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1. INTRODUCTION

Le paludisme est une parasitose provoquée par des protozoaires du genre Plasmodium, transmis
a ’homme par la piqiire infectante de moustiques femelles du genre Anopheles (1). Plusieurs
especes de Plasmodium sont responsables d’infections chez I’homme, notamment Plasmodium
falciparum, Plasmodium vivax, Plasmodium malariae, Plasmodium ovale curtisi, Plasmodium
ovale wallikeri, Plasmodium knowlesi et Plasmodium cynomolgi (2). Parmi celles-ci, P.
falciparum demeure 1’espéce la plus virulente et la principale cause de morbidité et de mortalité

palustre en Afrique subsaharienne.

Malgré les progres réalises ces derniéres décennies dans la lutte contre la maladie, le paludisme
reste un probléme majeur de santé publique a 1’échelle mondiale (3). La Région africaine
concentre a elle seule environ 94 % des cas et 95 % des déces liés au paludisme. Le Mali
contribue de maniére significative a ce fardeau mondial. En 2024, le pays représentait environ
3,1 % des cas de paludisme dans le monde, soit pres de 8,15 millions de cas, et 2,4 % des déces

attribuables a la maladie, correspondant a 14 328 déces (4).

Dans les zones d’endémie palustre comme celles du Mali, les enfants sont exposes tres tot aux
piqlres d’anophéles infectés par Plasmodium falciparum. Cette exposition répétée entraine
progressivement 1’acquisition d’une immunité clinique partielle appelée prémunition
antipalustre. Celle-ci se développe généralement apres plusieurs années d’exposition, le plus
souvent a partir de I’age de cinq ans. Toutefois, cette immunité n’est pas stérilisante. Elle permet
principalement de limiter la sévérité des manifestations cliniques sans empécher totalement
I’infection ni la survenue d’épisodes parasitémiques, qui peuvent étre symptomatiques ou

asymptomatiques (5).

Malgré cette exposition quasi permanente aux piqires d’anopheles dans les zones de forte
transmission, certains individus continuent de présenter des cas recurrents d’épisodes de
paludisme. La récurrence du paludisme se définit comme la survenue de plusieurs épisodes
palustres chez un méme individu au cours d’une méme année (6). Cette situation constitue un
défi important pour les programmes de lutte contre le paludisme, car elle contribue au maintien

d’une morbidité élevée dans les populations exposées.

La récurrence du paludisme, au-dela des facteurs parasitaires et épidémiologiques, pourrait

également refléter des variations interindividuelles dans la capacité de I’hote a développer une




réponse immunitaire efficace. En effet, ’acquisition de la prémunition antipalustre repose sur
des mécanismes immunologiques complexes impliquant plusieurs acteurs du systéme
immunitaire inné et adaptatif. Toute altération de ces mécanismes pourrait compromettre
I’établissement d’une immunité protectrice et favoriser la survenue d’épisodes palustres
répétés. Dans les pays a ressources limitées, notamment en Afrique subsaharienne, les déficits
immunitaires primitifs ou fonctionnels restent largement sous-diagnostiqués et insuffisamment
documentés. Au Mali, les données sur ces pathologies demeurent trés limitées en raison du
manque d’investigations cliniques et biologiques spécifiques. Dans ce contexte, 1’é¢tude de la
récurrence des épisodes palustres chez 1’enfant pourrait constituer une approche pertinente pour
identifier des profils de susceptibilit¢ immunologique et ouvrir la voie a 1’exploration des

déficits immunitaires dans les populations exposées.

Ainsi, I’analyse des épisodes récurrents de paludisme pourrait représenter une porte d’entrée
épidémiologique et clinique pour 1’étude des variations de la compétence immunitaire chez les
enfants vivant en zone d’endémie palustre. C’est dans cette perspective que la présente étude a
été initi¢e dans le village de Kéniéroba, commune de Bancoumana, afin d’analyser la fréquence

des épisodes récurrents de paludisme chez les enfants.




2. OBJECTIFS
2.1 Objectif général

Etudier la fréquence des épisodes récurrents de paludisme chez les enfants dans le village de

Kéniéroba, commune de Bancoumana de 2008 a 2011
2.2 Objectifs specifiques

v Déterminer la fréquence des phénotypes clinique du paludisme chez les enfants a
kéniéroba,

v Déterminer la fréquence des épisodes récurrents de paludisme chez les enfants a
Kéniéroba ;

v Déterminer les types d’hémoglobines et G6PD des participants ;

v Comparer les cas récurrents en fonction des caractéristiques sociodémographiques et

génétiques des participants.




3. GENERALITES
3.1. Définition du paludisme

Le paludisme est une érythrocytopatie fébrile et hémolysante, due & un hématozoaire du genre

Plasmodium, transmis a I’homme par la piqure infectante du moustique femelle du genre
Anopheles (7).

3.2. Epidémiologie du paludisme

Selon 1’Organisation Mondiale de la Santé (OMS), le nombre de cas de paludisme est estimé a
environ 282 millions avec 610 000 décés en 2024 avec une hausse d’environ 9 millions de cas
de plus que I’année 2023. La région Africaine de I’OMS continue de supporter une part
importante et disproportionnée de la charge du paludisme (8). Plus de 95% de ces cas et déces
sont recensés en Afrique, et particuliérement chez les enfants de moins de 5 ans. Bien qu’un
recul de I’incidence du paludisme a été observé a partir des années 2000, mais un ralentissement

voire une petite augmentation du nombre de cas du paludisme a été constaté depuis 2015 (9).

Prés de la moitié des décés due au paludisme ont été enregistré dans 04 pays : Niger (5,9%),
Nigéria (30,9%), République démocratique du Congo (11,3%) et Républigue-Unie de Tanzanie
(4,3%) en 2024 (10). Les pays récemment certifié exempt de paludisme sont : I’Egypte, la

Géorgie, le Suriname et le Timor-Leste (en octobre 2025) (8).

Le paludisme est répandu dans les régions tropicales et subtropicales, notamment en Afrique
subsaharienne, en Pacifique, et en Asie. P. falciparum, P. vivax, P. ovale curtisi, P. ovale
wallikeri, P. malariae, P. knowlesi, P. cynomolgi sont les sept espéces responsables de la
maladie chez I’homme (11). P. falciparum est le parasite provoquant le plus de déces et c’est
aussi le plus répandu sur le continent africain. P. vivax est I’espéce dominante dans la plupart

des pays en dehors de I’ Afrique subsaharienne (12).

La distribution du paludisme est extrémement variable d’une zone géographique a une autre.
Elle est sous la dépendance de plusieurs facteurs liés au vecteur, a 1’hdte, au parasite et a
I’environnement (13). L’indice de stabilité déterminé par Mac Donald permet de classer

I’enracinement du paludisme en deux zones :

> les zones de paludisme stable ou endémique : la transmission du paludisme est longue et

intense entrainant une prémunition permettant de limiter les manifestations cliniques graves

chez les jeunes enfants &gés ;

B



> |es zones de paludisme instable ou épidémique : la transmission du paludisme est tres courte
et le paludisme sévit sous forme épidémique. Ce caractere épisodique de la transmission ne
permet pas le développement de la prémunition. Tous les individus quel que soit 1’age sont a

risque de developper la maladie (14).

Dans une population donnée, les indices paludométriques qui permettent de déterminer

I’endémicité du paludisme sont :

% I’Indice Splénique (IS) : c’est le pourcentage des enfants agés de 2-9 ans presentant une rate

palpable a I’examen clinique dans une population examinée.

+« I’Indice Plasmodique (IP) : ¢’est le pourcentage des enfants agés de 2-9 ans dont les frottis

sanguins relévent la présence de formes asexués d’hématozoaires du paludisme dans une

population examinée.

% I’Indice Gamétocytaire (IG) : c’est le pourcentage de personnes dans une population

examinée présentant les formes sexuées du Plasmodium.

« le Taux d’Inoculation Entomologique (TIE) : ¢’est le nombre de piqures infectantes que

recoit une personne pendant un intervalle de temps donné. C’est le produit de I’agressivité des

moustiques par I’indice sporozoitique et est directement corrélé a I’intensité de la transmission.

Ces indices permettent de classer les zones en termes d’endémicité du paludisme. IIs ont permis

de définir 4 zones selon le niveau de transmission du paludisme (15) :

* Zone hypo endémique : I’IS est compris entre 0 et 10% ou I’IP <25%. Dans cette zone, 1’état
de prémunition de la population est faible et le risque d’épidémie est €levé selon les conditions
climatiques. Le paludisme est instable et toute la population est exposée au méme risque du

paludisme sévere ou compliqué.

* Zone meéso endémique : I’IS est compris entre 11 et 50% ou I’IP entre 26 et 50%. Dans cette
zone, 1’état de prémunition de la population est faible. Le risque épidémique existe. Des cas

d’acces pernicieux sont observés chez les adultes jeunes.

* Zone hyper endémique : I’IS est compris entre 51 et 75%, I’IP entre 51 et 75%. L’état de
prémunition a atteint son maximum. C’est une zone sans risque €épidémique. Mais il existe un

risque important de paludisme grave et compliqué pour les enfants de moins de 5 ans et les




patients provenant de zones non paludéennes. Le taux de mortalité infantile liée au paludisme

reste élevé. Les acces palustres peuvent évoluer en paludisme grave.

* Zone holoendémique : I’IS et I’IP sont tous supérieurs a 75%. Il s’agit des zones de barrages.
L’état de prémunition est solide. Le risque épidémique est quasiment nul. Cependant, il existe
un risque important de paludisme grave et compliqué pour les patients neufs, la morbidité et la

mortalité infantile liée au paludisme restent notoires.

Au Mali, le risque de transmission du paludisme a été faite sur la base du cadre pour
I’¢limination du paludisme de I’OMS de 2017, les données d’indice ajustée des districts
sanitaires et des aires de santé ont été utilisées. L’intensité de transmission du paludisme a ainsi

été stratifiée comme suit (16) :

> zone de tres faible transmission : I’incidence ajustée aux taux de test diagnostic et de

fréquentation inférieure a 100 cas pour 1000 personnes/année ;

> zone de faible transmission : 1’incidence ajustée aux taux de test diagnostic et de

fréquentation entre 100 et 250 cas pour 1000 personnes/année ;

> zone de transmission modérée : I’incidence ajustée aux taux de test diagnostic et de

fréquentation entre 250 et 450 cas pour 1000 personnes/année ;

> zone de forte transmission ; I’incidence ajustée aux taux de test diagnostic et de fréquentation

supérieure a 450 cas pour 1000 personnes/année.

3.3. Vecteurs du paludisme

Les vecteurs responsables de la transmission en Afrique sont : An. gambiae et An. funestus qui
sont des moustiques Culicidea du genre Anophéles dont il existe plus de 400 espéces. Seule une
cinquantaine est capable de transmettre le paludisme a I’homme (Seule la femelle hematophage
assure la transmission du parasite). La distribution de ces vecteurs dépend fortement des
variations spatiales et temporelles, An. funestus étant abondant pendant la saison froide et séche,
An. gambiae pendant la saison des pluies (17,18). Au cours de son cycle de vie, An. gambiae
exploite trois types d’habitats : un milieu aquatique pour les premiers stades de son
développement, un milieu aérien ou se déroulent la recherche d’hotes et I’accouplement, et

enfin un milieu terrestre ou s‘effectuent la nutrition et la ponte des ceufs (19).




