire
M GE_ _ Sang Veineux__ Confettis__
Hematoerit . %




J1

Date /_/_ [/ __/ 1D no.SP

Svmptomes
Fievre__Céphalées_ Dx abdominales _ Vomissements _ Diarrhées_ Courbatures

Citez les médicaments consommés depuis votre derniére visite.

Avez-vous consommé un des médicaments ci-dessous ?
chloroquine__pyriméthamine__tétracycline __méfloquine__cotrimoxazole _
quinine__Fansidar__halofantrine__Fansimef _proguanil _Paluther Malarial _

Faites- vous des prurits apres prise de SP? Yes__ No__

Examen Phvsique

Temperature . °C Rash cutané Yes_ No__
Decrire:
+
Fréquence respiratoire __ / min Score splénique de Hackett _ Oedéme Yes No_
Pods . kg
Autres antipaludiques: Autres Traitements:

Evaluation Générale J1:Bonne /--/ Resistance R/--/  Exclusion /--/ Abandon /--/
Raison d'abandon ou dexclusion




J2

Date _/_ /_/ [D no SP

Svmptomes
Fievre_ Céphalées_ Dx abdominales _ Vomissements _ Diarrhées__Courbatures

Citez les médicaments consommés depuis votre derniére visite,

Avez-vous consommé un des médicaments ci-dessous ?

chloroquine__pyriméthamine__tétracycline __méfloquine__cotrimoxazole
quinine__Fansidar___halofantrine__Fansimef proguanil__Paluther  Malarial _

Faites- vous des prurits aprés prise de SP? Yes_ No
Examen Phvsique

Temperature . °C Rash cutané Yes No
Decrire:

:

Fréquence respiratoire
Poids . __ kg

/ min Score splénique de Hackett _ Oedéme Yes_No_

Autres antipaludiques: Autres Traitements:

Evaluation Générale J2: Bonne /--/ Resistance R /--/  Exclusion /--/  Abandon /--/
Ratson d’abandon ou d'exclusion

J3



Date _/ _/__/ IDnoSP__

Svmptomes
Fievre_ Céphalées  Dx abdominales  Vomissements _ Diarrhées_ Courbatures

Citez les médicaments consommés depuis votre derniére visite.

Avez-vous consommé un des médicaments ci-dessous ?

chloroquine__pyriméthamine__tétracycline __méfloquine__cotrimoxazole
quinine__Fansidar__halofantrine__Fansimef__proguanil__Paluther__ Malarnial

Faites- vous des prurits apres prise de SP? Yes_ No__

Examen Physique

Temperature . °C Rash cutané Yes__No__
Decrire:

Fréquence respiratoire _+ / min Score splénique de Hackett _ Oedéme Yes _ No__ Poids __
__kg

Autres antipaludiques: Autres Traitements:

Tests de laboratoire
M GE Sang Veineux__ Confettis__
Hematocrit . %

Evaluation Générale J3:Bonne /--/ Resistance R/--/  Exclusion /--/  Abandon /--/
Raison d'abandon ou d’exclusion

NB: Si P% sans fievre 2 J3< 25 % de P% JO = Observation jusqu’a J7.

Si P% J3 > 25% P JO = Traitement avec Chloroquine => RIII pour Fansidar
Continuer le suivi pour le traitement Chloroquine.

Si Paludisme grave = hospitalisation




J7

Date _/_/_/ 1D no.SP

Symptomes
Fievre__Céphalées__Dx abdominales _ Vomissements _ Diarrhées__Courbatures

Citez les médicaments consommés depuis votre derniére visite.

Avez-vous consommé un des médicaments ci-dessous ?
chloroquine__pyriméthamine__tétracycline __méfloquine__ cotrimoxazole
quinine__Fansidar__halofantrine__ Fansimef proguanil__ Paluther_ Malarial

Faites- vous des prurits apres prise de SP? Yes. No

Examen Physique

lemperature . °Rash cutané Yes_ No__ Decerire:

IFréquence respiratoire _____/ min Score splénique de Hackett __ Ocdéme Yes _ No  Poids
kg

Autres antipaludiques: Autres Traitements:__

Tests de laboratoire

FM GE Sang Veineux__ Confettis___ Hematocrit __ . _ % Hemoglobine

. gdl

Evaluation Générale J7: Bonne /--/ Resistance R/--/  Exclusion /--/  Abandon /--/
Raison d’abandon ou d’exclusion

i

NB: Si P% < P J0 sans fievre observation jusqu’a j14
St P%< ' P J0 avec fievre CAT selon jugement du clinicien
Si P% > ' PJO => Traitement a la chloroquine

Continuer le suivi pour le traitement Chloroquine.

Si Palu grave => Hospitalisation

J14



Date _ /__/_/ 1D no.SP

Symptomes

Fievre__C¢phalées__Dx abdominales _ Vomissements __ Diarrhées__ Courbatures

Citez les médicaments consommés depuis votre derniére visite.

Avez-vous consommé un des médicaments ci-dessous ?

chloroquine__pyriméthamine__tétracycline __méfloquine__ cotrimoxazole
quinine___Fansidar__halofantrine__Fansimef__proguanil _ Paluther  Malarial

Faites- vous des prurits apres prise de SP? Yes. No

l:xamen Physique

Temperature . °C Rash cutan¢ Yes_ No__

Decrire:

Fréquence respiratoire ___/ min Score splénique de Hackett __ Oedéme Yes _ No_ Poids
kg

Autres antipaludiques: Autres Traitements:

Tests de laboratoire
FM GE Sang Veineux__ Confettis__
Hematocrit . % Hemoglobine__ . g/l

Evaluation Générale J14 : Resistance R1/--/  Exclusion /--/  Abandon /--/

3

NB: Si P% < ' P JO sans fiévre observation jusqu’a J21
Si P%<% P J0 avec fievre CAT selon jugement du clinicien
Si P% > Y PJO => Traitement a la chloroquine

Continuer le suivi pour le traitement Chloroquine.

