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I. INTRODUCTION

Le paludisme est une érythrocytopathie fébrile due au genre Plasmodium, transmise a I’homme
par la pigdre infectante d’un moustique appelé 1’Anophéle femelle. De nos jours, 5 espéces sont
décrites pouvant infectées I’Homosapiens. P. cynomolgi est cité étant la sixiéme espéce pouvant
infecter I’homme (1). P. falciparum est responsable de paludisme grave et compliqué. Il reste
également la cause de la plupart des déces liés au paludisme. P. knowlesi et P. cynomolgi sont
impliquées pour la plupart de cas de paludisme asymptomatique (2). P. vivax se développe chez
un moustique qui peut survivre & haute altitude et & une température basse. Cette espéce a une
distribution géographique plus large que P. falciparum (3). P. vivax et P. ovale présentent des
similitudes quant a son diagnostic microscopique et a la présence d’hypnozoites. P. malaria a
une distribution mondiale trés inégale, il est essentiellement présent en Afrique et en Asie (4).
Sur le plan mondial, le paludisme reste toujours un probléme majeur de santé publique. Selon
le rapport 2021 de I’Organisation Mondiale de la Santé (OMS), la pandémie de COVID-19 a
beaucoup impacté sur le contréle de paludisme. OMS a estimé en 2020, 14 millions de cas et
47 000 déces supplémentaire par rapport a I’année 2019 ou le nombre de cas était estime a
environ 229 millions. L’Afrique a enregistré le nombre de paludisme & 228 millions de cas et
602 000 déces dont 80% sont survenus chez les enfants d’age préscolaire qui sont plus
susceptibles face a ce fléau ainsi que les femmes enceintes. Le lourd tribut est payé par les
régions d’Afrique subsaharienne (5) (6).

Au Mali, le paludisme demeure le premier motif de consultation, d hospitalisation et de déces.
En 2014, les formations sanitaires du Systéme Local d’Information Sanitaire (SLIS) ont recensé
2 309 cas de deces et 2 500 000 cas suspects de paludisme soit 40% de motifs de consultation.
Les enfants de moins de cing ans et les femmes enceintes restent les couches les plus
vulnérables face a ce fléau (SG/Ministere de la santé, 2013) (7). De 2016 a 2019, le taux de
paludisme a chuteé de 384 a 334 pour 1000 soit 13% et la prévalence de la morbidité a passé de
0,76 a 0,59 pour 1000 soit 21% (8). Malgré la persistance des mesures de prévention, il y a eu
une légére augmentation courant 2019-2020 (5). La prévalence du paludisme chez les enfants
de 0-5 ans est de 19% en utilisant le test de diagnostic rapide (TDR) (9). Les stratégies
préventive et curative adoptées par I’OMS ont contribué a diminuer de facon considérable les
cas et les deces liés au paludisme. Les stratégies actuelles de lutte contre le paludisme
recommandées par I’OMS sont basées sur :

v" la réduction du contact homme vecteur a travers ’utilisation a grande échelle de
moustiquaires imprégnées d’insecticide a longue durée d’action (MILDA),
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v la lutte anti vectorielle ciblée, plus particulierement la pulvérisation intra domiciliaire
d’insecticides (PID),

v’ le traitement préventif intermittent avec la sulfadoxine-pyriméthamine chez les
femmes enceintes (TPI),

v"la chimio-prévention saisonniéere du paludisme (CPS),

v'la prise en charge des cas de paludisme simple avec les combinaisons thérapeutiques a

base d’artémisinine.

Ces outils ont permis une diminution remarquable du déces liés au paludisme et de I’incidence
des cas entre I’an 2000 — 2019 (10).

Le diagnostic moléculaire joue un role essentiel dans 1’¢limination du paludisme. C’est un test
trés sensible. Il permet d’identifier les porteurs asymptomatiques des parasites du paludisme.
Il donne le diagnostic avec plus de précision ce qui facilite un bon choix thérapeutique. Les
porteurs asymptomatiques favorisent la circulation de parasite et compromettent I’éradication
de la maladie. Un diagnostic précoce du paludisme et un traitement adéquat des cas permettent
d’interrompre la transmission (3). Pour mieux élucider la répartition géographique des especes
du Plasmodium et du réservoir des parasites du paludisme, nous nous sommes posés comme
question :

Quelle est la prévalence des espéces du Plasmodium a Donéguébougou ?

