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MRTC: Malaria Research and Training Center

Thése de Médecine 2021-2022 Bassirou DIAKITE XV



DYNAMIQUE DES MARQUEURS MOLECULAIRES DE RESISTANCE DE PLASMODIUM FALCIPARUM A LA CHLOROQUINE
PfCRT K76T, PIMDR-1 N86Y DE 2001 A 2015 A KOLLE, MALI

MS-PCR: Mutation Specific-Polymerase Chain Reaction
OMS : Organisation Mondiale de la Santé

ONG : Organisation Non Gouvernementale

pb : Paire de base

PCR : Polymérase Chain Réaction

PM : marqueur de Poids Moléculaire

PNLP : Programme National de Lutte contre le Paludisme
Pfcrt : Plasmodium falciparum chloroquine resistance transporter
Pfmdr-1: Plasmodium falciparum multidrug resistance-1
RCPA : Réponse Clinique et Parasitologie Adéquate
RFLP: Restriction Fragment Length Polymorphism

RSA: Ring Stage Survival Assay

SP : Sulfadoxine Pyrimethamine

TA : Tension artérielle

Taqg : Thermus aquaticus

TBE: Tris Borate EDTA

TNFa : Tumor Necrosis Factor o

Ul : Unité Internationale

UV : ultra-violet

pl : microlitre

pmol : micromole
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INTRODUCTION
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1. INTRODUCTION :
Le paludisme est une érythrocytopathie fébrile et hémolysante due a la présence et a la

multiplication dans 1’organisme humain d’une ou de plusieurs espéces plasmodiales inféodées
a ’homme [1]. Il est essenticllement transmis a 1’homme par la piqlre infectante d’un
moustique culicidé du genre Anopheles au moment de son repas sanguin. Seule la femelle,
hématophage, transmet la maladie [1]. Elle préfére piquer au coucher du soleil avec un
maximum d’activité entre 23 heures et 6 heures. Par ailleurs, il existe d’autres voies rares de
transmission telles que la voie sanguine (transfusion sanguine) [2] et feeto-maternelle [3].

Cinq espeéces sont inféodées a I’homme. Il s’agit de : Plasmodium falciparum (P. falciparum),
Plasmodium malariae (P. malariae), Plasmodium vivax (P. vivax), Plasmodium ovale (P.

ovale), Plasmodium knowlesi (P. knowlesi) [4].

Au vingt uniéme siecle, le paludisme est la premiere endémie parasitaire mondiale et reste un
probleme majeur de santé publique. Le paludisme sévit dans toute la ceinture de pauvreté du
globe. 1l demeure redoutable en zone tropicale ou prédomine P. falciparum qui est I’agent
pathogene le plus meurtrier [5].

En 2021, il a été estimé a 241 millions le nombre de cas de paludisme dans le monde dont
627000 déces. Cette hausse brutale est due a la perturbation des services sanitaires pendant la
pandémie de Covid-19 [6].

La période entre 2000 et 2020 connait une diminution marquée de la mortalité et de
I’incidence des cas de paludisme dans le monde [5].
Les enfants de moins de cing ans et les femmes enceintes constituent les groupes les plus

vulnérables au paludisme avec plus de 67 % de décés dans le monde (soit 274 000) [6].

Au Mali, comme la plupart des pays de I’Afrique subsaharienne, le paludisme constituait la
premiére cause de mortalité et de morbidité. En 2018, selon le systetme d’information
sanitaire, 2 614 104 cas de paludisme confirmés et 1 001 décés ont été enregistrés dans les
structures sanitaires du Mali [7]; le paludisme est responsable de 44,5% des motifs de
consultation dans les services de santé en 2012 et 39% des motifs de consultation de 2018 a
2020 [8].

En plus du fardeau humain, le paludisme affecte 1’économie nationale par la réduction du
Produit National Brut (PNB) du fait de jours de travail perdus par les personnes actives et

entrave la scolarité des enfants et le développement social. Selon une étude menée par

Thése de Médecine 2021-2022 Bassirou DIAKITE 2



DYNAMIQUE DES MARQUEURS MOLECULAIRES DE RESISTANCE DE PLASMODIUM FALCIPARUM A LA CHLOROQUINE
PfCRT K76T, PIMDR-1 N86Y DE 2001 A 2015 A KOLLE, MALI

I’Institut National de Recherche en Santé Publique (INRSP) du Mali, les pertes économiques
dues au paludisme sont estimées a 72 milliard de francs CFA par an [9]. Il est ainsi consideré
comme une maladie de la pauvreté et une cause de pauvreté. Pour lutter efficacement contre
le paludisme, le pays s’est doté d’une politique nationale de lutte contre le paludisme en 1993
pour donner suite a sa participation a la conférence ministérielle d’Amsterdam et a adhéré a
I’initiative Roll Back Malaria [10].

Depuis 2005 la chloroquine a été abandonnée a cause du taux de résistance tres élevé de

P. falciparum a cette molécule [11].

De nos jours, les médicaments recommandés pour le traitement du paludisme non compliqué
sont les combinaisons thérapeutiques a base d’artémisinine (CTA). Les études récentes ont
évoque une baisse de sensibilité des parasites a ces CTA [12]. Il y a tres peu de nouveaux
médicaments en cours de développement contre le paludisme.