3.4. Agents pathogénes du paludisme

Le Plasmodium appartient au Phylum des Apicomplexa, a la Classe des Aconoidasida, a I’Ordre
des Haemosporida, a la Famille des Plasmodiidae et au Genre Plasmodium (20). 1l existe de
tres nombreuses espéces de Plasmodium touchant diverses espéces animales, mais les plus

retrouvées en pathologie humaine sont (21) :

3.4.1. Plasmodium falciparum

Il est responsable de plus de 99% des cas de paludisme en Afrique et est responsable des formes
cliniques graves potentiellement mortelles (plus largement répandu a travers le monde). P.
falciparum développe plus fréquemment des résistances aux antipaludiques (9). On n’observe
pas de rechutes tardives comme avec les autres espéces (22). Il est responsable de la fiévre
tierce maligne (13). Sa transmission se fait pendant toute 1’année avec des recrudescences

saisonniéres.

3.4.2. Plasmodium vivax

Largement répandu en Amérique du Sud et en Asie, mais beaucoup plus rarement en Afrique
(Afrique de I’est et dans les iles de I’océan Indien), il est la deuxiéme espéce la plus fréquente
apres P. falciparum. Sa période d’incubation est comprise entre 11 a 15 jours. On peut observer
des acces de reviviscence dues au réveil des formes dormantes, les hypnozoites pendant 3 a 4
ans. L’infection par P. vivax est classiquement considérée comme bénigne (22,23). 1l peut
également étre responsable des acces palustres grave malgré sa faible biomasse parasitaire due

a sa particularité a n’infecter que les globules rouges immatures (24).

La négativité du groupe sanguin Duffy chez la majorité des populations d’Afrique

Subsaharienne leur confere une protection contre le paludisme a Plasmodium vivax (25).

Dans les zones d’endémie, il peut entrainer des répercussions sur 1’état de santé des populations
comme I’anémie. Des cas de résistance de P. vivax commence a s’observer a la chloroquine
(22).

3.4.3. Plasmodium ovale

Avec une morphologie tres semblable a P. vivax, il est essentiellement présent en Afrique
intertropicale du centre et de 1’Ouest, et dans certaines regions du Pacifique Occidental. Son
incubation peut aller de 15 jours a 4 ans. Il provoque une fievre tierce comme P. vivax, et ses
manifestations cliniques sont généralement modérées. Les méthodes de la biologie moléculaire
ont démontré que P. ovale se compose de deux sous-especes bien distinctes : P. ovale curtisi et

P. ovale wallikeri (26).




3.4.4. Plasmodium malariae

Cette espece sévit dans les pays tropicaux de maniére beaucoup plus sporadique. Il se
différencie des autres espéces par sa période d’incubation plus longue allant de 15 a 21 jours et
des rechutes trés tardives jusqu’a 20 ans dont les mécanismes physiopathologiques ne sont pas
totalement clairs mais certains évoquent la présence de mérozoites latents dans les voies
lymphatiques. L’infection par P. malariae est bénigne mais il peut parfois entrainer des
complications rénales (27).

3.4.5. Plasmodium knowlesi

Morphologiquement proche de P. malariae, cette espéce sevit en Asie du Sud-est
particulierement en Malaisie, a Bornéo, en zone forestiére car il est étroitement lié a la
répartition des singes macaques, son hote habituel, et de son vecteur piquant I’homme et le
singe. Il se différencie des autres especes par un cycle érythrocytaire de 24 heures responsable
d’une fiévre quotidienne. Il existe de rares formes graves, voire mortelles, avec de forte

parasitémie. A ce jour, aucune chimiorésistance n’a été observée avec cette espece (22).

3.4.6. Plasmodium cynomolgi

P. cynomolgi fait partie des espéces plasmodiales infectant les singes macaques comme P.
knowlesi et est principalement rencontré en Asie du Sud-Est. Il posséde des caractéristiques
biologiques et génétiques proches de P. vivax (28). Récemment, un cas de paludisme causé par

P. cynomolgi a été signalé a I'est de la Malaisie (29).
3.5. Cycle biologique du Plasmodium (30)

Le cycle de vie de Plasmodium est complexe et implique deux hétes : un moustique du genre
Anophéles (vecteur) et un héte vertébré. Il comprend deux grands cycles : le cycle chez ’hote

vertébré (phase asexuée) et le cycle chez le moustique (phase sexuée).

3.5.1 Phase chez I’hdte vertébreé (cycle asexuée)

Dans I’organisme humain, le cycle présente deux phases distinctes de multiplication asexuée :
Le stade pre ou exo-érythrocytaire (phase hépatique) et le stade érythrocytaire.

3.5.1.1 Stade pré érythrocytaire (phase hépatique)

Le cycle débute lorsqu’une femelle Anophele infectée inocule des sporozoites dans le derme

lors d’un repas sanguin.




Les sporozoites pénetrent rapidement dans la circulation sanguine et migrent vers le foie, ou ils

envahissent les hépatocytes.

A Tintérieur de ces cellules, ils se multiplient par schizogonie hépatique pour former des
schizontes hépatiques. Chez certaines espéces, notamment Plasmodium vivax et Plasmodium
ovale, une fraction des parasites demeure quiescente dans le foie sous forme d’hypnozoites,

responsables des rechutes ultérieures.

Aprés maturation, les schizontes hépatiques se rompent et libérent des mérozoites dans la

circulation sanguine.

3.5.1.2 Stade érythrocytaire

Les mérozoites libérés envahissent les globules rouges. A ’intérieur de ces cellules, ils évoluent
successivement a travers plusieurs stades morphologiques : forme annulaire, trophozoite mur

et schizonte sanguin.

A la rupture des schizontes, de nouveaux mérozoites sont relachés et infectent d’autres
hématies, perpétuant ainsi le cycle érythrocytaire. Cette multiplication asexuée, appelé cycle de
développement intra-érythrocytaire, entraine une augmentation du nombre de parasite d’un

facteur de 10 a 30 toutes les 24 a 72h selon I’espece.
C’est cette phase qui est responsable de la symptomatologie clinique du paludisme.

3.5.1.3 Formation des gamétocytes
Une fraction des formes asexuées se différencie en gamétocytes males (micro gamétocytes) et

femelles (macro gamétocytes), qui constituent les formes sexuées du parasite.

Ces gamétocytes circulent dans le sang périphérique et sont ingérés par un moustique femelle

lors d’un nouveau repas sanguin.

3.5.2 Cycle sporogonique chez le moustique Anophele

Dans I’intestin moyen du moustique, la fécondation entre les deux gamétes donne naissance a
un zygote diploide qui s’allonge pour devenir un ookinete mobile. L’ookinéte traverse la paroi

de I’intestin et s’encyste sous la membrane basale, formant un oocyste.

Au sein de ’oocyste, se produit une sporogonie aboutissant a la formation de milliers de

sporozoites qui migrent vers les glandes salivaires du moustique. Lors d’un repas sanguin




ultérieur, ces sporozoites sont inoculés dans la peau d’un nouvel hote, initiant un nouveau cycle

infectieux.
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Figure 1. Cycle biologique du Plasmodium (31).




3.6 Physiopathologie du paludisme

3.6.1 Paludisme non compliqué

Le stade hépatique du paludisme dure environ 7 a 10jours. Cette phase est cliniquement

silencieuse car elle ne provoque aucun symptome.

Au stage sanguin, la lyse des érythrocytes entraine une libération massive de mérozoites. La
phagocytose des mérozoites et des débris erythrocytaires par les macrophages déclenche la
sécrétion de facteur de nécrose tumorale alpha TNF-v. le TNF-v stimule & son tour la production
d’interleukine 10 IL-10 et d’interféron gamma INF-g, entrainant une cascade inflammatoire

responsable de la fievre, caractéristique de 1’accés palustre simple (31).
3.6.2 Paludisme compliqué

La cytoadhérence, correspondant a la fixation des érythrocytes matures infectés par P.
falciparum aux cellules endothéliales de 1’hdte, constitue le mécanisme central dans la
physiopathologie du paludisme grave. Ce phénomene contribue a la séquestration des hématies
parasitées dans la microcirculation, entrainant des altérations hémodynamiques locales et une

hypoxie tissulaire (32).

La virulence particuliere de P. falciparum, comparée a celle des autres espéces du genre
Plasmodium, s’explique en grande partie par 1’expression différentielle de genes codant pour
des protéines impliquées dans la cytoadhérence et 1’évasion de la réponse immunitaire. Parmi
ces protéines, la protéine membranaire érytrocytaire-1 de P. falciparum PFEMP1, est la mieux
caractérisée. PFEMP1 est exprimée a la surface des érythrocytes infectés, ou elle interagit
spécifiquement avec divers récepteurs endothéliaux. Plusieurs molécules hbtes ont été
identifiées comme récepteurs de liaison des érythrocytes infectés, notamment le cluster de
différenciation36 CD36, la molécule d’adhésion intercellulairel ICAMI, la thrombospondine
TSP, le sulfate de chondroitine A CSA et le récepteur de la protéine C EPCR (32).

En outre, les érythrocytes infectés peuvent s’associer a des érythrocytes non infectés pour
former des structures en rosettes, un phénomeéne contribuant a 1’obstruction micro vasculaire et
a ’hypoxie tissulaire. Les antigenes des groupes sanguins A et B, ainsi que des molécules telles
que CD36 et le récepteur 1 de complément CR1, ont été identifiés comme récepteurs

érythrocytaires impliqués dans la formation des rosettes (32).




3.7. Immunité anti palustre

L’immunité contre le paludisme présente une grande complexité et demeure un sujet de
nombreuses interrogations. L’infection palustre induit a la fois une réponse de I’immunité innée
et de I'immunité adaptative. Il s’agit d’un état d’immunité relative appelé prémunition,
correspondant a un équilibre dynamique entre I’hote et le parasite. Cette prémunition s’acquiert
progressivement apres plusieurs années d’exposition continue dans les zones de transmission
stable, généralement au cours d’une période de 5 a 10 ans, mais au prix d une mortalité infantile
¢levée. Cette immunité demeure instable et transitoire car elle tend a s’estomper en 1’absence
de réexposition, notamment dans les 12 a 24 mois suivant le départ d’un sujet immunisé d’une

zone d’endémie et s’altére également chez la femme enceinte (9).
Les cellules de I’immunité impliquées dans le mécanisme du paludisme :
3.7.1. Les monocytes

Les monocytes constituent les cellules clés du Sl innée, jouant un réle fondamental dans la
protection de I’hdte contre I’infection palustre. Une fois activés, ils participent au contrdle de
la parasitémie par divers mécanismes, notamment la phagocytose des hématies infectées, la
sécrétion de médiateurs inflammatoires tels que les cytokines, ainsi que la présentation

d’antigeénes, favorisant ainsi 1’activation des réponses immunitaires adaptatives (33).