La mise en ceuvre des différentes stratégies de lutte contre le paludisme au Mali aurait un impact
positif sur les indicateurs cliniques et parasitologiques.

Le but de notre étude était d’évaluer le niveau des indicateurs parasitologiques du paludisme

dans une zone geographique rurale, Donéguébougou au Mali.




OBJECTIFS DE L’ETUDE

1. Objectif général

Etudier 1’épidémiologie du paludisme en utilisant les outils moléculaires a Donéguébougou,
Mali
2. Objectifs specifiques

2.1. Déterminer la prévalence des différentes especes plasmodiales par la gPCR a
Donéguébougou

2.2. Mesurer les indicateurs paludométriques dans la zone de Donéguébougou




METHODOLOGIE
1. Cadre de I’étude

Donéguébougou est une commune rurale non loin de Bamako. C’est un village situé a 17
kilometres au nord-est de la ville de Kati et a 30 kilometres de Point-G. Donéguébougou fait
partie de la région de Koulikoro, plus précisément dans la commune de Safo, cercle de Kati.
C’est un village bambara, en 2007, comptait approximativement 1300 habitants. Le climat est
de type nord soudanien avec une pluviométrie qui varie au tour de 2000 mm par an. La « Koba »
est une riviére située au sud du village qui sert de gite pour les vecteurs. Le paludisme est hyper
endémique a Donéguéougou avec un indice plasmodiale (IP) qui peut varier de 50 a 75%. La
transmission du paludisme est assurée durant toute 1’année avec un pic lors de la saison
pluvieuse de juin a novembre (endémo-épidémique). Lors de la saison des pluies, selon la
méthode de « pyrothrum insecticide spray catch », le nombre de piqures infectantes par
personne a été estimé a 21,1 en 1999 et 19,2 en 2000.




Tombouctou

Burkina faso

Donéguébougou

Figure 1 : carte du Mali avec I’emplacement de Donéguébougou
[Source : https://en.wikipedia.org/wiki/File:Mali_sat.png]

2. Type et période d’étude
Il s’agissait d’une étude rétrospective d’incidence du paludisme, qui s’est déroulée sur une
période allant d’octobre 2012 a janvier 2013. Les échantillons ont été collectés au moment du

pic de la saison de transmission.
3. Population d’étude
L’étude a porté sur tous les patients (agés au moins 6 mois), tout sexe confondu résidant a
Donéguébougou.
4. Criteéres d’inclusion et de non-inclusion
Critéres d’inclusion
v' Etre résidant 8 Donéguébougou sans y avoir quitté depuis plus d’un an

v Obtention du consentement libre et éclairé du patient ou du tuteur
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v Obtention en plus du consentement du parent/tuteur, d’assentiment éclairé pour les

adolescents (13 — 17 ans)

Critéres de non-inclusion

v’ Sujet sous traitement antipaludique ou antibiotique a activités schizonticides (Bactrim,

v Refus de participer a I’étude

Azithromycine, Clindamycine, Tétracyclines) depuis moins 2 semaines,

5. Technique d’échantillonnage et calcul de la taille de I’échantillon

Nous avons procédé a un échantillonnage par convenance en sélectionnant 125 participants

d’une étude antérieure réalisée a Donéguébougou.

6. Etude biologique

Notre étude était basée sur le diagnostic moléculaire des espéces de Plasmodium. Le géne 18s

a été utilisé pour I'identification des espéces.

6.1. Extraction d’ADN a partir de confettis de sang séché utilisant le kit QIAmp DNA

Blood

Les confettis imbibés de sang et laissés séchés puis conservés a 1’abri de poussiere et de

I’humidité ont été utilisés pour extraire I’ADN génomique. L’extraction a été faite a ’aide de

kit Qiagen (QlAamp Blood Mini Kit), suivant les instructions du fabricant.

v

Réactifs

Buffer ATL
Proteinase K

Buffer AL

Ethanol (96 — 100%)
Préparation
Incubateur : 85°C
Incubateur : 56°C
Incubateur : 70°C
Mixeur/vortex thermique
Centrifugeuse

Procédures d’extraction

Buffer AL
Buffer AW1
Buffer AW2




Aprés avoir identifié les tubes Eppendorf de 2ul, nous avons mis dans chaque tube 2 ou 3
morceaux de confettis de sang seché et 180ul de solution Tampon ATL (Tussie Lysis Buffer).
Différentes étapes ont été suivies :

Incuber a 85°C pendant 10 mn.