Des études menées au Malawi et en Zambie par LAUFER M K et al., et MWANZA et al.,
respectivement en 2010 et 2016, ont montré qu’aprés une dizaine d’année d’arrét de la
chloroquine, les parasites du paludisme sont redevenus quasi sensibles a la chloroquine [13,
14]. Ces études ont suggéré le retour possible de la chloroquine dans la politique
thérapeutique de cette maladie.

Les derniéres donnees sur ’efficacité de la chloroquine au Mali remontent d’une étude
réalisée avec les échantillons de 2002 et 2003 et publiée en 2010 par DJIMDE A et al., qui a
montré une prévalence moyenne de la mutation Pfcrt 76T de 84,5% a 1’échelle nationale [11].
Il y’a tres peu de données actualisées sur la chloroquinorésistance au Mali.

Cette présente étude a été initiée dans le but d’évaluer la résistance de Plasmodium
falciparum a la chloroquine quinze ans apres son retrait dans le traitement du paludisme au
Mali.
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Hypothése de recherche
Aprés quinze ans d’abandon de la chloroquine dans la prise en charge du paludisme, les

souches résistantes de P. falciparum seraient en nette décroissance au Mali.

Question de recherche :
Quelle est la dynamique des marqueurs de la chloroquinorésistance a Kollé au Mali ?
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2. OBJECTIFS

2.1. OBJECTIF GENERAL :

Etudier la dynamique des marqueurs moléculaires de Plasmodium falciparum Pfcrt et Pfmdrl

de 2001 & 2015 a Kaollé.

2.2. OBJECTIFS SPECIFIQUES :

1. Mesurer les prévalences des alléles mutants du codon 76 du géne Pfcrt de 2001 & 2015 a
Kollé.

2. Mesurer les prévalences des alleles mutants du codon 86 du gene Pfmdrl de 2001 a 2015 a
Kollé.

3. Comparer les prévalences des alleles mutants du codon 76 du gene Pfcrt et du codon 86 du
géne Pfmdrl de 2001 a 2015 a Kollé.

4. Déterminer la résistance in vivo en utilisant I’Index de Résistance Génotypique (GRI) de P.

falciparum a la chloroquine a Kollé.
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3. GENERALITES :

3.1. GENERALITES SUR LE PALUDISME :

3.1.1. HISTORIQUE :

L’origine géographique du paludisme est controversée et se perd dans la nuit des temps. 1l fait
partie des plus vieilles affections de I’humanité et des indices suggerent que 1’homme
prehistorique en était atteint [15]. On trouve ainsi dans les anciens manuscrits chinois et
égyptiens, de méme que dans la littérature grecque et romaine, des témoignages relatifs aux
fievres epidémiques dont les signes ressemblent beaucoup a ceux du paludisme [15]. Il a fallu
attendre 1717 pour que Giovanni Lancisi attribue cette maladie aux émanations nocives des
marais, d'ou le nom malaria, de I'italien « malera » ou air vicié ; puis en 1880 pour que
Docteur Alphonse Laveran, un médecin de I'armée francaise, soit t¢émoin de I’ex flagellation
d’un gamétocyte male lors de I’observation au microscope d’échantillons de sang des patients
impaludés [16]. Deux ans plus tard, I’hypothése de la transmission du paludisme par le
moustique était déja émise. Cette hypothése fut confirmée en 1897 par Ronald Ross qui fit la
découverte de I’importance du moustique dans le cycle de vie du paludisme aviaire et décrivit
des kystes paludéens dans les parois de 1'estomac d’anophéles [17]. En 1898, Grassi décrivit
le cycle de transmission complet du parasite et prouva que le paludisme observé chez
I'nomme est transmis par des moustiques du genre Anopheles [18]. La nomenclature
concernant les différents stades de développement du parasite sera publiée en 1900 par
Schaudinn [19].

L’agent pathogeéne a d’abord ét¢é nommé Oscillare malariae puis Heamaoeba malaria [20].
Successivement, furent mis en évidence les espéces P. vivax [15] ; P. malariae, P. falciparum
et P. ovale [15, 21].

Les dégats causés par le paludisme pendant la premiere guerre mondiale vont susciter la
recherche et la mise a disposition des nouvelles molécules antipaludiques telles que les
dérivés des amino-8-quinoleines, des amino-9-acridines et des amino-4-quinoleines dont la

plus représentative est la chloroquine [22, 23].

La chloroquine sera ensuite largement utilisée aussi bien en traitement curatif qu’en chimio
prophylaxie jusqu’a ce que I’OMS ait lancé en 1950 un programme d’éradication du
paludisme a I’échelle mondiale : le monde unit contre le paludisme. C’est ainsi qu’il y a eu le
développement de nombreux antipaludiques de synthéses dont les plus connus sont

I’amodiaquine, la pyriméthamine, le cycloguanil et le proguanil [24]. L activité
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antiplasmodique de 1’extrait d’Artemisia annua dont le principal principe actif est
I’artémisinine qui a été identifie en 1971.

3.1.2. Cycle biologique :

Ce n’est qu’a partir de 1948 que toutes les phases du cycle de développement du parasite ont
été élucidées. Ce cycle biologique de Plasmodium peut étre caractérisé par deux phases
(Figure 1) : une phase de multiplication asexuée ou schizogonie (comportant une phase
hépatique ou exo érythrocytaire et une phase érythrocytaire) se déroulant chez I’homme et une
phase de différenciation sexuée suivie d’une multiplication asexuée, appelée sporogonie, se

déroule chez le moustique.