Chez les individus infectés par Pf, les MO représentent une source majeure de cytokines,
certaines de ces molécules, telles que I’interleukine-12 IL-12, jouent un réle crucial dans
I’induction de réponse protectrice et 1’élimination du parasite, le facteur de nécrose tumoral
TNF peut contribuer a la pathogénie du paludisme en favorisant les processus inflammatoires
déléteres (33).

Les MO reconnaissent les produits parasitaires de Plasmodium ainsi que les érythrocytes
infectés via I’interaction de récepteurs de reconnaissance de motifs moléculaires PRR (Pattern

Recognition Receptors) (33).
3.7.2. Le systeme du complément

Le systeme du complément constitue une ensemble de protéines plasmatiques jouant un role
essentiel dans I’immunité innée et adaptative.il peut étre activé par trois voies distinctes : la

voie classique, déclenchée par la fixation d’anticorps aux antigénes ; la voie des lectines, initiée

j



par la reconnaissance des résidus mannose présents a la surface des pathogénes ; et la voie

alternative, activé directement par la surface des agents infectieux.

Quelle que soit la voie empruntée, I’activation du complément aboutit a la formation d’une C3
convertase, enzyme clé qui clive la molécule C3 en deux fragments actifs C3a et C3b. Le
fragment C3b participe ensuite a la formation de la C5 convertase, responsable du clivage de
C5 en C5a et C5b. Le fragment C5b s’associe successivement aux composants C6, C7, C8 et a
plusieurs unités de C9 pour constituer le complexe d’attaque membranaire MAC. Ce complexe
se fixe sur la membrane de la cellule cible, induisant la formation de pores et entrainant la lyse

cellulaire.

- Clq favorise la neutralisation des sporozoites et des mérozoites en potentialisant
I’action des anticorps,

- C3bintervient dans la phagocytose opsonique, constituant ainsi un mécanisme effecteur
majeur contre les stades sanguins du parasite,

- Cba, aux propriétés fortement pro-inflammatoires, active les cellules immunitaires,

- La formation de MAC peut induire la lyse des sporozoites, des mérozoites et des

gametes, contribuant a la limitation de la propagation du parasite (34).
3.7.3. Les neutrophiles

Les neutrophiles représentent la population la plus abondante de leucocytes circulants et

constituent un élément central de la réponse immunitaire innée.

Dans le contexte du paludisme, ils participent a la défense de 1’hote en phagocytant les formes
sanguines du parasite aprés opsonisation par des anticorps et, éventuellement par des composant

du complément.

Lorsqu’ils sont exposés a des mérozoites opsonis€és par des anticorps spécifiques, les
neutrophiles activent un mécanisme oxydatif conduisant a la production d’espéces réactives de
I’oxygene ROS. Ces molécules cytotoxiques peuvent inhiber la croissance du parasite a

I’intérieur des érythrocytes infectés.

Par ailleurs, divers signaux inflammatoires associés a 1’infection palustre, notamment les
cytokines telles que le TNF et I’IL-8 sécrétées par les leucocytes, ainsi que 1’acide urique
cristallin libéré lors de la lyse des GR infectés iRBC peuvent stimuler les neutrophiles a libérer

des filets extracellulaires neutrophiliques. Ces structures composées d’ADN et de protéines




antimicrobiennes, contribuent a la capture et a la neutralisation des formes parasitaires, limitant

ainsi la propagation de I’infection (35).

3.7.4. Les cellules tueuses naturelles Naturels Killers NK

Les cellules tueuses naturelles NK constituent des effecteurs clés de I’immunité innée, capables
de reconnaitre et d’éliminer les cellules cibles infectées. Leur activation peut étre médiée par
I’interaction du fragment cristallisable FC des anticorps avec les récepteurs FCyRIII (CD16)

présents a leur surface.

Dans le cas du paludisme, une étude a montré que les cellules NK peuvent étre activées par les
mérozoites de Pf opsonisés par des anticorps spécifiques. Cette interaction déclenche leur
degranulation et la libération de médiateurs cytotoxiques tels que la granzyme B, ainsi que la
sécrétion de cytokines pro-inflammatoire, notamment INF-y. Des concentrations plasmatiques
¢levées d’IFN-y et de granzyme B ont été corrélées a une parasitémie réduite.

L’activité NK dépendante des anticorps présente une réactivité croisée vis-a-vis de différentes

souches de Pf, contribuant ainsi a I’inhibition de I’invasion (36).

Une autre étude a montré le role des NK au cours de la phase hépatique de 1’infection palustre.
Les NK participent activement a la réponse immunitaire précoce. Sous I’effet de la stimulation
par I’IL-2, elles peuvent étre activées et produire de I’IFN-y. cette production d’IFN-y favorise
I’activation des macrophages et des lymphocytes T cytotoxiques, renforcant ainsi la réponse

immunitaire cellulaire dirigée contre les hépatocytes (37).

3.7.5. Immunité humorale anti palustre (38,39)

Les réponses immunitaires humorales sont déclenchées lorsque les lymphocytes B naifs,
localisés dans les organes lymphoides secondaires tels que la rate et les ganglions lymphatiques,

sont activés a la suite de la liaison, de I’internationalisation et du traitement de 1’antigeéne.

La reconnaissance antigénique par le récepteur des cellules B BCR induit une cascade complexe
de signalisation intracellulaires, aboutissant a des modifications transcriptionnelles qui régulent
le trafic cellulaire, la présentation de 1’antigéne et les interactions coopératives avec les

lymphocytes T CD4+ auxiliaires.

Au cours de cette coopération T-B, la stimulation via les molécules Co-stimulatrices (CD40-
CDA40L) et les cytokines sécrétées par les cellules T axillaires oriente les lymphocytes B activés

vers deux trajectoires différentielles :




a) Les plasmocytes a courte durée de vie, spécialisées dans la sécrétion rapides d’anticorps
neutralisants,

b) Les cellules B du centre germinatif, qui subissent des processus de maturation d’affinité
du BCR et de commutation isotypique, donnant ultérieurement naissance a des
plasmocytes a longue durée de vie et a des cellules B mémoires.

Les anticorps induits par une infection naturelle ou par la vaccination exercent plusieurs
fonctions effectrices :

e IIs peuvent neutraliser ou immobiliser les sporozoites au site d’inoculation dermique
lors de la piqure du moustique vecteur,

e Opsoniser les formes sanguines telles que les mérozoites pour faciliter leur phagocytose,

e Etactiver la voie classique du complément, entrainant la lyse des érythrocytes infectés
et la réduction de la parasitémie.

3.7.6. Immunité cellulaire anti palustre

Les lymphocytes T CD8+ jouent un role déterminant dans I’immunité dirigée contre les stades
pré- érythrocytaires de 1’infection palustre. Leur activation est assurée par les lymphocytes T
auxiliaires TH1, qui sécrétent des cytokines pro-inflammatoires favorisant leur différentiation
en cellules cytotoxiques. Ces lymphocytes T CD8+ reconnaissent les antigénes du parasite
plasmodium présentés par les molécules du complexe majeur d’histocompatibilité de classel
CMHL1 a la surface des hépatocytes infectés. Les mecanismes effecteurs impliqués dans la
destruction des parasites intra-hépatiques reposent principalement sur la sécrétion de

médiateurs cytotoxiques, tels que I’INF-y, TNF-alpha et la perforine (40,41).

Parallelement, les lymphocytes T CD4+ exercent un rble central dans la régulation de la réponse
immunitaire en stimulant d’autres cellules effectrices par la sécrétion de lymphokines telles que

I’TL-2 et INF-y, renforgant ainsi la réponse immune cellulaire antipalustre (42)

3.8. Diagnostic du paludisme
3.8.1. Aspects clinique

e Acces palustre simple : (9)
Le paludisme non compliqué se manifeste cliniquement par une fiévre élevée dépassant
géneralement 39°C, souvent associée a des frissons intenses, une sudation profuse, des

céphalées, des myalgies, une asthénie marquée et une anorexie.




Les acces fébriles récurrents, résultant des cycles schizogoniques intra érythrocytaires
successifs, peuvent entrainer une splénomégalie progressive. Cette derniére constitue
un indicateur épidémiologique important du degré d’endémicité palustre au sein d’une
population exposeée.

Accés palustre grave :

Le paludisme grave constitue une urgence médicale majeure en raison de son évolution
potentiellement létale. Il est défini par la mise en évidence, a I’examen microscopique,
d’une parasitémie asexuée a Plasmodium falciparum, associée a au moins un critére de

gravité conformément a la classification de 1’organisation mondiale de la santé (43).




Tableau I. Critéres de gravité du paludisme selon I’OMS (43).

Principaux critéres cliniques et biologiques de gravité du paludisme

Altération de la conscience: score de Glasgow 9-14 ou score de Blantyre 3-4 chez les enfants de

moins de 5ans;

Détresse respiratoire: liée a une acidose métabolique ou a un cedéme pulmonaire;

Convulsion multiples: plus d'une crise en 24h;

Prostration: faiblesse généralisée de sorte que le patient est incapable de s'assoir ou marcher sans

assistance;

Choc hémodynamique: pression artérielle systolique < 70 mm Hg chez les enfants et < 80mmHg
chez l'adulte;

(Edéme pulmonaire aigu : confirmé radiologiquement;

Troubles hémorragiques ou signes de coagulopathie;

Ictere clinique avec bilirubinémie > 3mg/dl associé a une parasitemie élevée;

Anémie sévere: définit par un taux d'hémoglobine Hb < 5g/dl chez I'enfant < 12ans ou < 7g/dl chez
I'adulte;

Hypoglycémie ( glycémie < 2,2mmol/I;

hyperparasitémie, correspondant a une densité parasitaire > 10% des hématies parasités;

Hyperlactatémie ( lactatemie > 5mmol/I;

Insuffisance rénale aigue, caractérisee par une créatinémie > 3mg/dI




3.9. Diagnostic biologique du paludisme

Le diagnostic du paludisme repose sur la détection directe des parasites du genre Plasmodium

ou de leurs antigénes circulants dans le sang de 1’hote (44)

Le diagnostic du paludisme constitue une étape essentielle dans la prise en charge efficace de
la maladie. En effet, un diagnostic erroné de I’infection peut entrainer des conséquences
majeures sur le choix thérapeutique, les stratégies de prévention et, a plus long terme,
compromettre les efforts d’élimination du paludisme tandis qu’un diagnostic précis et rapide
permet d’administrer un traitement antipaludique approprié, limitant ainsi la progression vers

des formes graves.
Les principales méthodes diagnostiques actuellement utilisées incluent :

e La microscopie optique, reposant sur I’examen de la goutte épaisse (pour la détection
de la parasitémie) et du frottis mince (pour I’identification de 1’espéce de Plasmodium) ;

e Les tests de diagnostic rapide TDR, basées sur la détection d’antigénes parasitaires
specifiques, tels que la protéine HRP2 ou la pLDH ;

e La réaction en chaine par polymérase PCR, méthode de référence en biologie
moléculaire, offrant une sensibilité et une spécificité élevée pour la détection et la
différenciation des especes de Plasmodium.

e [’amplification isotherme a médiation par boucle LAMP, c’est une technique
moléculaire sensible permettant la détection du génome parasitaire.

Chague méthode de diagnostic présente des avantages spécifiques ainsi que certaines

limites.