Centrifuger brievement 3000 rpm pour récupérer les gouttelettes qui se trouvent du couvercle.
Ajouter 20ul de Protéinase K dans chaque tube. Les tubes ont été vortexés rigoureusement puis
mis en incubation a 56°C a 1h. Centrifuger brievement 3000 rpm.

Ajouter 200ul de solution AL (Lysis Buffer)

Vortexer et incuber & 70°C pendant 10 mn puis centrifuger brievement 3000 rpm.

Ajouter 200ul Ethanol (96 — 100%) a I’échantillon

M¢élanger soigneusement a 1’aide du vortex.

Centrifuger brievement 3000 rpm pour récuperer les gouttelettes du couvercle.

Labelliser les colonnes (Ql1Aamp Mini Spin Column) placées dans un tube de collecte de 2 ml
Transférer 600ul de solution dans celles-ci. Centrifuger a 8000 rpm & 1mn.

Retirer la colonne et jeter le tube contenant le filtrat. Replacer la colonne dans un nouveau tube
de 2 ml ensuite ajouter 500 ul de solution AW1 (Wash buffer 1) dans la colonne. Centrifuger a
8000 rpm pendant 1 mn.

Changer le tube de collecte avec filtrat & un nouveau tube propre. Ouvrer la colonne
attentivement et ajouter 500ul de solution AW2 (Wash buffer 2) puis centrifuger a
14000rpm/3mn.

Remplacer le tube de collecte puis centrifuger la colonne au méme tour pendant 1mn.
Transférer la colonne dans un tube Eppendorf labellisé et ajouter 150ul de solution AE (Elution
buffer). Incuber a la température ambiante pendant 1mn puis centrifuger a 8000 rpm / 1mn.
Jeter la colonne et garder le tube Eppendorf contenant 75 — 150 ng d’ADN génomique a -20 °C
6.2. Détection moléculaire de P. falciparum, P. malariae et P ovale par la PCR a temps reel
(QPCR)

Le diagnostic moléculaire prospectif a été fait par la qPCR ultrasensible en utilisant le CFX96
de BioRad sur les échantillons collectés pendant les passages transversaux a Donéguébougou.
Nous avons procédé en une détection simultanée de P. falciparum et P. malariae et P. ovale en
utilisant un couple d’amorce et une sonde spécifique a chaque espéce marquée par des
fluorochromes distincts.

Amorces et protocole d’amplification utilisés pour le diagnostic moléculaire au cours des

passages transversaux avec le CFX96 BioRad
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Une PCR quantitative ultrasensible a été effectuée pour le diagnostic moléculaire des
échantillons récoltés au cours des passages transversaux. (voir les Primers et les Probes en

annexe 1)

v Chaque solution d’amplification était constituée de 1,5 ul d’ADN et 8,5ul de mélange
réactionnel comprenant (0,6 ul d’amorces et probe de P. falciparum a 5 uM, 0,4 ul
d’amorces et sonde de P. malariae a 5 uM, 0,4 ul d’amorces et de sonde de P. ovale a
5 UM, 5 pl de 2X PrimeTime PCR Master mix (IDT).

v" 10 pl de volume total contenant le Master mix et d’ADN extrait pour chaque échantillon
ont eété amplifié selon le protocole suivant : 95°C pendant 3 minutes suivies de 40 cycles
de 95°C pendant 15 secondes et 60 °C pendant 60 secondes.

7. Saisie et analyse des données
Les données ont été récoltees sur des supports (questionnaires) doublement saisies dans Acces.
Les questionnaires ont été vérifiés avant la saisie des données. Les analyses statistiques ont été
réalisées a partir du logiciel R.
Les résultats ont été présentés sous forme des textes, de tableaux et de graphiques a I’aide des
logiciels Word et Excel version 2016. Les tests statistiques utilisés étaient le test de khi2 (32) et
le test de probabilité exacte de Fisher. Un test bilatéral avec p < 0.05 était considéré comme

statistiguement significatif.