3.1.2.1. Phase hépatique ou phase exo érythrocytaire :

Cette phase hépatiqgue commence avec la piqure de I'anophéle femelle. Le moustique infecté
inocule la salive contenant des sporozoites dans les tissus sous-cutanés de 1’hote humain. Une
fois inoculés, les sporozoites traversent les couches vasculaires endothéliales pour se
retrouver dans la circulation sanguine (Figure 1) [25]. Les sporozoites entament les phases du
cycle dans un état dit de compétence d’infectivité [26]. Les sporozoites du sang périphérique
atteignent les cellules hépatiques. Une fois dans le foie, les sporozoites pénétrent dans
I’hépatocyte par invagination et deviennent des trophozoites puis des cryptozoites qui forment
a leur tour des schizontes hépatiques. La vacuole parasitophore se forme. Cette vacuole a pour
role de protéger le parasite du cytosol de I’hote [27]. Le parasite se multiplie par division
cellulaire pendant 7 a 20 jours selon les espéces, ce qui aboutit a la production de dizaines de
milliers de mérozoites. Aprés 6 a 10 jours (cas de P. falciparum) d’infestation, les hépatocytes
éclatent et larguent leur contenu dans le sang périphérique [28] . Au niveau hépatique, P.
ovale et P. vivax peuvent donner la forme dormante appelé hypnozoites. Les mérozoites
hépatiques atteignent alors la circulation sanguine sous forme de paquets de parasites de taille
et de forme variable.

L’enveloppe de ces paquets appelée « mérosome » ou « extrusome » est celle d’un hépatocyte
nécrose grace a laquelle le parasite mime une cellule vivante afin d’étre reconnue comme
cellule du soi pour échapper aux cellule Natural Killer (CK) [29]. La libération de mérozoites
hépatocytaires est un processus synchrone dans le paludisme a P. falciparum [30]. Les
mérozoites libéres apres eclatement des corps bleus qui vont infecter les globules rouges pour

entamer la phase érythrocytaire.
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3.1.2.2. Phase érythrocytaire :

Les mérozoites issus des schizontes hépatiques pénétrent ainsi les érythrocytes a I’intérieur
desquels ils se multiplient a nouveau (Figure 1), c’est I’invasion [31]. Aprés I’invasion de
'hématie, le parasite, entouré d’une vacuole parasitophore, se développe en anneau [32], puis
en trophozoite qui digére le contenu de la cellule hote (Figure 1). Les trophozoites se
transforment en schizontes. A maturation, les schizontes entrainent la lyse des hématies
parasitées avec libération de I'némozoines (pigment malarique) qui sont a 1’origine des accés
de fievre. Les mérozoites libérés apres éclatement de I'hnématie envahissent de nouveaux
globules rouges et bouclent ainsi le cycle schizogonique érythrocytaire. Aprés 1’invasion des
globules rouges, certains mérozoite se différencient en gamétocytes males ou femelles. Cette

étape, appelée gamétocytogenese. se déroule en parallele du cycle érythrocytaire [33, 34].

3.1.2.3. Sporogonie ou multiplication sexuée (Chez le moustique) :
L’anophele femelle, au cours d’un repas sanguin (chez un sujet infecté) nécessaire pour la

maturation de ses ceufs, ingére des trophozoites, des schizontes et des gamétocytes. Dans
I’estomac du moustique, les trophozoites et les schizontes sont digérés tandis que les
gamétocytes se transforment en gameétes males et femelles (Figure 1). Les gametes males et
femelles fusionnent pour former d'abord un zygote (immobile), qui devient un ceuf mobile,
I’ookinete [15]. L’ookinéte migre dans le tube digestif du moustique et se fixe a la paroi de
I’estomac. Dans les heures qui suivent sa formation, 1’ookinéte diploide devient a la suite
d’une méiose [35] un oocyste haploide, immobile et arrondi. A I’intérieur de 1’oocyste,
surviennent des divisions mitotiques successives qui aboutissent a la formation de milliers de
sporozoites haploides [36]. L’oocyste mature est appelé sporocyste. Le sporocyste va éclater
et libérer les sporozoites qui regagnent avec prédilection les glandes salivaires de 1’anophéle.
Apres maturation des sporozoites par I’expression différenciée de certains génes, le moustique
devient alors infectieux et reste dans cet état pendant environ un mois [37]. La reproduction
sexuée assure donc un brassage genétique important des parasites. La durée du cycle
sporogonique varie de 10 a 40 jours et est fonction de la température et 1’espece plasmodiale.
D’une maniére générale, en dessous de 16°C, le cycle sporogonique ne peut s’accomplir. Les
conditions optimales sont, une température de 20°C a 30°C et une humidité d’au moins 60%
[38].
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Figure 1: Cycle de développement de plasmodium et particulierement P. falciparum.
Source : http://www.cdc.gov/malaria/about/biology/ visité 24-08-20
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3.1.3. Physiopathologie :
La physiopathologie du paludisme est encore imparfaitement connue mais les répercussions

de I’infection palustre sur certains organes ont été bien décrites.