Si Palu grave => Hospitalisation

J21 '



Date /¢ 1 ID no.SP

Symptomes
Fievre  Céphalées_ Dx abdominales  Vomissements  Diarrhées_ Courbatures

Citez les médicaments consommés depuis votre derniére visite.

Avez-vous consommé un des médicaments ci-dessous ?

chloroquine__pyriméthamine__tétracycline __méfloquine__cotrimoxazolc__
quinine__ Fansidar__halofantrine__Fansimef _proguanil__Paluther__ Malarial__

Faites- vous des prurits aprés prise de SP? Yes  No_

Examen Physique

femperature . °C Rash cutané Yes_ No__

Decrire:

Fréquence respiratoire  / min Score spiénique de Hackett __ Oedéme Yes __No__ Poids __ __
ke

Autres antipaludiques: Autres Traitements:

Tests de laboratoire
FM GE Sang Veineux__ Confettis__
Hematoerit . % Hemoglobine_ . g/dl

Evaluation Générale J21 : Resistance R1/--/  Exclusion /--/  Abandon /--/

i

NB: Si P% <% P .JO sans fievre observation jusqu’a J28
Si P%< % P JO avec fievre CAT selon jugement du clinicien

Si P% > Y PJO => Traitement a la chloroquine
Continuer le suivi pour le traitement Chloroquine,

Si Palu grave => Hospitalisation

J28



1D no.SP Date _/_/

Symptomes
Fievre_ Céphalées Dx abdominales  Vomissements  Diarrhées_ Courbatures

Crtez les médicaments consommés deputs votre derniere visite.

Avez-vous consommé un des médicaments ci-dessous ?

chloroquine  pyriméthamine _tétracycline  méfloquine__cotrimoxazole
quimine_ Fansidar__halofantrine__Fansimef__proguanil __Paluther__ Malarial__

Faites- vous des prunits apres prise de SP? Yes No

Examen Physique

Temperature . °C Rash cutané Yes_ No_

Decrire:

Iréquence respiratoine ___ / min Score splénique de Hackett _ Oedéme Yes __No_ Poids _
ke

Autres antipaludiques: Autres Traitements:

Tests de laboratoire

'™ GE " Sang Veincux__ Confettis__

Hematoernit . _ % Hemoglobine . g/dl

(Résultats FM 0-1 /hpf=1+  2-5/hpf=2+ >5/hpf=3+)

Evaluation Générale J...: Bonne /--/ Resistance R1/--/  Exclusion /--/  Abandon /--/

Raison d’abandon ou d'cxclusion

Visite imprévue 2;



1D no.SP_ Date _/_/

Svmptémes
fievre_ Céphalées. Dx abdominales  Vomissements  Diarrhées_ Courbatures

Cites les médicaments consommeés depuis votre derniere visite.

Aves-vous consommeé un des médicaments ci-dessous ?

'

chloroquine __pyriméthamine__tétracycline __méfloquine__cotrimoxazole___
gqumine__ Fansidar__halofantrine__Fansimef _proguanil__Paluther_ Malarial__

Faites- vous des prurits apres prisc de SP? Yes. No

Examen Physique

Temperature . °C Rash cutan¢ Yes_ No__

Decrire: _

Fréquence respiratoire  / min Score splénique de Hackett __ Oedéme Yes _ No_ Poids
ke

Autres antipaludiques: Autres Traitements:

Laboratory tests

FM GE Sang Veincux__ Confettis_
Hemuatocerit . % Hemoglobine_ . g/dl

Evaluation Générale J... Bonne /--/ Resistance R1/--/  Exclusion /--/  Abandon /--/

Raison d'abandon ou d’exclusion

Visite imprévue 3:



SERMENT D’HIPPOCRATE

En présence des maitres de cette faculte, de mes chers
condisciples, devant I'effigie d'Hippocrate, je promets et je jure au
nom de I'Etre supréme, d'étre fidele aux lois de I'nonneur et de la
probité dans rexcercice de la médecine.

Je donnerai mes soins gratuits a l'indigent et n'exigeral jamais un
salaire au dessus de mon travail, je ne participerai a aucun
partage clandestin d’honoraires.

Admis dans l'interieur des maisons, mes yeux ne verrons pas ce
qui se passe, ma langue taira les secrets qui me seront confiés et
mon état ne servira pas a corrompre les moeurs, ni a favoriser le
crime.

Je ne permettrai pas que des considérations de religion, de
nation, de race, de parti ou de classe sociale viennent s'interposer
entre mon devoir et mon patient.

Je garderal le respect absolu de la vie humatne des la conception.

Méme sous la menace, je n‘admettrai pas de faire usage de mes
connaissances médicales contre les lois de I'humanite.

Respectueux et reconnaissant envers mes Maitres, je rendrai a
leurs enfants l'instruction que j'ai regue de leur pere.

Que les hommes m’accordent leur estime si je suis fidele a mes
promesses.

Que je sois couvert d'opprobre et méprisé de mes confreres Sy
manque.