La goutte épaisse demeure la méthode de référence pour la détection du paludisme, en raison

de sa capacité élevée et de sa capacité a quantifier la parasitémie.

Les TDR sont largement utilisés dans les contextes a ressources limitées en raison de leur
simplicité, de leur rapidité d’action et de I’absence de besoin en matériel sophistiqué. Toutefois,
leurs performances peuvent étre compromises par des facteurs environnementaux tels que la
température, 1’humidité, ainsi que par la variabilité antigénique des souches parasitaires

(délétion du géne hrp2 chez P. falciparum).

La PCR offre une sensibilit¢ jusqu’a 100fois supérieure a celle de la microscopie

conventionnelle et permet une identification précise des especes de Plasmodium, cependant,




leur utilisation reste limitée en raison de la complexité technique, du cout élevé ainsi que du

temps d’exécution prolongé (44).

3.10. Prise en charge médicamenteuse du paludisme
3.10.1. Traitement curatif

Le traitement curatif du paludisme vise a éliminer completement les parasites du genre
Plasmodium présents dans 1’organisme d’un patient infecté, afin de guérir I’infection et éviter

les complications graves ou la transmission.

3.10.1.1. Traitement du paludisme non compliqué (45)

Selon les recommandations du Programme National de Lutte contre le Paludisme, tout cas
suspect de paludisme doit faire I’objet d’une confirmation parasitologie obligatoire, soit par un
test de diagnostic rapide TDR, soit par un examen microscopique avant 1’instauration de tout
traitement antipaludique orale.

Les combinaisons thérapeutiques a base d’artémisinine CTA représentent actuellement le
schéma thérapeutique de premiére intention, recommandée par I’OMS et le PNLP, en raison de
leur efficacité élevée et de leur tolérance favorable. Ces associations permettent généralement
une guérison clinique et parasitologique compléte en trois jours de traitement.

Quelques exemples de CTA : Artemether-Lumefantrine, Dihydroartemisinine-Piperaquine. ..

3.10.1.2. Traitement du paludisme compliqué (45)

Le traitement du paludisme grave repose sur 1I’administration parentérale d’antipaludiques a
action rapide. Les médicaments recommandés sont: artésunate injectable (IV ou IM),
I’artéméther injectable (IM) et la quinine injectable. Dées que 1’état clinique du patient le permet
et que la voie orale est a nouveau possible, il est impératif de relayer le traitement parentéral
par une combinaison thérapeutique a base d’artémisinine CTA administrée par voie orale, afin
d’assurer la guérison parasitologique complete et de prévenir les rechutes.

v Artésunate injectable : constitue le médicament de premiére intention pour le traitement

du paludisme grave a P. falciparum
Posologie :

- Chez les patients > 20kg : 2,4 mg/kg de poids corporel administrés a 1’admission (HO),
puis a H12 et H24, et ensuite une fois par jour jusqu’a ce que le patient soit en mesure

de recevoir un traitement oral (sans dépasser 7 jours).




- Chez les enfants < 20 kg: 3mg/kg de poids corporel, selon le méme schéma
posologique.

OH

Figure 2. Structure chimique artésunate (46).

v’ Artéméther injectable : constitue une alternative thérapeutique lorsque 1’artésunate n’est

pas disponible, administré par voie intramusculaire IM uniquement.

Posologie : 3,2mg/kg de poids corporel a I’admission, suivis de 1,6mg/kg en une injection

quotidienne pendant les quatre jours suivants (durée total de traitement 5 jours).

“CHg3
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Figure 3. Structure chimique de 1’artémether (47).




v Quinine injectable :

La quinine représente une option de recours lorsque les dérivés de 1’artémisinine ne sont pas

disponibles. Elle est administrée par perfusion intraveineuse lente ou a défaut, injection

intramusculaire.
Posologie :

- Dose de charge : 20mg/kg de sel de quinine a 1’admission, administrés sur 4h chez
I’adulte comme chez I’enfant.

- Cette dose de charge n’est administrée que si le patient n’a regu de quinine dans les 24h
précédentes, ni de méfloquine dans les 7 jours antérieurs.

- Dose d’entretien : 10mg/kg toutes les 8h, jusqu’a ce que le relais par traitement oral soit

possible.

Figure 4. Structure chimique de la quinine (48).

3.10.2. Mesures préventives du paludisme (16,49)

Au Mali, les principales interventions de prévention du paludisme reposent sur une approche

intégrée de lutte anti vectorielle et de chimio prévention.

v’ La lutte anti vectorielle comprend la distribution massive de moustiquaires imprégnées
d’insecticides a longue durée d’action (MILDA), visant a réduire le contact homme-
vecteur, ainsi que la pulvérisation intra domiciliaire a effet rémanent, destinée a

diminuer la densité vectorielle.
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v’ La chimio prévention saisonniéere du paludisme CPS, recommandée pour les enfants de
moins de 5ans durant la saison de haute transmission (période juillet a octobre), consiste
en 1’administration mensuelle d’une association de sulfadoxine-pyriméthamine SP et
amodiaquine AQ. La posologie recommandée est de 25mg/kg de sulfadoxine et
1,5mg/kg de pyriméthamine administré en une dose unique le premier jour, associées a
10mg/kg/j d’amodiquine pendant trois jours consécutifs.

v' Le traitement préventif intermittent pendant la grossesse TPIlg repose sur
I’administration de SP (500mg de sulfadoxine et 25mg de pyrimethamine) a intervalles
réguliers, a partir de la 13°eme semaine de gestation, dans le but de prévenir les
infections palustres maternelles, la parasitémie placentaire et les complications

obstétricales associées.

3.11. Apercu sur la récurrence du paludisme

La récurrence du paludisme peut étre défini comme la réapparition d’une parasitemie apres un
épisode palustre initialement traité et guéri. L. infection palustre récurrente peut étre considérée
comme une rechute ou une réinfection. On fait la différence entre rechute et réinfection par le
génotypage parasitaire. Il consiste a faire 1’étude des génes des parasites responsables des
infections initiales et secondaires, si les parasites ont les mémes genes, cela pourrait étre due a
une rechute (recrudescence ou cas d’activation des hypnozoites), et si les génes ne sont pas

identiques, ¢’est probablement une réinfection par de nouveaux parasites.

3.11.1. Rechute du paludisme

La rechute du paludisme se définit comme la réapparition d’une parasitémie asexuée apres une
période d’apparent rétablissement clinique et parasitologique consécutive a un traitement
antipaludique efficace. Cette réémergence parasitaire, constatée apres une phase de négativité
confirmée, résulte de multiples facteurs étiologiques. Selon la littérature scientifique, elle peut
étre liée a une mauvaise observance thérapeutique, a 1’utilisation des schémas thérapeutiques
ne ciblant pas les formes tissulaires dormantes du parasite, a la résistance du Plasmodium aux
antipaludiques ou encore a la réactivation d’hypnozoites hépatocytaires, notamment dans les

infections & P. vivax et P. ovale.

La rechute constitue un indicateur épidémiologique majeur de 1’efficacité des interventions
antipaludiques. Son incidence permet d’évaluer la dynamique de résistance parasitaire, de juger
de la performance des protocoles thérapeutique en vigueur et d’orienter les stratégies nationales

de lutte et les politiques pharmaceutiques en matiere de santé publique (50).




3.11.2. Réinfection

La réinfection est due a une nouvelle piqure d’un moustique infecté par le Plasmodium. Elle
concerne toutes les espéces de Plasmodium et survient tres souvent dans les zones de forte

transmission (51).

3.12. Relation entre les variant de I’hémoglobine et le paludisme

3.12.1. Hémoglobine S, hémoglobine C et le paludisme

Le trait drépanocytaire est une maladie génétique due a une mutation ponctuelle au niveau de
la position 6 du gene codant pour la chaine  de I’hémoglobine (géne porté par le chromosome
11). Cette anomalie se caractérise par une substitution de la glutamine par la valine, entrainant
ainsi le remplacement de 1’hémoglobine A par 1’hémoglobine S et des modifications
morphologiques des globules rouges. Pour I’hémoglobine C, cette substitution de la glutamine
se fait par la lysine a la méme position. Lorsque les 02 alléles sont mutés (HbSS ou HBCC), les
variants HbS ou HbC provoque 1’anémie falciforme. Dans le cas de la drépanocytose HbAS,

un alléle variant HbS est hérité d’un parent et un alléle normal HbA de 1’autre parent (52,53).

Beet a été le premier a observer en Rhodésie du nord le lien entre le paludisme et la
drépanocytose, car ses observations montraient que les parasites du paludisme étaient moins
fréquents dans le sang des sujets ayant le trait drépanocytaire (54). De nombreuses études ont
montré que le trait drépanocytaire confere une protection contre la forme compliquée du
paludisme (52,54,55). Le lien entre le paludisme et la drépanocytose a été décrit pour la
premiere fois au Mali chez les Dogons, une population caractérisée par une forte prévalence
d’HbC. En effet, il a été démontré que dans cette population que les sujets porteurs d’HbC
présentaient 29% de moins de risque de faire un neuropaludisme que les sujets normaux HbAA
(56).

3.12.2. Les mécanismes proposeés pour expliquer la protection conféree par les
hémoglobinopathies

Le mécanisme exact par lequel les variants hémoglobiniques S et C conferent une protection
contre les formes cliniques du paludisme a P. falciparum demeure imparfaitement élucidé.
Parmi les hypotheéses mécanistiques les plus étayées figure I’altération de 1’expression et ou de
la distribution de la protéine parasitaire de P. falciparum érythrocytaire membrane protéine 1

(PFEMP1), une famille de ligands variant antigénique, exprimés a la surface des erythrocytes




infectés et impliqués dans les interactions d’adhérence avec les récepteurs endothéliaux de
I’hote.

Les érythrocytes parasités issus d’individus porteurs des hémoglobines S et C présentent des
modifications structurales et fonctionnelles de leur membrane et une diminution de I’exposition
fonctionnelle de PFEMP1. Ces altérations se traduisent par une réduction significative de
I’adhérence aux récepteurs endothéliaux tels que CD36 et ICAM-1. En conséquence, la
cytoadhérence et la séquestration microvasculaire des hématies infectées sont atténueés, ce qui
pourrait limiter a la fois 1’obstruction vasculaires et les mécanismes d’échappement

immunitaire du parasite (57).

3.13. Le déficit en G6PD et paludisme

La glucose-6- Phosphate Déshydrogénase constitue une enzyme clé du métabolisme cellulaire,
jouant un réle central dans le maintien de I’homéostasie redox, en particulier au sein des
érythrocytes. Elle catalyse la premiére étape de la voie des pentoses phosphates, conduisant a
la production de nicotinamide adénine nucléotide phosphate réduit, cofacteur indispensable a
la régenération du glutathion réduit. Ce dernier assure la détoxification des espéces réactives de
I’oxygéne, conférant ainsi aux globules rouges une protection essentielle contre le stress
oxydatif (58).

Le déficit en G6PD est une affection enzymatique héréditaires a transmission liée au
chromosome X, résultant de mutations du géne G6PD localisé en Xg28. Ce mode de
transmission implique une expression phénotypique compléte chez les individus de sexe
masculin hémizygote et chez les femmes homozygotes mutées. En revanche les femmes
hétérozygotes présentent deux groupes de globules rouges, I’un avec une activité G6PD normal

et I’autre avec un déficit (58).