Le sang : la phase de schizogonie érythrocytaire entraine une hémolyse responsable d’une
anémie d’installation progressive grave chez les jeunes enfants et les femmes enceintes.
L’hémoglobine libérée par I’hémolyse provoque une surcharge rénale et est partiellement
transformée en bilirubine dans le foie. L’excés est éliminé dans les urines entrainant une
hémoglobinurie. D’autre part 1’utilisation de 1’hémoglobine par le parasite amene la
précipitation dans son cytoplasme de granules de pigment (hémozoines), dont la libération
lors de I’éclatement du globule rouge est en partie responsable de la fievre. Le pigment,
accumulé dans le cytoplasme du schizonte, est relargué dans le plasma lors de la libération
des mérozoites. Il est alors phagocyté par les monocytes-macrophages et les polynucléaires
neutrophiles (leucocytes mélaniféeres).

Les plaquettes sont séquestrées par des mécanismes, encore mal précisés, probablement
immunologiques. La conséquence en est une thrombopénie, perturbation biologique

fréguemment et précocement observée au cours d’un accés palustre.

La rate : la rate est hypertrophique, molle et congestive. Sa couleur caractéristique, rouge
foncé, parfois brune est due a I’accumulation du pigment internalisé¢ par les phagocytes.
L’augmentation de volume est provoquée par I’hypertrophie de la pulpe blanche
(Ilymphocytes, cellules réticulaires, macrophages). L’activité phagocytaire concerne les
globules rouges parasités, les débris cellulaires, le pigment parasitaire. Histologiquement, au
cours du paludisme viscéral évolutif, la rate est énorme, fibro-congestive et foncée a la coupe

avec une hyperplasie lymphoide et histiocytaire mais les parasites y sont rares.

Le foie: La schizogonie exo-érythrocytaire ne produit aucune lésion inflammatoire. La
destruction par les schizontes d’un certain nombre de cellules parenchymateuses passe
inapercue. On observe une hyperplasie des cellules de Kupffer chargées de la phagocytose des
débris cellulaires et de I’hémozoine, associée a des dépots d’hémosidérine. Ultérieurement les

dépots de pigment envahissent les espaces portes au sein d’infiltrats lympho-histiocytaires.

Physiopathologie de I'acces grave : le neuropaludisme (acces pernicieux = « cerebral

malaria » des anglo-saxons) et 1’anémie, sont les complications majeures du paludisme a P.
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falciparum. Basées au départ sur des études anatomopathologiques post-mortem réalisées
chez des patients décédés de neuropaludisme, de tres nombreuses recherches ont été
développées pour élucider sa physiopathologie. Plusieurs théories, probablement
complémentaires sont actuellement retenues, notamment la séquestration d’hématies
parasitées par des formes matures de Plasmodium, adhérant aux cellules endothéliales des
microvaisseaux, et I’intervention de

cytokines ou autres médiateurs.

Séquestration : Les formes ageées de P. falciparum (trophozoites agés, schizontes)
disparaissent de la circulation sanguine périphérique et sont séquestrées dans les capillaires
des organes profonds (cerveau mais aussi reins, poumons ...). Cette séquestration est, au
moins en partie, due a des phénomenes d’adhésion cellulaire (cytoadhérence) entre les
globules rouges parasités et les cellules endothéliales de ces capillaires. Cette cytoadhérence
est sous la dépendance d’interactions entre des récepteurs moléculaires présents a la surface
des globules rouges parasités (PfEMP1) et des récepteurs spécifiques des cellules
endothéliales (ICAM-1). Cette séquestration peut aussi étre accentuée par des blocages dans
les capillaires due & une déformabilité moindre des hématies parasitées, et a la formation de «
rosettes » : agrégats

constitués d’une hématie parasitée a laquelle adhérent plusieurs hématies non parasitées.

Cytokines et autres médiateurs : des cytokines pro-inflammatoires (TNF-a, IFN-g, IL1,
IL6...) et différents produits métaboliques (NO, acide lactique ...) sont produits, en cascade,
au cours du neuropaludisme. Leur action se conjugue probablement au phénomeéne de blocage
circulatoire conséquence de la séquestration. Les modeles expérimentaux étant forcément
réducteurs, il est difficile de savoir comment s’articulent, in vivo, ces différents mécanismes.
Ce qui a été décrit au niveau du cerveau est probablement vrai au niveau des autres organes
(reins, poumon, placenta...) expliquant la défaillance multiviscérale parfois observée lors
d’un acces grave. Il apparait évident maintenant que la physiopathologie du paludisme grave

est probablement beaucoup plus complexe qu’on a pu le penser initialement [39].
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3.1.4. Formes cliniques du paludisme :

3.1.4.1. Paludisme de I’enfant (non encore prémuni en zone d’endémie) :

Le paludisme de I’enfant apparait aprés la disparition de la protection du nouveau-né par les
anticorps maternels et le remplacement progressif de I’HbF par I’HbA, aprées 1’age de 3 mois.
L'enfant acquiert une immunité labile et incomplete, au prix de nombreux acces palustres
graves. Il faut insister d’emblée sur la nécessité d’un traitement rapide et efficace et sur le role

protecteur d’une supplémentation en vitamine A.

3.1.4.1.1. Les acces palustres non compliqués:

- toute fievre chez un enfant en zone d’endémie palustre doit faire évoquer le paludisme,

- elle peut étre isolée ou accompagnée de signes digestifs (vomissements, diarrhée surtout
chez le nourrisson), de céphalées, de convulsions,

- la présence de convulsions ne doit pas étre abusivement attribuée a une fievre élevée, mais

doit faire craindre 1’installation d’un neuropaludisme.