8. Considérations éthiques
Le protocole a été approuvé par le comité d’éthique de la Faculté de Médecine de Pharmacie et
d’Odonto-Stomatologie (FMPOS). Les participants avaient le choix de participer ou de ne pas
participer a 1’étude. Tous les volontaires ont eu la méme chance d'étre inclus dans cette étude.
Le consentement éclairé, libre et individuel a été obtenu pour chaque participant avant
I’inclusion. Les enfants de 13 - 17 ans ont donné leur assentiment en plus du consentement des
parents ou tuteurs. Le refus de participation n’influencait pas sur la prise en charge dans les
centres de santé. Chaque participant a regu un numéro d’identification. Tous les résultats issus
de I’enquéte sont gardés de fagon confidentielle. Le prélévement du sang a été effectué selon
les regles de Bonnes pratiques de Laboratoires et les directives de I’OMS. Il n’y a pas eu de
compensation monétaire directe. Les participants diagnostiqués comme cas de paludisme ont
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bénéficié du traitement antipaludique selon la procédure du PNLP. Les résultats sont restés

disponibles dans chaque site d’étude, afin d’éclairer les décisions de santé publique.




V.

RESULTATS

A. Caractéristiques socio-démographiques des participants

Un total de 125 participants ont été inclus

Tableau I : Répartition des participants selon les caractéristiques sociodémographiques

Caractéristiques Effectifs Pourcentage (%)
Sexe Ratio
Masculin 55 44
1,3
Féminin 70 56
Ethnie
Bambara 124 882
Mianka 01 0,8
Age (année)
1-5 26 21,5
6-15 50 41,3
>15 45 37,2

Le sexe féminin prédominait avec un sex-ratio de 1,3. L’ethnie Bambara était majoritaire suivie

de Mianka. La tranche d’age de 6 a 15 ans était plus représentée (41,3%) suivi de plus de 15

ans.
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Moustiquaire

M Oui

i Non

Figure 2 : Répartition des participants selon 1’utilisation des moyens de prévention contre le
paludisme, n =125

39,2% des participants utilisaient les moustiquaires imprégnées ou non.
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Imprégnée

® Qui = Non

Figure 3 : Répartition des participants selon ’utilisation des moyens de prévention contre le
paludisme, n = 49

La majorité des moustiquaires utilisées étaient imprégnées a I’insecticide soit 73%.
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B. Diagnostic moléculaire du paludisme

Tableau Il : Prévalence de Plasmodium Spp par la gq°PCR a Donéguébougou

PCR Effectif (n) Pourcentage (%)

PCR + 28 22,4
PCR - 97 71,6
Total 125 100

La prévalence moléculaire de Plasmodium selon la PCR quantitative était 22,4% dans notre
étude

Tableau 111 : Répartition des espéces de Plasmodium a Donéguébougou
Espéces plasmodiales Fréquence Pourcentage (%o)
P. falciparum 26 92,8
P. malaria 1 3,6
P. ovale 0 0,0
P. falciparum +P. 1 3,6
malaria
Total 28 100

L’espéce plasmodiale la plus fréquente était Plasmodium falciparum (92,8). 1 cas d’infection

mixte a été observé.
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C. Caracteristiques des participants selon les résultats cliniques

Tableau 1V : Répartition des participants en fonction des signes cliniques, n = 125

Signes cliniques Fievre Splénomégalie

n % n %
Oui 5 4 0 0
Non 120 96 125 100
Total 125 100 125 100

La fievre n’¢était représentée que dans 4% de cas et aucun de nos participants n’avait une

splénomégalie
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D. Resultats analytiques

Tableau V : Distribution de la fiévre selon la tranche d’age a Donéguébougou, n = 121

Fievre 1-5ans 6 -15ans > 15 ans Total

n % n % n % n %
Fievre + 3 2,5 2 1,6 0 0,0 5 4,1
Fievre - 23 19 48 39,7 45 37,2 116 95,9
Total 26 21,5 50 41,3 45 37,2 121 100

La fievre était plus représentée chez la tranche d’age de 1 a 5 ans (2,5%) suivi des grand-
enfants ageés de 6 a 15 ans (1,6%).