Les mutations du genes G6PD entrainent la synthese de variant enzymatiques dont les
propriétés cinétiques et la stabilité structurale sont altérées a des degrés variable, se traduisant
par une réduction de I’activité enzymatique. Ainsi, le variant enzymatique de référence de la
G6PD est désigné sous ’appellation G6PD (B+), caractérisé¢ par une activité enzymatique
considérée comme normale (~100%) et une fréquence estimée entre 60 et 80% dans la
population générale. Le variant G6PD (A+) se distingue de (B+) par une substitution
nucléotidique ponctuelle en position 376 du géne, correspondant a une transition de 1’adénine
en guanine. Cette mutation entraine une modification structurale mineure de 1’enzyme sans

altération significative de son activité fonctionnelle, et n’est pas associée a un effet protecteur




vis-a-vis du paludisme. En revanche le variant G6PD (A-), fréeguemment observé dans les
populations d’Afrique subsaharienne, résulte de la substitution de la guanine par 1’adénine en
position 202 de (A+), conduisant & une instabilité accrue de I’enzyme. Cette forme est associée
a une diminution marquée de 1’activité enzymatique (12%). Sur le plan épidémiologique, ce
variant a été corrélé a une réduction du risque de formes graves de paludisme, en particulier

chez les individus hémizygotes et les femmes hétérozygotes (53).




4. METHODOLOGIE
4.1. Cadre et lieu d’étude

Cette étude s’inscrit dans le cadre de la thése d’exercice en pharmacie sur les données d’un
projet de recherche sur le paludisme au Mali entre I’Université des Sciences, des Techniques et
des technologies de Bamako (USTTB) et les instituts nationaux de la santé des Etats-Unis
d’ Amérique (NIAID/NIH).

Les données ont été collectées a Kénieroba (Kenieroba, Bozokin et Fourda), un village situé a
55km a I’Ouest de Bamako dans la commune rurale de Bancoumana (cercle de Kati) sur la

route nationale 15 RN15.

4.1.1. Description du village de Kénieroba (59)

Le village de Kénieroba est situé le long du fleuve Niger (ou fleuve Djoliba) qui constitue le
principal réseau hydrographique. La couverture végétale originale rencontrée sous un climat
soudano-guinéen marque la transition entre la savane arborée et la foret guinéenne. Ce type de

végétation existe encore a 1’état actuel au niveau des bois sacrés et le long du fleuve Niger.

La savane arborée constitue la principale formation végétale avec quelques galeries forestiéres.

On distingue :

e Une strate arborée avec les espéces telles que Bombax costatum (Kapotier), Vitellaria
paradoxa C.F. Gaertn. (Karité), Parkia biglobosa Jacq. (Néré), Tamarindus indica L.

( Tamarinier), Manguifera indica L. ( Manguier) ;

e Une strate arbustive composée de Combretum micranthum G.Don ( kinkeliba), Guieras
senegalensis J F.Gmel ( kundiéen bambara), Cassia sieberiana DC (case de sieber,
Sindja)

e Une strate herbacée ou savane de graminées dont Cymbopogon giganteus, Chiov.
(Tiekala), Pennisetum pedicellatum Trin et Andropogon sp (Ouaga) ;

e Une galerie forestiére caractéristique de la savane guinéenne se forme le long du fleuve

Niger.

Le village se situe dans une zone climatique soudano-guinéenne ou deux grandes saisons se
succedent : la saison des pluies de juin a octobre et la saison seche de novembre a mai. Une
courte saison de transition s’étalant de novembre a janvier que les communautés rurales

désignent sous I’appellation vernaculaire de fobonda qui se caractérise par un adoucissement




voire un rafraichissement des températures par ’arrivée des vents de 1’harmattan des cotes

atlantiques.

L’habitat de type traditionnel est constitué de cases rondes et rectangulaires en terre battue et
aux toitures en chaumes coniques, mais quelques maisons ont des toitures en téle. Ces différents
types de maisons, propices au repos des moustiques, favorisent le contact frequent entre les

moustiques et les hommes responsables de 1’agressivité anophélienne élevée.

L’environnement physique des villages est propice a la prolifération des moustiques maintenant
ainsi la transmission du paludisme. Le village est situé dans une grande plaine qui s’étend
jusqu’au fleuve Niger. La plaine présente de nombreuses retenues d’eau pendant la saison des
pluies. C’est une plaine de riziculture. Les retenues d’eau avec des crevasses naturelles du sol
peuvent étre des gites larvaires potentiels. Pendant la saison des pluies, il existe des cultures
intra-domiciliaires et une prolifération d’herbes sauvages dans le village, contribuant ainsi a

augmenter la densité et I’agressivité des moustiques.

La température la plus élevée se situe & ~40°C au mois de mai et la plus basse est voisine de
18°C aux mois de décembre — janvier. La température moyenne annuelle est autour de

23°C.D’une maniere générale, le climat y est assez agréable et la végétation est luxuriante.

La faune entomologique est constituée d’invertébrés et d’arthropodes. Anophéles gambiae et
An. Funestus abondent dans le village ou ils assurent la transmission du paludisme et de la
filariose de Bancrofti surtout en saison des pluies. Anopheles gambiae est le vecteur majeur du

paludisme renconté dans la zone.
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Figure 5. Carte du Mali avec la situation de Bancoumana
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Figure 6. Plan de masse des trois villages d’étude dans la commune rurale de Bancoumana.




4.2. Type et période d’étude

Nous avons effectué une analyse secondaire des données collectées au cours d’une étude de

cohorte menée chez les enfants de mai 2008 a janvier 2011.

4.3. Population d’étude

La population d’étude était constituée par tous les enfants de la grande cohorte dont le suivi a
commencé en 2008. Une sélection des enfants de 3 a 17 ans a été faite pour constituer notre
échantillon (n=841).

4.4. Criteéres d’inclusion

e Avoir des données complétes dans la base ;

e Avoir un age compris entre 3 et 17 ans.

4.5. Critéres de non inclusion

e Données aberrantes ou incohérentes ;

e Avoir moins de 3 ans.

4.6. Variables mesurées

Les variables mesurées étaient :

e Sociodémographiques : I’age, le sexe, la résidence,
e Biologiques : la parasitémie (positive ou négative),
e Génetique : le profil du G6PD, le type d’hémoglobine,

e Clinique : nombre d’épisode palustre, le phénotype clinique du paludisme.

4.7. Techniques de laboratoires
Au cours de I’étude mére, les techniques de laboratoires suivantes ont été pratiquées :
4.7.1. Goutte épaisse

La GE a été utilisée pour faire le diagnostic biologique du paludisme (recherche de

I’hématozoaire du paludisme).




4.7.2. Détection du déficit en G6PD érythrocytaire par la technique de Polymérase Chain
Réaction (PCR nichée : Méthode de digestion)

La détection du déficit en G6PD a été faite par le génotypage avec la technique d’analyse du
polymorphisme de restriction basé sur la longueur des fragments sur les produits d’ADN
simplifiés par la PCR. Cette technique a permis d’identifier les enfants sans délétion (A+), ceux

ayant la forme hétérozygote et la forme hémizygote.

4.7.3. Détermination du type d’hémoglobine

L’appareil D-10 de Bio-Rad dont le principe est basé sur la chromatographie liquide haute

performance a été utilise pour déterminer le type d’Hb

4.8. Gestion des données

Les données ont été extraites de la base de données de la cohorte d’étude originale puis
exportées sur Microsoft Excel 2013 et analysées avec le logiciel SPSS version 25.0. Les
résultats ont été présentés sous forme de tableaux et de figures. Le test de Khi2 de Pearson a
été utilisé pour comparer les variables catégorielles. Le seuil de significativité statistique a été
fixé a 5%.

4.9. Définitions opérationnelles

e Cas récurrent : tout enfant ayant fait plus de 06 épisodes palustres au cours de la période
d’étude.

4.10. Considération éthique

Cette étude découle de la grande cohorte dont le protocole a été approuvée par le comité
d’éthique de I’université de Bamako (N° 0840/FMPOS). Un consentement libre et éclairé a été
obtenu aupres des parents ou tuteurs de chaque participant avant 1’inclusion a 1’étude. Sur le
terrain, les autorités administratives et coutumieres ont été informée de tous les aspects de

I’étude avant le début.

4.11. Déroulement de I’étude

La présente étude a consisté en une analyse secondaire des données issues d’une étude de

cohorte menée chez les enfants de 0 & 17ans a kenieroba.




L’¢étude de cohorte initiale avait débuté en 2008, avec un suivi des participants et la présente

analyse secondaire a été réalisé en janvier 2026.

Notre population d’étude était constituée de tous les enfants ayant au moins 3 ans inclus dans
la cohorte initiale et les données utilisées provenaient exclusivement de la base de données

existante de la cohorte.

Les enfants de moins de 6 mois pourrait avoir un taux d’hb feetal élevé influengant sur le type

d’hémoglobine.

Les enfants de moins de 3 ans ont été exclu car les anticorps maternels pourraient conférer une

protection lors de la survenue de paludisme.

Les parametres analysés dans le cadre de cette étude comprenaient : I’4ge, le sexe, la résidence,
la parasitemie, le profil enzymatique G6PD, le type d’hémoglobine, la fréquence des épisodes

palustres et le phénotype clinique du paludisme.




5. RESULTATS

5.1. Résultats globaux

Au total, 841 enfants ont été inclus dans notre étude. Le sexe était équitablement réparti dans
notre population d’étude. La tranche d’age de 6 a 10 ans était la plus représente avec 40%.
L’usage de la MII a été rapporté chez 73,4% des participants la nuit précédente et le paludisme
a eété manifesté par 87,9%. La récurrence a été observé chez 16,3% de nos participants et cette

récurrence plus élevée dans la tranche d’age de 3 a 5 ans.

5.2. Résultats descriptifs

m Masculin = Feminin

Figure 7. Répartition des participants selon le sexe

Dans notre étude, la répartition de sexe était pratiquement égale (50% chacune).




Tableau Il. Répartition des participants en fonction des tranches d’age

Age (année) Effectifs Pourcentage
3-5 265 31,5
6-10 336 40

11-17 240 28,5

Total 841 100

Les sujets d’age compris entre 6 a 10ans étaient le plus représenté avec 40% des participants a

I’étude.

Tableau I11. Répartition des participants en fonction du quartier de résidence

Résidence Effectifs Pourcentage
Bozokin 89 10,6
Fourda 92 10,9
Kenieroba 660 78,5

Total 841 100

Plus de 2/3 de nos participants résidait dans le quartier de Kenieroba soit 78%.
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Figure 8. Usage de la moustiquaire imprégnée d’insecticide la nuit précedente.

73,4% des participants ont déclaré avoir dormi sous MII la nuit précédente au cours de la

consultation.

Tableau IV. Répartition des participants en fonction du type d’hémoglobine.

Type d'hémoglobine Effectifs Pourcentage
AA 667 79,3
AC 55 6,5
AS 115 13,7
SC 4 0,5
Total 841 100

Le trait drépanocytaire a été observé chez 13,7% de nos participants.