3.1.4.1.2. Les formes graves :
Trois formes cliniques graves prédominent : le neuropaludisme, 1’anémie grave, la détresse

respiratoire. Les facteurs de gravité sont : le neuropaludisme (profondeur du coma,
convulsions répétées, age < 3 ans, parasitémie > 10 %), et I’hypoglycémie attribuée au
paludisme. En zone d’endémie, plus de 90 % des déces sont observés chez des enfants.

Un coma peut survenir brutalement 12 a 24 heures apres le début de la fiévre. L’examen du
fond d’ceil peut montrer des anomalies dont la sévérité¢ est corrélée a la gravité (paleur
rétinienne, modifications vasculaires et/ou hémorragies rétiniennes et exsudats). Devant des
troubles de la conscience, il faut rechercher une complication cérébrale (si possible par IRM)
et éliminer une méningite bactérienne par une PL en 1’absence de contre-indication.

Le syndrome de détresse respiratoire est en rapport avec 1’acidose métabolique (dyspnée
d’acidose). La defaillance cardio-respiratoire se definit par une hypotension (pression
systolique inférieure a 70 mm Hg) associée a des signes de choc. L’hypotension doit faire
suspecter une co-infection (2 BGN), une infection nosocomiale ou une déshydratation chez

le nourrisson [40].
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3.1.4.1.3. Le paludisme congénital :
La réalité de Dl’infection transplacentaire du nouveau-né est admise, liée au passage de
globules rouges parasités du placenta. Le paludisme congénital-maladie est rare. Il apparait

apres un delai variable de 5 a 60 jours et le signe clinigue constant est la fiévre.

3.1.4.2. Le paludisme de ’adulte :

Classiquement, 1’adulte autochtone ne présente pas de formes graves en zone d’endémie
palustre. En pratique, le paludisme grave de 1’adulte est une réalité. C’est une pathologie
émergente dont la recrudescence actuelle reléve de plusieurs facteurs : urbanisation non
contrblee croissante, variations climatiques, usage erroné des antipaludiques, prolifération
dense d’anophéles dans les quartiers périphériques des villes.

Par rapport au paludisme de D’enfant, I'hypoglycémie et I'anémie sont rares. On note la
fréquence des tableaux polymorphes associant état de choc, insuffisance rénale,
coagulopathie, hémoglobinurie et détresse respiratoire, 1’atteinte neurologique étant alors au
second plan. La mortalité est proche de 20 %. On note la fréquence des infections

nosocomiales et des déces par choc septique.

3.1.4.3. Paludisme de la femme enceinte :
Le paludisme est beaucoup plus fréquent chez la femme enceinte, surtout pendant le 3°™

trimestre et a 1’accouchement. Des complications aigu€s et graves sont notées : mortalité
feeto-maternelle, acces pernicieux palustre dans les régions d’endémie instable ou les cas sont
peu fréquents en dehors des épisodes épidémiques. En zone de paludisme stable, problemes
d’anémie chez la mere et retard de croissance feetale responsable d’un déficit pondéral a la
naissance, principalement marqué chez les primipares. Fréquence de 1’hypoglycémie sévere
apres début du traitement par la quinine (qui favorise la libération d’insuline), de 1’cedéme
pulmonaire, de I’anémie.

La prophylaxie pendant la grossesse dans les zones d’endémie doit étre systématique.

Le rapport 2019 insiste particulierement sur les conséquences du paludisme sur la santé

maternelle et infantile.
3.1.4.4. Le paludisme transfusionnel :

Il survient 2 a 3 semaines apres une transfusion. Dans les pays développés, le dépistage se fait

chez les donneurs de sang ayant séjourné en zone d’endémie palustre depuis plus de 4 mois et
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jusqu’a la 3éme année apres leur retour, un séjour remontant & moins de quatre mois en zone

d’endémie est une contre-indication absolue a un don homologue.

3.1.4.5. Le paludisme et ’infection a VIH/Sida :

Les infections par plasmodium et le VIH sont deux problémes majeurs de santé publique
notamment en Afrique subsaharienne. L'infection par le VIH augmente l'incidence des acces
palustres d'autant que I'immunodépression est profonde. L'existence d'une parasitémie est
associee a une majoration transitoire de la charge virale, surtout lorsque le niveau de
parasitémie est élevé. La prise en charge comprend, outre le traitement de I'infection a VIH,
I'application a large échelle des mesures de prévention du paludisme, l'utilisation du
cotrimoxazole ou du traitement préventif intermittent du paludisme au cours de la grossesse,
le traitement curatif de tout patient parasitémique fébrile, ainsi que l'amélioration de la
sécurité transfusionnelle.

L'OMS recommande que toutes les femmes enceintes infectées par le VIH vivant dans des
zones d'endémie palustre recoivent un traitement préventif intermittent antipaludique par au
moins deux doses de sulfadoxine-pyriméthamine afin de limiter les conséquences
maternoplacentaires de l'infection plasmodiale en association avec I'utilisation systématique
des moustiquaires imprégnées.

Quant a la chimioprophylaxie par le cotrimoxazole recommandé chez les patients infectés par
le VIH en Afrique subsaharienne lorsque le taux de CD4 est inférieur a 500/mma3, elle est tres
intéressante pour son efficacité antipaludique.