Tableau VI : Prévalence du portage de Plasmodium par qPCR en fonction de la tranche d’age

PCR 1-5ans 6-15ans > 15 ans Total
n % n % n % n %
PR+ 7 58 13 107 8 66 28 231
PCR - 19 15,7 37 30,6 37 30,6 93 76,9
Total 26 21,5 50 41,3 45 37,2 121 100

La fréquence de la PCR positive était 10,7% chez la tranche d’age de 6 a 15 ans suivie de plus
de 15 ans (6,6%).
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Tableau V11 : Distribution de I’infection a Plasmodium Spp par gPCR selon I’utilisation des
moustiquaires

PCR Moustiquaire+ Moustiquaire- Total
n % n % n %
PCR+ 12 96 37 296 49 392
PCR - 16 12,8 60 48 76 60,8
Total 28 22,4 97 77,6 125 100

Chi2 = 0,202 ; p=0.65
Il n’existait pas un lien statistiquement significatif entre le résultat de la PCR et 1’utilisation

des moustiquaires.

Tableau V111 : Distribution de la présence de Plasmodium par PCR selon 1’utilisation des
moustiquaires imprégnées

Imprégnée+ Imprégnee- Total
PCR

n % n % n %
PCR + 8 16,3 28 57,1 36 73,5
PCR - 4 8,2 9 18,4 13 26,5
Total 12 24,5 37 75,5 49 100

Fisher exactp=0.7

I1 n’existe pas une liaison statistique entre le résultat la PCR et I’utilisation des moustiquaires
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Tableau IX : Prévalence de la fievre selon la présence de Plasmodium par PCR a

Donéguebougou
‘Fievve PCR+  PCR-  Tota
n % n % n %
‘Fievre+ 2 16 3 24 5 4
Fievre - 26 20,8 94 75,2 120 96
Total 28 22,4 97 77,6 125 100

Fisher exact p = 0,31

La fiévre n’avait pas un lien statistique avec le résultat de la PCR.
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V-  COMMENTAIRES ET DISCUSSION
1. Rappel des objectifs

Notre etude consistait a rechercher les différentes espéces de Plasmodium dans la zone de
Donéguébougou en utilisant les outils moléculaires. Le village de Donéguébougou a été choisi
par sa proximité du district de Bamako et également la présence d’une équipe du MRTC depuis
plus d’une dixiéme d’année. Donéguébougou a servi comme site de plusieurs études de
recherche du MRTC partant des études d’observation aux essais cliniques vaccinaux du
paludisme (11) (12).

2. Resultats obtenus
Au total, nous avons inclus 125 participants. Le sexe féminin prédominait avec un ratio 1,3.
Cela pourrait étre d a une forte fréquentation des sexes féminins aux centres de santé. L’ethnie
Bambara était majoritaire. Les grand-enfants agés de plus 5 ans était majoritairement
représentés dans notre population d’étude. Ce méme constat a été observé par Coulibaly et al a
Bandiagara (13).
Une faible utilisation de moustiquaire fut observée dans la population d’étude (39.2%) et la
majorité des moustiquaires utilisées étaient imprégnées (73%). Ce faible taux d’utilisation de
moustiquaire pourrait s’expliquer par 1’utilisation d’autres types de moyens de prévention
contre le paludisme. Un nombre élevé du taux d’imprégnation pourrait contribuer au
renforcement des différentes stratégies de lutte antivectorielle (7) (14).
La splénomégalie n’était observée chez aucun de nos participants. La fievre n’était représentée
que dans 4% des cas dans notre population d’étude. La fiévre était plus représentée chez la
tranche d’age de 1 a 5 ans (2,5%). Le contraire a été retrouvé par Coulibaly et al au cours d’une
étude longitudinale chez les enfants de moins de 15 ans, Les grands- enfants de plus de 5 ans
font plus épisodes cliniques du paludisme. Cela pourrait s’expliquer par la mise a échelle
nationale de CPS chez les enfants de moins de 5ans.
La prévalence du genre Plasmodium selon la PCR était 22,4% dans notre étude. L’espéce
plasmodiale la plus fréquente était Plasmodium falciparum (92.8). En Malawi, Coalson et al
lors d’une étude transversale, ont eu 45% de PCR positive a P falciparum (15). L’infection
mixte de P. falciparum et P. malaria a éte observée dans 3.6% de cas. Cette différence pourrait
s’expliquer de faite que nous n’avons pas utilisé la méme approche méthodologique. En
fonction de la tranche d’age, La fréquence de la PCR positive de 6 a 15 ans était plus représentée
suivie de plus de 15 ans. La fréquence de I’infection a Plasmodium Spp chez les participants