Tableau V. Répartition des participants selon le statut en GGPD

Statut G6PD Effectifs Pourcentage
Hemizygote 43 51
Hétérozygote 78 9,3
Homozygote 6 0,7
Normale 714 84,9

Total 841 100

Le déficit en G6PD a retrouvé chez 14,4% des enfants dont 9,3% pour la forme hétérozygote

et 5,1% pour la forme hemizygote.

Tableau VI. Répartition des participant selon la survenue de cas de paludisme et la forme

clinique au cours de la période de 1’étude

Paludisme Effectifs Pourcentage
Non 102 12,1
Oui 739 87,9

Forme clinique

Simple 716 85,1

Grave 23 2,7

Au cours des 3 années de 1’étude, 87,9% des participants ont présenté le paludisme. Parmi eux,

23 ont manifesté des cas graves de paludisme soit 2,7%.
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Tableau VI1. Répartition des participants selon la récurrence du paludisme

Récurrence Effectifs Pourcentage
Non 704 83,7
Oui 137 16,3
Total 841 100

Au cours des 3 années d’étude, le paludisme a été observé de facon récurrente chez 16,3% de

nos participants.

5.3. Résultats analytiques
Tableau VI1I1. Répartition des participants selon le sexe et la récurrence des cas de paludisme

‘Sexe  Récurremce = Total  p
Non Oui
n
(%)
Féminin 346 (91) 76 (9,0) 422 (100)

Les cas récurrents étaient de 14,5% chez les participants de sexe masculin contre 9% chez les

participants de sexe féminin cette différence n’était pas statistiquement significative (p=0,1)



Tableau IX. Répartition des participants selon la classe d’age et la récurrence des cas de

paludisme
Classe d’age Récurrence Total p
Non oui
n (%o)
3-5 ans 179 (67,5) 86 (32,5) 265 (100)
6-10 ans 292 (86,9) 44 (13,1) 336 (100) 0,01
11-17 ans 233 (97,1) 72,9 240 (100)

Une variation statistiquement significative avait eté observe entre la récurrence et les tranche
d’age, 32,5% des cas récurrents chez les participants agés de 3 a 5 ans, 13,1% et 2,9%

respectivement chez les 6 a 10 ans et les 11 a 17ans

Tableau X. Répartition des cas récurrents de paludisme selon la résidence

Résidence Récurrence Total p
Non Oui
n (%)
Bozokin  73(820)  16(180)  89(1000) 09
Fourda 77 (83,7) 15 (16,3) 92 (100,0)
Kenieroba 554 (83,9) 106 (16,1) 660 (100,0)

Les proportions de cas récurrents étaient comparables entre les différentes localités avec
respectivement 18%, 16,3% et 16,1% pour Bozokin, Fourda et Kenieroba.



Tableau XI. Répartition du type d’hémoglobine en fonction de la récurrence

Type Récurrence Total p
d'hémoglobine
Non Oui
n (%)
Normal 551 (82,6) 116 (17,4) 667 (100) 0,09
Anormal 153 (87,9) 21 (12,1) 174 (100)

La proportion de récurrence était de 12,1% chez les enfants porteurs d’hémoglobine anormales
et de 17,4% a ceux ayant une hémoglobine normale. Cette différence n’était pas statistiquement
significative.

Tableau XI1. Répartition du profil G6PD en fonction de la récurrence

~ TypeG6PD ~ Récurrence = Total = p
Non Oui
—
Anormal 99 (78) 28 (22) 127 (100)

Une proportion comparable de récurrence a été observée chez les enfants présentant un déficit
en G6PD (22%) comparativement a ceux ayant un profil normal (15,3%).



Tableau XI11. Répartition de ’'usage de la MII selon la récurrence

usage MllI Récurrence Total p
Non Oui
n (%)
Non 199 (88,8) 25(11,2) 224 (100) 0,01
Oui 505 (81,8) 112 (18,2) 617 (100)

Une association statistiquement significative a été observée entre 1’utilisation de moustiquaires
et la récurrence de paludisme p= 0,01, avec une proportion plus élevée de cas récurrents chez

les enfants utilisant une moustiquaire soit 18,2% comparativement a ceux n’en utilisant pas

11,2%.



6. COMMENTAIRES ET DISCUSSION

Nous avons mené une analyse secondaire sur des données collectées dans le cadre d’un projet
de recherche sur les indicateurs du paludisme, mené en collaboration entre USTTB et
NIAID/NIH.

Le site de 1’étude était le village de Kénieroba, localité reconnue comme une zone de forte
endemie palustre. Le choix de ce site se justifie non seulement par la transmission intense et
persistante du paludisme, mais également par la riche expérience de la communauté de
Kénieroba dans la participation a des études de recherche biomédicale. Cette étude avait pour
but d’évaluer la fréquence des cas récurrents de paludisme chez les enfants, afin de mieux

comprendre 1’ampleur du phénoméne de récurrence.
» Resultats descriptifs

La proportion de sexe était pratiquement égale entre masculin et féminin (50% chacune) (figure
3). La prédominance masculine a été observée chez Naman Keita (60) qui avait trouvé 56,7%
pour le sexe masculin avec un sex-ratio de 1,3. Le méme constat a été fait dans 1’étude de Kadia
Dembélé sur la prise en charge du paludisme chez les enfants de 0 & 14ans mené & Bamako qui
avait trouve 52,4% (61). Dans ces études le sexe n’a eu aucune influence sur la survenue du

paludisme.

La tranche d’age de 6 a 10 ans était la plus représentée avec 40% (Tableau I1). Ce résultat différe
de celui de Kadia Dembélé (61) qui avait trouve 48,3% chez les moins de 4ans. Cette remarque
pourrait s’expliquer par le fait que notre population d’étude n’incluait pas les enfants de moins
de 3ans en raison de leur protection par ’anticorps maternels, tandis que cette population était

la cible clé de leur étude.

La plupart des patients résidait a Kenieroba soit un pourcentage de 78% (Tableau Ill). Ce
résultat est similaire a celui de Drissa Konaté a Bancoumana qui avait trouvé 78,5%. Cette
similitude pourrait s’expliquer par le fait que 1’équipe de recherche était basée a Kenieroba, et

par conséquent I’accés Y était facile.

Le moyen de prévention utilisé était I’utilisation de la moustiquaire imprégnée d’insecticide, il
était de savoir si les participants ont dormi sous la MMI la nuit précédente, I’utilisation de la
MII était rapportée chez 73,4% des participants, (Figure 4). Ce résultat est similaire a celui de
Mariam Traoré au Mali en 2022 (45) qui avait trouvé 74,8%, cela pourrait traduire une bonne

couverture des stratégies nationales de lutte contre le paludisme, mais la persistance d’un taux
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élevé de paludisme et de récidive malgré cette couverture suggére : soit une utilisation
irréguliére ou incorrecte des moustiquaires, soit une exposition résiduelle aux piqures (en
dehors des heures de couchages). Par ailleurs Bakary Sylla avait trouvé dans son étude que

seulement 43,9% des enfants dormaient sous la MlI. (62)

Malgré cette méthode de prévention largement utilisée par la population, le paludisme a été
manifesté par 87,9%. Ce résultat est supérieur a celui de Aissata Oureiba a Kalifabougou (63)
qui avait trouvé 54,6%. Carlucci et col ont rapporté aussi 67% de cas de TDR positif, confirmant
ainsi le paludisme dans leur étude au Mozambique (64). Ces résultats pourraient s’expliquer
par le fait que notre étude s’est déroulé dans une zone de forte endémie palustre et la précision

de notre technique de détection de parasite qui était la goutte épaisse.

Dans notre étude 2,7% des participants ont manifesté la forme clinique grave (Tableau VI). Ce
résultat est inférieur a celui de Lendongo Wombo et col (43) au Gabon qui avait trouvé 18,8%
de cas grave de paludisme. Chiabi et col (65) au Cameron avait aussi rapporté 26,10% quant a
la prévalence du paludisme grave. Notre résultat nettement inférieur a ces données pourrait
s’expliquer par le fait de la nature de notre étude originale, une étude de cohorte ou les enfants
¢taient suivi car la prise en charge rapide et efficace du paludisme empéche 1’évolution vers la
forme clinique grave et aussi la proportion élevée de nos participants se situait entre 6 a 10ans,
dans une zone d’endémie les enfants de cette tranche d’age pourraient déja acquérir la

prémunition qui les protége de la forme grave du paludisme.

Le trait drépanocytaire a été observé chez 20,2% des participants (Tableau 1V), ce résultat est
difféerent a celui de Dramane Sogodogo a Kenieroba (54) qui avait observé le trait
drépanocytaire chez 31,3% des participants de son étude. Cette remarque pourrait s’expliquer
par des différences méthodologiques en termes de populations étudiées, de critéres d’inclusion

et de la sensibilité des techniques diagnostiques utilisées.

Le déficit en G6PD a eté observé chez 14,4 de nos participants (Tableau V). Notre résultat est
nettement supérieur a celui de Marasini et col qui avaient trouve 3,5% (66). Cette difference
pourrait s’expliquer par la variation de la prévalence des polymorphisme d’une zone a une autre,
mais aussi par la sensibilité et la spécificité des tests de diagnostiques. Une étude menée en
Tanzanie par Manjurano et col (67) a rapporté un résultat similaire au notre avec 16,4% de
déficit en G6PD.
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» Reésultats analytiques

La répartition selon la récurrence montre une proportion de 14,5% de cas récurrents chez les
garcons comparativement au filles 9% cette différence n’était pas statistiquement significative
(p=0,1) (Tableau VIII), ce résultat est different a celui de Lawpoolsri et collaborateurs en
Thailande (68) qui avait identifié le sexe comme un facteur associé aux infections palustre
multiples avec 1,1% en faveur du sexe masculin contre 0,6 de sexe féminin. Cette remarque
pourrait s’expliquer par le fait que la majorité des participants de notre étude était des enfants
(de 3 a 17 ans). Car dans une population équitablement repartit (enfant et adulte), d’une zone
d’endémie, la profession exercée par le sexe masculin ou féminin peut faire pencher la tendance

de la récurrence vers un genre détermingé, en augmentant ou en diminuant le risque d’exposition.

Nous avons observé une variation statistiquement significative entre la récurrence et les
tranches d’age, les enfants agés de 3 a 5ans présentaient la proportion la plus élevée 32,5% et
ceux de 11 a 17 ans avait la proportion la plus faible 2,9% (p=0,01) (Tableau IX), ce résultat
est différent a celui de Amugongo et collaborateurs au Kenya (69) qui avaient trouvé que I’age
n’était pas significativement associé a la récurrence du paludisme ( p= 0,28) avec 55% des cas
récurrent chez les enfants de 2 a 5ans et 28% chez les enfants supérieur ou égale a 5ans, cette
différence pourrait s’expliquer par des variations dans l’intensité de la transmission du
paludisme, la structure d’ages des populations étudiées et par des divergences méthodologiques
notamment la définition des cas récurrents. Une étude menée au Brésil par Daher et col sur la

récurrence a rapporté que le sexe masculin augmentait le risque de récidive de P. Vivax (70).