3.1.5. Diagnostic biologique :

3.1.5.1. Diagnostic biologique direct :

C’est un diagnostic d’urgence qui repose sur la mise en évidence des formes érythrocytaires
de Plasmodium sur un prélévement de sang périphérique. Le résultat doit étre obtenu dans un
délai maximal de 2 heures avec un contact direct entre le médecin prescripteur et le biologiste
[41].

3.1.5.1.1. Le prélévement :

Le plus simple est de recueillir, sur une lame porte-objet de microscope, une ou deux gouttes
de sang par piqlire au doigt (face latérale de I’annulaire), au lobe de 1’oreille ou au talon (chez
I’enfant) et de confectionner immédiatement les étalements (frottis minces et/ou goutte

épaisse).
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3.1.5.1.2. Techniques de référence :

% Goutte épaisse

Cette technique trés ancienne réalise une microconcentration, et reste la méthode de référence.
Elle consiste a examiner environ 20 pl de sang apres hémolyse des globules rouges et
coloration selon la méthode de Giemsa. C’est une excellente technique mais de réalisation un
peu délicate et qui nécessite une bonne expérience pour la lecture. Le diagnostic d’espéce

n’est pas toujours possible. Le nombre de parasites pour 200 leucocytes doit étre compté [42].

% Frottis mince

La lame est colorée selon la méthode de May-Griinwald-Giemsa ou par du Giemsa apres
fixation a 1’alcool. Les parasites, colorés en rouge (noyau) et bleu (cytoplasme) sont retrouvés
a intérieur des globules rouges (pas d’hémolyse dans cette technique). Le diagnostic positif
et le diagnostic d’espece s’en trouvent facilités. C’est une technique qui permet 1’étude
morphologique des hématozoaires. Le diagnostic différentiel entre les especes plasmodiales
reste toujours un défi méme pour un lecteur qualifié. La sensibilité du frottis mince est entre

100-200 hématies parasitées/ul ; 50 parasites par pl [42].

3.1.5.1.3. Autres techniques :
Pour tenter de simplifier et d’améliorer le diagnostic biologique du paludisme, d’autres
techniques ont été développées dont les tests rapides par immunochromatographie sur

bandelette, le quantitative Buffy Coat (QBC) et les techniques moléculaires.

¢+ Tests de diagnostic rapide immunochromatographiques :

Le principe de ces tests est la détection de protéines spécifiques de Plasmodium (antigénes
HRP-2 ou enzymes pLDH, aldolase), en chromatographie sur un support solide. Certains de
ces tests permettent maintenant d’affirmer un diagnostic positif (présence de Plasmodium) et
d’orienter le diagnostic d’espéce : P. falciparum et/ou autre espece. Ces tests rapides, trés
simples d’utilisation et conditionnés en emballages unitaires, sont trés pratiques et ont une
bonne sensibilité (surtout pour P. falciparum s’ils détectent 1’antigéne HRP-2) mais ne
permettent pas de mesurer la parasitémie et restent positifs, pour certains, plusieurs jours

apres la disparition des plasmodies du sang. L’utilisation de ces tests rapides dans les
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algorithmes de prise en charge du paludisme est recommandée lorsque I’examen

microscopique n’est pas possible [43].

% QBC Malaria® (Quantitative Buffy Coat) :

Il s’agit d’une technique basée sur une centrifugation en tube capillaire et un marquage non
spécifique des parasites par un fluorochrome (acridine orange). Il s’agit d’une technique de
concentration, tres facile a maitriser, donnant une sensibilité équivalente a celle de la goutte
épaisse (mais ne permettant pas un diagnostic d’espéce). En revanche elle nécessite un

matériel spécifique. Sa commercialisation a été arrétée.

+ Place de la biologie moléculaire :

Des techniques de biologie moléculaire ont été développées pour le diagnostic du paludisme.
Leur sensibilité est excellente et elles permettent un diagnostic d’espece. Elles peuvent donc
constituer une aide au diagnostic dans certains cas difficiles. Mais leur temps de réalisation et

leur colit ne permettent pas, a ’heure actuelle, de les envisager en diagnostic de routine.

3.1.5.2. Diagnostic biologique indirect :

La sérologie n’est d’aucun apport pour le diagnostic d’urgence de ’accés palustre ; une
sérologie positive signe uniquement un contact préalable avec le parasite.

Les indications de la sérologie sont [44] :

— le diagnostic rétrospectif d’un acces palustre (par exemple, patient traité en zone d’endémie
sans argument biologique de certitude) ;

— le diagnostic d’un paludisme viscéral évolutif ou d’une splénomégalie palustre
hyperréactive ; — le contrdle des donneurs de sang ou d’organes a risque ;

— les enquétes épidémiologiques.

3.2. Les antipaludiques :

3.2.1. Classification des antipaludiques :

3.2.1.1. Schizonticides érythrocytaires :
- Amino-4-quinoleines : chloroquine (Nivaquine®), amodiaquine (Flavoquine®),

pipéraquine.
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- Amino-alcools : quinine (Quinimax®, Surquina®, Quinine Lafranc®), méfloquine
(Lariam®), halofantrine (Halfan®), luméfantrine.