qui utilisaient les moustiquaires était 9,6%, n’est pas statistiquement différent a celle qui ne
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dormaient pas sous moustiquaire. La positivité ou la négativité de la PCR n’était pas en liaison
statistique avec I’utilisation des moustiquaires imprégnées dans notre population d’étude (p =
0,7). La faible prévalence de 1’épisode clinique pourrait s’expliquer par la sensibilité de ce test.
La PCR peut détecter la présence du paludisme avant ’apparition des premiers symptomes
(stade asymptomatique) (16)(17)(18). La proportion de la fievre liée a la positivité de la PCR
était de 1,6%. Nous n’avons pas été top puissance pour mettre en évidence un lien
statistiquement significatif entre la présence de la fiévre et la positivité de la PCR (p = 0.31).
3. Les limites et contraintes

La non atteinte de la taille de I’échantillon a été une limite de notre étude. Le budget dont on

disposait pour cette étude ne nous a pas permis d’atteindre la taille souhaitée.
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VI- CONCLUSION

La fievre prédominait chez les enfants de moins de 5 ans. Aucun cas de splénomégalie n’a été
retrouveé dans notre échantillon. La PCR a confirmé une prédominance de 1’espéce Plasmodium

falciparum dans la population d’étude a Donéguébougou.
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VIl- RECOMMANDATIONS

v' Elargir la couverture de chimio prévention chez les enfants de plus de 5 ans

v'Utiliser la PCR pour un diagnostic précoce des formes asymptomatiques
v Comparer les résultats de la PCR a la GE
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Résumé :

Le paludisme reste néanmoins un probleme majeur de santé publique. Les décés dus au

paludisme, surtout chez les enfants, sont liés aux formes graves et compliquées de cette maladie.
La mise en ceuvre des stratégies de lutte a considérablement réduit I’incidence du paludisme.
Depuis 2007, les femmes enceintes et les enfants de 0 & 5 ans bénéficient de moustiquaires
imprégnées d’insecticide, du test de diagnostic rapide, des combinaisons thérapeutiques a base
d’artémisinine, et de la gratuité du traitement du paludisme. Plutard de la Chimio prévention du
paludisme saisonnier (CPS) a 1’échelle nationale.

Pour mieux élucider la répartition géographique des espéces du Plasmodium et du réservoir des
parasites du paludisme, nous nous sommes fixés comme objectif d’étudier 1I’épidémiologie du
paludisme en utilisant les outils moléculaires a Doneguébougou, Mali.

Nous avons mené a Donéguébougou une étude rétrospective d’incidence, qui s’est déroulée sur
une période allant d’octobre 2012 a janvier 2013. Les échantillons ont été collectés au moment
du pic de la saison de transmission. L’étude a porté sur les enfants (4gés de plus de 6 mois) et
les adultes.

La prévalence moléculaire de Plasmodium selon la PCR quantitative était 22,4% dans notre
étude. L’espece plasmodiale la plus fréquente était Plasmodium falciparum (92,8). 1 cas
d’infection mixte a été observé. 39,2% des participants utilisaient les moustiquaires
imprégnées ou non. La majorité des moustiquaires utilisées étaient imprégnées a I’insecticide
(73%). Le sexe féminin prédominait avec un sex-ratio de 1,3. L’ethnie Bambara était
majoritaire. La tranche d’age de 6 a 5 ans était plus représentée (41,3%) suivi de plus de 15
ans.

La fiévre prédominait chez les enfants de moins de 5 ans. Aucun cas de splénomégalie n’a été
retrouvé chez nos participants. La PCR a confirmé une prédominance de 1’espéce Plasmodium
falciparum dans la population d’étude a Donéguébougou.
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women and children aged 0 to 5 have benefited from insecticide-treated mosquito nets, rapid
diagnostic tests, artemisinin-based therapeutic combinations, and free treatment for malaria.
Later of Seasonal Malaria Chemoprevention (CPS) at the national level.