Notre étude a révélé une proportion plus élevée de cas récurrents chez les enfants dormant sous
une moustiquaire soit 18,2% comparativement a ceux n’en utilisant pas 11,2% (tableau XIV).
Cette valeur était significativement représentative p=0,01. Une étude menée sur la récurrence
au Mali par Fadjiné Diarra (6) a apporté que I’absence d’utilisation du MII était associée a un
nombre d’épisodes de paludisme élevé au cours d’une méme année, la probabilité de faire un
seul et unique épisode au cours d’une année était plus élevé chez les utilisateurs de MII.
Parallélement la probabilité de faire 2 épisodes, 3 épisodes et plus était moins élevé chez les
utilisateurs comparés aux non-utilisateurs de MII. Cela réfute notre hypothese. Cette situation
pourrait s’expliquer par le fait que les enfants passent plus de temps au dehors avant I’heure de
couchage, mais aussi la nature de la question posée qui était de savoir si les participants

dormaient sous la MII la nuit précédente.
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Les cas récurrents présentant un trait drépanocytaire étaient de 17, 4% contre 12, % (Tableau
X1)

Cette tendance pourrait refléter I’effet protecteur partiel de certaines hémoglobinopathies,
notamment le trait drépanocytaire tel que décrit dans la littérature. La protection conférée par
ces anomalies concerne davantage la sévérité du paludisme que sa fréquence, d’ou I’absence de

significativité p=0,09

Cette distribution est conforme aux données de plusieurs études ou les traits drépanocytaires

conféreraient une protection partielle contre les formes séveéres et répétées du paludisme.

Dans notre étude, les cas récurrents déficitaires en G6PD étaient de 22% contre 15,3% (Tableau
XII). On n’a pas remarque de significativité entre le déficit en G6PD et la récurrence du
paludisme p=0,06. Par ailleurs le deficit en G6PD est connu pour conférer une protection
partielle contre les formes graves du paludisme, ce qui pourrait contribuer a la proportion

relativement faible des formes graves du paludisme.

De fagon générale, la récurrence concernait 16,3% des enfants contre 83,7% de non récurrents.
Bien que minoritaire, cette proportion reste cliniqguement et épidémiologiquement significative

dans une zone d’endémie.

Elle était plus marquée chez les enfants de moins de 5 ans, ce qui confirme le réle combiné de

I’age et de I’immunité dans la dynamique du paludisme récurent.
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7. LIMITES DE L’ETUDE

Nous avons mené une analyse secondaire des données d’une étude de cohorte dans une seule
zone d’endémie, cela limite la généralisation des résultats. L’absence de génotypage n’a pas
permis de distinguer avec certitude les réinfections des recrudescences. La non prise en compte
de certains facteurs environnementaux, sociodémographiques et immunologiques constituent

¢galement des limites a I’interprétation des résultats.
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8. CONCLUSION ET RECOMMANDATIONS

8.1 Conclusion
Au terme de notre étude, il ressort que la récurrence des cas de paludisme chez les enfants a

Kénieroba demeure fréquente, confirmant la persistance d’une transmission intense dans cette
zone d’endémie. La proportion non négligeable d’épisodes palustre récurrents observée chez
les enfants souligne la vulnérabilité particuliére de cette population, malgré les stratégies de

prévention et de prise en charge.

8.2 Recommandations
Au terme de notre étude et au regard de nos resultats, nous pouvons formuler les

recommandations suivantes :
Aux autorités sanitaires et politiques
e Renforcer 1’étude sur 1’utilisation des MII ;

Aux chercheurs

e Mettre en place des cohortes avec un suivi prolongé afin de mieux comprendre les
facteurs associés a la récurrence ;

e Intégrer le génotypage parasitaire.

A la population

e Adhérer aux mesures de lutte et de prévention recommandée par le programme national

de lutte contre le paludisme.
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10. ANNEXES

10.1 Annexe 1 : Procédure de la goutte épaisse
» Principe : ¢’est une technique de concentration permettant un repérage rapide des

parasites dans le sang et I’identification des différentes espéces (frottis sanguin).

» Matériels

Deux (2) lames porte-objet propres et bien degraissées ;

Vaccinostyle stérile, alcool 70°, colorant de giemsa pur, coton hydrophile sec, eau
tamponnée (PH=7,2), boite & lames, chiffon de coton propre, crayon noir a mine
grasse ou marqueur indélébile, stylo a bille, bacs de coloration, éprouvette graduées,
ratelier, chronomeétre, huile d’immersion, registre ou formulaire de notification, un

compteur manuel et gant.

» Lieu du prélevement

Face latérale a I’extrémité d’un doigt (en général gauche, 3¢ doigt aprés le pouce), sur le lobe

de Ioreille aprés avoir réchauffé avec les doigts, au niveau du talon ou gros orteil chez le

nourrisson.

» Technique de la goutte épaisse

Apres avoir noté les renseignements relatifs sur le formulaire ou le registre approprié, ainsi

que I’identité du patient sur la lame, réaliser la goutte comme suite :

En tenant la main gauche du malade la paume tournée vers le haut, choisir le troisieme
doigt aprés le pouce (le gros orteil peut étre utilisé chez les nourrissons. Le pouce ne
doit jamais étre utilisé chez les adultes ou les enfants) ;

Avec un tampon de coton légerement imbibé d’alcool, nettoyer le doigt en appuyant
fermement pour enlever la saleté et la graisse du bout du doigt ;

Avec le chiffon de coton propre, essuyer le doigt en appuyant fermement pour
stimuler la circulation du sang ;

Avec un vaccinostyle stérile, piquer le bout du doigt d’un seul geste ;

Essuyer la premiére goutte de sang avec du coton sec. S’assurer qu’il ne reste pas de
fibres de coton sur le doigt, qui pourraient se mélanger au sang ;

Appuyer doucement sur le doigt et recueillir une petite goutte de sang au milieu de la
lame ;

Essuyer le sang restant sur le bout du doigt avec un tampon de coton ;




- Tenir la lame supérieure par les bords ;

- Placer le coin de I’autre lame au centre de la goutte de sang ;

- Etendre légérement la surface de la goutte par des mouvements spiralés appuyés de la
lame ;

- Assurer cette defibrination mécanique pendant quelques secondes et étendre la goutte
sur environ 1 cm de diamétre ;

- Laisser la préparation a plat, a 1’abri de la poussiére, de la chaleur et des mouches
pendant deux heures en zone sahélienne. Respecter ce long temps de séchage sinon il

y a risque de décollement de la préparation lors de la coloration.
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Figure 9. Technique de la goutte épaisse.

» Technique de coloration de Giemsa

C’est une méthode de coloration classique employée en routine pour la coloration des

étalements sanguins et pour le diagnostic du paludisme.

Toujours maintenir la bouteille bien fermée dans un endroit frais, a 1’abri de la lumiére solaire
directe. Les bouteilles en verre blanc peuvent étre recouvertes d’une enveloppe de papier noir

épais pour les protéger de la lumiére.

- Fixer le frottis mince en le tapotant doucement avec un tampon de coton imbibé de
méthanol, ou en le trempant dans un récipient de méthanol pendant quelques secondes.

- Préparer la solution de Giemsa a 3ou 5 dans I’eau tamponnée (PH 7,2) et bien mélanger
le colorant ;

- Verser doucement le colorant dans la bague jusqu’a ce que la lame soit entiérement

recouverte ;




- Laisser colorer pendant 30 a 45 mn pour 30 (15mn pour 10), a I’abri de la lumiere solaire
et de la poussiére ;

- Les lames sont ensuite rincées et séchées sur un ratelier.

» Aspects

La lecture se fait au microscope a I’objectif 100 a I’huile d’immersion

- Le fond doit étre propre, exempt de débris, coloré en bleu ;

- Les noyaux des leucocytes sont en violet fonce ;

- Les parasites du paludisme sont bien définis, avec une chromatine rouge foncée et un
cytoplasme bleu pale. Dans les infections a P. vivax et P. ovale, on peut voir un semis
de granulations de Schuffner dans le fantome de I’érythrocyte hote, en particulier sur
les bords du frottis.

» Meéthodes de numération des parasites du paludisme dans les gouttes épaisses

Parasites par pl (= mm3)

On trouvera ci-dessous une méthode pratique de précision suffisante. Elle consiste a dénombrer
les parasites par pl de sang dans un frottis épais, par rapport a un nombre prédétermine de
leucocytes. On prend comme norme une moyenne de 7 500 leucocytes par pl. Malgré
I’imprécision due aux variations du nombre de leucocytes parmi des personnes en bonne santé
et aux variations encore plus grandes observées chez les malades, cette valeur permet des
comparaisons valables. Avant de commencer & compter, on examinera 1I’équivalent de 0,25pl
de sang (environ 100 champs, avec un oculaire 7 X (ou 10X) et un objectif a immersion dans
I’huile 100X) dans le frottis épais pour déterminer 1’espéce de parasite et les stades présents.

Ensuite, on appliquera la méthode suivante qui convient pour les frottis positifs :

1. Un compteur manuel a 4 chiffres nécessaire pour dénombrer séparément les parasites et les

leucocytes.

2. a) Si, apres avoir compté 300 leucocytes, on a identifié 10 parasites ou plus, noter les résultats
sur le formulaire de notification, en indiquant le nombre de parasites par 300 leucocytes.

b) Si, aprés avoir compté 300 leucocytes, on a identifié neuf parasites ou moins, continuer de

compter jusqu’a 500 leucocytes et noter le nombre de parasites par 500 leucocytes.

3. Dans chaque cas, le nombre de parasites par rapport au nombre de leucocytes peut étre

converti en nombre de parasites par pl par la simple formule mathématique suivante :




Nombre de parasites X 7 500

-------------------------- = parasites par pl

Nombre de leucocytes

10.2 Annexe 2 : Procédure de détermination du déficit en G6PD par la PCR nichée

>

Principe

Le principe consiste a faire le diagnostic de la mutation ponctuelle au niveau du gene de la G

6PD par une PCR nichée. Au cours de cette technique, le produit issu d’une premicre PCR est

de nouveau amplifié a I’aide d’un second couple d’amorce, qui s’hybride a une partie interne

(nichée) de la sequence amplifiée.

En mélangeant le couple d’amorce avec I’ADN de I’homme dans des conditions

d’hybridation, elles se positionnent en face de leurs séquences complémentaires respectives.

Puis en faisant agir une ADN polymérase (Taq polymerase), chaque amorce est allongée dans

le sens 5’=>3" d’une séquence exactement complémentaire du brin recopié.

>

>

Matériel technique

Ciseaux, gants stériles

Tubes de 0. 5ml, 1.5ml, 15ml et 50ml

Pipettes de 2ul, 10 pl, 20 pl, 200 pl, 1000 pl

Embouts de 2ul, 10 pl, 20 pl, 200 pl, 1000 pl

Agitateur, chronometre, congélateur, four

Box de conservation Marqueur indélébile Cuve pour migration Cuve pour gel
Peignes pour gel Chambre a PCR Scotch pour papier Bics

Balance pese produit

Erlenmeyer, paraffine, mouchoir

Racks pour les tubes Thermocycler Appareil photo UV Film polaroid Centrifugeuse.

Matériel biologique

Confettis logés dans des enveloppes et conserves dans de tiroir a la tempeérature ambiante du

laboratoire.