- Sesquiterpénes : artémisinine et ses dérives : dihydroartémisinine, artéméther, artésunate.

- Antimétabolites :

antifoliques : sulfadoxine, dapsone,

antifoliniques : proguanil (Paludrine®), pyriméthamine (Malocide®),

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

- analogues de 1’'ubiquinone : atovaquone.

3.2.1.2. Schizonticides intra hépatiques :
- Amino 8 quinoléines : primaquine (Primaquine®), tafenoquine (Krintafel®, Arakoda®).

- Antimétabolites : proguanil, cyclines.

3.2.1.3. Gamétocytocides :

- Amino 8 quinoléines : primaquine (Primaquine®), tafenoquine (Krintafel®, Arakoda®).

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

Certaines de ces associations sont déja anciennes :

- Quinine + tétracyclines en zones de quininorésistance (foréts d’ Asie du sud-est et
Amazonie);

- Sulfadoxine + pyriméthamine (Fansidar®)

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

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

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

- soit en associations libres (2 sortes de comprimés) : artésunate +

sulfadoxine/pyriméthamine (Arsudar®), artésunate + amodiaquine (Arsucam®), artesunate +
méfloquine (Artequin®) ;

- soit en associations fixes (FDC : fixed dose combination) : atovaquone +

proguanil (Malarone®), artéméther + luméfantrine (Coartem®/Riamet®), artésunate +
amodiaquine (AS/AQ®, Coarsucam®), artésunate + méfloquine (AS/MQ®).
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3.2.1.5. La chloroquine :

3.2.1.5.1. Historique :

La chloroquine a vu le jour en 1936 sous le nom de sontochine, elle devient chloroguine en
février 1946 et entre dans la pratique clinique I'année suivante comme antipaludique. Elle est

mise sur le marché en 1949, en France sous le nom de NIVAQUINE® et aux Etats-Unis sous

le nom dARALEN®.
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3.2.1.5.2. Structure chimique :

g
Cl N

Figure 2 : Structure chimique de la chloroquine
Source: http:// Medicinal/ Chemistry,.org/article/google scholar
journal of medecine chemistry. Consult. 29-07-2022
3.2.1.5.3. Mécanisme d’action :
La chloroquine est un antipaludique de synthése de la famille des amino-4-quinoléines. Elle
exerce une action essentiellement schizontocide sur les formes érythrocytaires de
Plasmodium.
Le mode d'action de la chloroquine (amino-4-quinoléine) est incompletement élucidé. La
chloroquine se lierait a la ferriprotoporphyrine 1X pour produire un complexe toxique pour le
parasite On pense que l'efficacité de la chloroquine réside dans sa capacité a interrompre la
détoxification de I'neme chez les parasites du paludisme au fur et a mesure de leur croissance
dans les globules rouges de leur hote [45, 46]. L'hematine est libérée en grandes quantités car
le parasite consomme et digére I'hnémoglobine dans sa vacuole alimentaire digestive. L’héme
libre est trés toxique pour le parasite. L'héme est normalement détoxifié par polymérisation en
cristaux inoffensifs de pigment d’hémozoine et peut-étre aussi par un processus de destruction
médié par le glutathion [47].

La chloroquine est inactive sur les formes intrahepatiques de Plasmodium.
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3.2.1.5.4. Formulation :

La chloroquine (Nivaquine®) existait sous forme de comprimeés dosés a 100 et a 300 mg, elle
existait également sous forme de sirop pédiatrique dosé a 5 mg/ml et d’ampoule injectable
dosée a 100 mg IM, la posologie était de 25 mg/kg en 3 jours. J1 et J2 : 10 mg/kg, J3 : 5
mg/kg.

3.2.1.5.5. Indication :

La chloroquine est utilisée dans la prise en charge de :

« Paludisme non compliqué

o Polyarthritis rhumatoides,

e Lupus érythémateux,

e Lupus systémiques,

e Lucites.

3.2.1.5.6. Résistance a la chloroquine :

Douze ans apreés l'introduction de la chloroquine dans les années 1940, les premiers cas de
résistance de Plasmodium falciparum a cette molécule ont été observés [48]. Les souches
résistantes se sont propagées régulierement dans les années 1960 et 1970 a travers I'Amérique
du Sud, I'Asie du Sud-Est et I'Inde. L'Afrique a été épargnée jusqu'a la fin des années 1970,
lorsque des résistances ont été détectées au Kenya et en Tanzanie ; le médicament autrefois
efficace est devenu de plus en plus inefficace [49, 50].

3.2.1.5.7. Mécanisme de résistance de P. falciparum a la chloroquine :

Certaines études de terrain ont trouvé une association entre les mutations Pfmdrl et la
résistance de Plasmodium falciparum a la chloroquine [51, 52, 53].