To better elucidate the geographical distribution of Plasmodium species and the reservoir of
malaria parasites, we set ourselves the objective of studying the epidemiology of malaria using
molecular tools in Donéguébougou, Mali.

We conducted a retrospective incidence study in Doneguébougou, which took place over a
period from October 2012 to January 2013. The samples were collected at the time of the peak
of the transmission season. The study focused on children (over the age of 6 months) and adults.
The molecular prevalence of Plasmodium according to quantitative PCR was 22.4% in our
study. The most common Plasmodium species was Plasmodium falciparum (92.8). 1 case of
mixed infection was observed. 39.2% of participants used mosquito nets, impregnated or not.
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IX-  ANNEXES

Annexe 1

» Master Mix preparation

1 Reaction
0.5uL
0.5uL

5uL
2uL
2uL
10 uL

> PCR program

95C
95C
60C

AW e

Fal.TM.FOR

Pm.TM.FOR

2XPrimer Time Master Mix
RNAse Free water

DNA

Reaction Total

3 Minutes
15 seconds
60 seconds

Repeat to step 2.35 times

» Custom primers and probes

5uM
5uM

100
50
50
500
200

Reaction in uL
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Primers and Probes

18S Pf Cy5 (P.
falciparum)

18S Pm
malariae)

FAM  (P. [ 18SPo VIC (P. ovale)

Actin HEX (Human
Actin RT-PCR
positive control)

Fluorophore : Cy5

Forward sequence:
CCGACTAGGTGT
TGGATGAAAGT
GT

TAA

Reverse sequence:
AACCCAAAGAC
TTTGATTTCTCA
TA

A

Probe Sequence:
Cyb-
AGCAATCTAAA
AGTCACCTCGAA
AG

ATGAC

Fluorophore : FAM Fluorophore : VIC

Forward sequence: Forward sequence:

CCGACTAGGTGTTGG | CCGACTAGGTTTTG
ATGATAGAG GATGAAAGATTTTT
TAAA

Reverse sequence:
Reverse sequence: AACCCAAAGACTTT
AACCCAAAGACTTTG | GATTTCTCATA
ATTTCTCATA A
A

Probe Sequence:
Probe Sequence: VIC-
FAM- CGAAAGGAATTTTC
CTATCTAAAAGAAAC | TTATT
ACTCAT

Fluorophore: HEX

Forward sequence:
ACCGAGCGCGGCT
ACAG

Reverse sequence:
CTTAATGTCACGC
ACGATTTCC

Probe Sequence:
HEX-
TTCACCACCACGG
CCGAGC

Provider/Manufacturer : BioRad
Select : 500x20 reaction Leach
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Annexe 2
FICHE DE CONSENTEMENT POUR PARTICIPER A L’ETUDE SUR

SURVEILLANCE EPIDEMIOLOGIQUE MOLECULAIRE DES
PARAMETRES PARASITOLOGIQUES DU PALUDISME AU MALLI

Nom et Prénoms du participant :

Acceptez-vous de participer a I’étude ? [ ] Oui [ ] Non

Acceptez-vous que votre échantillon de sang soit conservé pour des tests ? [] Oui [ ] Non

Empreinte digitale ou Signature du Participant Date :
/ /

Date : / /
Signature du Chercheur Jj mm aa

Prénoms et Nom du Chercheur
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A compléter si le participant est illettre :

Témoignage de ’interview du consentement :

Je soussigné, témoin du consentement ci-dessus pour 1’étude sur la surveillance
épidémiologique moleculaire des parameétres parasitologiques du paludisme au
mali

, atteste qu’a la date indiquée a c6té de ma signature, le contenu du formulaire de consentement
a été clairement expliqué au participant et que le participant a indiqué que ses questions et
inquiétudes ont été répondues de facon appropriée.

Nom du témoin :

Signature du témoin : Date: / /

dd mm vy
Témoignage de la signature par le participant :
Je soussigné, témoin de la signature (marque ou empreinte digitale) atteste qu’a la date indiquée
a cbté de ma signature, le participant a marqué de son empreinte digitale le formulaire de

consentement pour 1’étude ci-dessus.