>

Réactifs

Agarose ultra-pure GIBCO BRL Bromure d’Ethidium (Sodium) Amorces :




Premiere  amplification : A2 : GTCTTCTGGGTCAGGGAT B2
GGAGAAAGCTCTCTCTCC;

Deuxieme amplification : NA4 : CCTGTTCCCTCTGCCACA NB4
GGGGGTCTCAAGAAGTAC;

dNTP : desoxy Nucléotide Tri Phosphate ;

10 X PCR-Buffer ;

50 mM Chlorure de magnésium ;

Tag polymerase ;

Eau dé-ionisée.

Préalable : porter des gants stériles et nettoyer ’aire de travail ainsi que les pipettes avec de

I’alcool & 70%.

>
v

Mode opératoire

Premiere amplification :

Identifier les tubes nécessaires pour la réaction PCR envisagée ;

Ensuite, préparer la mixture (mélange réactionnel) en fonction du nombre total

d’échantillon a traiter.

Préparation du MIX (melange réactionnel) de la premiére amplification

Tableau XIV. Préparation du volume final de 40.7L

Composants Concentrations finales Volume/réaction en |
H20 31,5

10X PCR Buffer 5

50mM MgCI2 15

100mM dNTP 10mM 1

Amorces ( A2+B2) 1

Tag polymerase 0,2

Total 40,7

Repartir dans chaque tube 40,7 | de MIX:
Ajouter 2,5 1 d’ADN dans chaque tube correspondant au numéro d’ADN ;
Placer les tubes bien fermés dans le thermocycler pour la premiére amplification en

utilisant le programme ci-dessous :

Dénaturation initiale a 94oc pendant 2 minutes, puis 45 cycles de :

Dénaturation a 94oc pendant 30 secondes ;




- Hybridation a 60oc pendant 30 secondes ;

- Extension a 72oc pendant 1 minute ;

- Extension finale a 72oc pendant 4 minutes ;

- Conservation a + 4oc pendant un temps indéterminé ;

- Sortir les tubes et les garder au réfrigérateur a 4oc.

v Deuxiéme amplification

- ldentifier les tubes pour la deuxieme amplification en reportant les numéros précédents
- Préparer le MIX pour la deuxiéme amplification en fonction du nombre d’échantillons

a traiter :

Tableau XV. Préparation du MIX

Composants Concentrations finales Volume/réaction en |
H20 31,5

10X PCR Buffer 5

50mM MgCI2 1,5

100mM dNTP 10mM 1

Amorces ( NA4/NB4) 1

Tag polymerase 0,2

Total 40,7

Repartir dans chaque tube 40,7 | de MIX:

- Ajouter 1 pl du produit de la premiére amplification dans chaque tube correspondant ;
- Placer les tubes dans le thermocycler pour la 2émeamplification suivant le programme

ci-apres :
Dénaturation initiale a 94°c pendant 3 minutes, puis 35 cycles de :

- Dénaturation a 94°c pendant 30 secondes ;

- Hybridation & 60°c pendant 30 secondes ;

- Extension a 74°c pendant 45 secondes ;

- Extension finale a 74°c pendant 5 minutes ;

- Conservation a 4°c pendant une durée illimitée.

> Révelation

- Préparer le moule a gel contenant les peignes en fonction du nombre d’échantillons a

traiter ;

j



>

Préparer un gel d’agarose a 2% comme suit : dissoudre 2 g d’agarose dans 100 ml de
TBE a 0,5X, faire bouillir ce mélange dans un four & micro-onde pendant 3mn, ajouter
3L de Bromure d’Ethidium a 10mg/ml dans 1’agarose bouillie ;

Couler le gel dans le moule et attendre sa solidification ;

Enlever les peignes et placer le gel avec moule dans la cuve de migration contenant le
TBE a 0,5X. Le gel doit étre entierement immergé ;

Découper le papier parafilm ;

Placer sur le parafilm 1ul de Dye pour chaque échantillon a migrer ;

Placer 5ul du marqueur de poids moléculaire dans le premier puits ;

Me¢élanger 10ul de chaque échantillon au Dye puis loger dans les puits les échantillons ;
Faire migrer a 188 volts, 500 amperemétres pendant 20-30 minutes ;

Sortir le gel du moule et le placer sur I’appareil a UV pour la photographie ;

Annoter la photo en marquant devant chaque puits le numéro de 1’échantillon
correspondant.

Interprétation de la photographie

Une bonne réaction se traduit par la présence de bandes. Dans ce cas, il faut apprécier la

conformité de la taille du produit attendu ainsi que les témoins négatifs et positifs.

Digestion des produits d’amplification
Identifier les tubes avec numéros correspondants ;

Préparer le MIX pour la digestion (le volume dépend du nombre de réactions).

Tableau XVI. Composition du MIX de digestion

REACTIFS VOLUME PAR REACTION
10X Buffer K 31

10X BSA 31

HSP9211 ou NLAIII 11

H20 131

Total 201

Mettre dans chaque tube 20ul de MIX ;

Ajouter 10ul du produit de la 2émeamplification dans les tubes correspondants ;
Mettre les tubes bien fermés dans le bain-marie a 37°c pendant 1 a 2 heures de temps ;
Enlever les tubes dans le bain-marie et les placer a +4°c dans le réfrigérateur ;

Faire migrer a 188 volts, 500 amperes pendant 20-30 minutes et photographier.
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> Interprétation de la photographie

L’interprétation se fait de maniére comparative, ainsi les échantillons avec des bandes de méme
taille que le témoin déficitaire correspond aux sujets déeficitaires en G6PD et ceux 25 avec des

bandes de méme taille que le témoin normal correspond aux sujets normaux pour la G6PD du

type.
., 8 g Ay

Figure 10. Photographie de gel (résultat)

10.3 Annexe 3 : Détermination du type d’hémoglobine avec le D-10

» Principe de la procédure du D-10

La technique de D-10 Dual Program repose sur le principe de la séparation des analyses par
chromatographie liquide a haute performance (HPLC) par échange d’ions. Les échantillons sont
automatiquement dilués dans le systéeme D-10 puis injectés dans la cartouche analytique. Le
systeme D-10 envoie un gradient programmeé de tampon de force ionique croissante (il existe 2
solutions de réactif de force ionique différentes, 1’une hyper concentrée en ion et I’autre peu
concentrée en ion. La machine mélange de fagon automatique au fil du temps ces solutions pour
obtenir une solution finale de concentration croissante) dans la cartouche, les molécules
d’hémoglobine sont alors séparées en fonction de leur interaction ionique avec le matériau
contenu dans la cartouche. Les molécules d’hémoglobine séparées traversent ensuite la cellule

a circulation du photométre filtre ou sont mesurés les changements d’absorbance a 415 nm.

Le logiciel D-10 integre les données brutes recueillies lors de chaque analyse. Un étalonnage a
deux niveaux est employé pour déterminer les concentrations des différents types
d’hémoglobine recherchés. Un compte-rendu d’analyse et un chromatogramme sont génerés
pour chaque échantillon. La surface de I’Alc est calculée a 1’aide d’un algorithme gaussien
exponentiellement modifi¢ (EMG) qui permet d’exclure la surface des pics dus a I’Alc labile

et a I’hémoglobine carbamylée de la surface du pic Alc.

-



» Précautions relatives au prélévement des échantillons

Comme toute substance d’origine humaine les échantillons de sang doivent étre manipulés en
appliquant les procédures de biosécurité d’usage. Les échantillons de sang total doivent étre

recueillis dans un tube sous vide contenant de ’EDTA ou un cryotube.

» Conservation des échantillons Les échantillons de sang total peuvent étre conservés
jusqu’a 4 jours entre 2 et 8 °C, et a -4°C si I’échantillon ne peut étre traité avant une
semaine.

» Préparation des échantillons

Porter les tubes d’échantillons a température ambiante (entre 15 et 30 °C) avant 1’essai. Les
échantillons sont stables & température ambiante pendant 1 jour. Aucune préparation
particuliere des échantillons n’est nécessaire. Il n’est pas nécessaire d’agiter les tubes avant le
chargement. Les tubes d’échantillons sont placés dans le portoir a échantillons du D-10 puis

mis dans le systeme D-10.

S’assurer que les codes-barres sur les échantillons sont tournés vers I’arriére de I’appareil.
Utiliser des adaptateurs spéciaux pour les tubes de 12, 13 et 14 mm de diametre. Retirer tous
les adaptateurs pour les tubes de 16 mm de diametre. Les tubes dont la hauteur est comprise
entre 75 mm et 100 mm peuvent étre utilisés. Si I’échantillon se trouve dans un tube de taille
ou de type anormal ou si le tube contient moins de 2,0mL d’échantillon, une prédilution est
nécessaire. Pour prédiluer, pipeter 1,5mL de solution de lavage/dilution dans un microtube de
1,5mL étiqueté puis ajouterpL5 d el’échantillon de sang total. Fermer le tube et bien mélanger.

Utiliser un adaptateur pour les microtubes de 1,5 mL .
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Résume :

La récurrence du paludisme est un phénoméne connu dans les zones d’endémie palustre. La
compréhension des facteurs associés a cette récurrence pourrait considérablement atténuer ce
phénomeéne. Au cours de cette étude, nous avons établi I’hypothése de savoir si un éventuel
déficit immunitaire influencait la survenue de multiples épisodes palustres, bien que le réle de
I’immunité soit connue dans le contréle du paludisme grave. Cette immunité appelée

prémunition s’établit trés généralement apres 5 ans dans les zones de forte transmission.

Notre etude a révélé que la récurrence était plus marquée dans la tranche d’age de 3 a 5 ans
avec 32,5%, traduisant une relation entre 1’age et la récurrence. La vulnérabilité des enfants de
cet age leur expose a un risque élevé de faire multiple épisode de paludisme en raison de leur
systéeme immunitaire immature. Si cette immaturité du systeme immunitaire est associée a la
survenue de multiples épisode palustres, un déficit immunitaire aussi pourrait éventuellement

influencer ce phénomeéne.

D’autres facteurs tel que le sexe, le trait drépanocytaire et le déficit en G6PD n’ont eu aucune

influence sur la survenue de multiples épisodes palustres.

Mots clés : Paludisme, Zone d’endémie, Récurrence, Systeme immunitaire, Enfants.
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Summary

Recurrence of malaria is a know phenomenon in malaria-endemic areas. Understanding the
factors associated with this recurrence could significantly mitigate this phenomenon. In this
study, we hypothesized whether a possible immune deficiency influences the occurrence of
multiple malaria episodes, although the role of immunity is know in the control of severe
malaria. This immunity, called premonition, is generally established after 5 years in areas of

high transmission.

Our study revealed that recurrence was more pronounced in the 3-5 year age group at 32.5%,
reflecting a relationship between age and recurrence. The vulnerability of children of this age
exposes them to a hugh risk of experiencing multiple episodes of malaria due to their
developing immune system. While this immaturity of immune system is associaced with the
recurrence of multiple malaria episodes, an immunodeficiency coud also potentially influence

this phenomenon.

Other factors such as sex, sickle cell trait and G6PD deficiency had no influence on the

occurrence of multiple malaria episodes.

Key words : malaria, endemic area, recurrence, immune system, children.
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