Nom du témoin ;

Signature du témoin : Date: / /

dd mm yy
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Annexe 3
FICHE D’ASSENTIMENT POUR PARTICIPER A TI'ETUDE SUR

SURVEILLANCE EPIDEMIOLOGIQUE MOLECULAIRE DES
PARAMETRES PARASITOLOGIQUES DU PALUDISME AU MALLI

PARTICIPANTS DE 14 A 17 ANS
Nom et prénom du participant :

Nom et Prénoms du parent/tuteur:

Acceptez-vous que votre enfant participe a I’étude? [ ] Oui [ ]Non

Acceptez-vous que son échantillon de sang soit conservé pour des tests? [ ] Oui [ ] Non

Date : / /
Empreinte digitale ou Signature du parent/tuteur du Participant jj  mm aa

Date : / /
Signature du Chercheur Jj mm aa

Prénoms et Nom du Chercheur
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A compléter si le parent/tuteur du participant est illettré :

Témoignage de l’interview du consentement :

Je soussigné, témoin du consentement ci-dessus pour 1’étude sur la surveillance
epidemiologique moleculaire des parametres parasitologiques du paludisme au
Mali, atteste qu’a la date indiquée a coté de ma signature, le contenu dudit formulaire a
été clairement expliqué au parent/tuteur du participant et que 1’intéressé a indiqué que

ses questions et inquiétudes ont été répondues de fagon appropriée.

Nom du témoin :

Signature du témoin : Date: / /

dd mm vy
Témoignage de la signature par le parent/tuteur du participant :
Je soussigné, témoin de la signature (marque ou empreinte digitale) atteste qu’a la date indiquée
a cOté de ma signature, le parent/tuteur du participant a marqué de son empreinte digitale le

formulaire d’assentiment pour 1’étude ci-dessus.

Nom du témoin :

Signature du témoin : Date: / /
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Annexe 4 :

QUESTIONNAIRE
Ministere des Enseignements Secondaire, République du Mali
Supérieur, et de la Recherche Scientifique Un Peuple- Un But- Une foi
MALARIA RESEARCH
& TRAINING CENTER
BAMAKO, MALI
DEPARTEMENT D’EPIDEMIOLOGIE DES AFFECTIONS

PARASITAIRES/MALARIA RESEARCH AND TRAINING CENTER /FMOS
SURVEILLANCE EPIDEMIOLOGIQUE MOLECULAIRE DES PARAMETRES
PARASITOLOGIQUES DU PALUDISME AU MALI
Questionnaire
1- Identification et variables sociodémographiques
Date de I’inclusion : / / / / Nom de I’investigateur------------------
Sit@--mmmmm 1= kayes, 2= Sotuba, 3= Doneguebougou, 4=
bougoula-hameau, 5= Segou, 6= Bandiagara, 7=Madougou, 8=Manterou, 9= Gao, 10=
Tombouctou, 11= Kidal.

Pasage 1 /----/ Page 2 /----/ Collecte continue/------ /

ID N°/ / /

N OM === = e PréN0M-----=nmmmmm e oo
Age / / ans Sexe:F/----/ M /[------ /
Ethnie--------------- o Reésidence ---------------m-mmm oo
Utilisation de Moustiquaire /-----/ Si oui Imprégnée/----/ 1=0ui, 2=Non

Moyens de lutte contre le paludiSme/----=--==-==mm o m o
2- Variables cliniques

Température (en degreé Celsius) : /-----.----/

Splénomégalie /-----/ 1= Oui 2= Non Si oui le stade selon Hackett /-----/

3- Variables biologiques et parasitologiques :

TDR : [------ / 1= Oui, 2= Non

Goultte épaisse (confection) /------ / 1= Oui 2= Non

Confettis /-----/ 1= Oui 2= Non

Taux d’hémoglobine /----.--/
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Apposition placentaire/-----/ 1= Oui 2= Non
4- Resultats des tests de laboratoire
TDR /-----/ 1= Positif 2= Négatif

Espece parasitaire : P. faciparum ; P. malariae, P. vivax ; P. ovale
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