Une étude menée depuis les années 2000 a montré que le Pfcrt, un géne a 13 exons, a été
identifié pres de cg2 sur le chromosome 7 [54]. Ce gene code pour PfCRT, une protéine
transmembranaire présente dans les vacuoles digestives des parasites du paludisme. Des
ensembles de mutations ponctuelles dans Pfcrt ont été associés a la résistance a la chloroquine
in vitro dans des lignées de laboratoire de P. falciparum d'Afrique, d’Amerique du Sud et
d'Asie du Sud-Est. Une mutation, la substitution de la thréonine (T) a la lysine (K) en position
76 (K76T), était présente dans tous les isolats résistants et absente chez tous les isolats
sensibles testés in vitro. De plus, des expériences de transformation génétique avec des
plasmides exprimant des formes mutantes de Pfcrt ont conféré une résistance a la chloroquine
a trois clones différents sensibles a la chloroquine. Ces études ont mis en évidence le role clé
de la mutation Pfcrt T76 dans l'obtention d'une résistance in vitro a la chloroquine. Les

auteurs s’accordent a reconnaitre que la caractéristique commune des parasites résistants est
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une altération de I’accumulation de la CQ dans la vacuole digestive. Lorsqu’un parasite est
résistant, il y a un efflux rapide de I’antipaludique de sa vacuole digestive, ce qui lui permet
de survivre. Ces défauts d’accumulation du médicament seraient dus a une altération des
gradients de pH et/ou de la perméabilité de la membrane (figure 3).

Selon Wiinsch et al, la résistance a la CQ repose sur une stimulation de 1’échange Na+/H+
[55]. IIs ont pu démontrer que la CQ stimule mieux 1’échange Nat+/H+ chez les parasites
sensibles ce qui accroit le transport du médicament. Cependant, le contraire se produit chez
les parasites résistants. Deux mécanismes majeurs ont été évoqués dans la diminution de la
susceptibilité de P. falciparum a la chloroquine :

= L’accés restreint de la chloroquine a sa cible, 1’héme, rendu insoluble par la diminution du
pH dans la vacuole digestive consécutive aux changements du transport des ions via la
proteine mutée PfCRT ;

= Une expulsion directe de la chloroquine a partir de la vacuole digestive via la protéine
mutée PfCRT, résultant d’une augmentation d’affinité pour ce transporteur de la chloroquine.
Le r6le de pompage attribué au PfCRT pourrait aussi compter pour la divergence observée
occasionnellement entre les mutations et la susceptibilité a la chloroquine. Dans ce cas, le
parasite module sa réponse a la chloroquine en modifiant son niveau de production du PfCRT,
au moins dans le systeme de remplacement allélique récemment développé pour les analyses

fonctionnelles fines du gene Pfcrt [56].
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Hemozoin

Food vacuole

Figure 3: Mutations des génes Pfcrt et Pfmdr entrainant un reflux de la chloroquine a

DUextérieur de la vacuole digestive.

Source : http://europepmc.org/article/PMC/5366359. Consult 05-07-22

3.2.1.5.8. Les margueurs moléculaires de résistance de P. falciparum a la chloroquine :

3.2.1.5.8.1. Pfmdr1 : Plasmodium falciparum multidrug résistance gene 1 :

Des homologues du gene Pfmdr, responsables de la multirésistance des cellules cancéreuses
aux médicaments anticancéreux ont été découvertes chez P. falciparum et nommés Pfmdrl et
Pfmdr2. Le Pfmdr2 est localisé sur le chromosome 14 de P. falciparum.

Ce géne ne présente pratiguement aucune variation entre les parasites sensibles et ceux
résistants [57]. En revanche des variations dans le nombre de copies du géne Pfmdrl, le géne
situé sur le chromosome 5 du parasite, associées ou non avec des mutations ponctuelles, ont
été initialement considérées dans la chloroquinorésistance. Des mutations ponctuelles de
Pfmdrl sont décrites comme liées a la chloroquinorésistance dans certaines études de terrain,

par contre certains auteurs ont trouvé le contraire [58]. Le géne Pfmdrl code pour une
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protéine de perméabilité d’un poids moléculaire de 170kD. Comme les homologues des
cellules cancéreuses, cette protéine serait impliquée dans le transport transmembranaire de la
chloroquine et d’autres molécules [59].

Une mutation au niveau du Pfmdrl Asn-Tyr en position 86 pourrait contribuer a la
chloroquino-résistance [60] ; ou une augmentation du nombre de copies aurait aussi un impact
sur la modulation de I’efficacité de I’artésunate, I’amodiaquine, I’artéméther et la

luméfantrine [61, 62].

3.2.1.5.8.2. Pfcrt (Plasmodium falciparum chloroquine resistance transporter) gene :

Il a été décrit dans le chapitre mécanisme de résistance de P. falciparum a la chloroquine que
la mutation, notamment le remplacement de 1’acide aminé K par le T de la protéine PfCRT
expliquait la résistance de P. falciparum a la chloroquine. Cette observation a été confirmée
par une étude réalisée sur terrain en adoptant le protocole de I’OMS 1996. Cette étude a
montré que tous les patients porteurs d’une infection palustre aprés traitement a la chloroquine
présentaient la forme mutée de ce géne [63]. L’allele muté du géne Pfcrt est également
impliqué dans la baisse de sensibilité du parasite a I’amodiaquine et a la quinine [64, 65].
Différents haplotypes de Pfcrt IEK, IET, MEK, MET, INK, INT, MNK, MNT (positions74,
75,76) ont été décrits. Les parasites chloroquino-sensibles présentent un haplotype CVMNK
(positions 72-76) représentant l'allele sauvage. Les alleles résistants sont CVIET pour
I'Afrique et I'Asie et SVMNT pour I'Amérique du Sud et la Papouasie-Nouvelle Guinée.
Plusieurs hypothéses ont été proposées pour expliquer le mécanisme de la
chloroquinorésistance.

La résistance de P. falciparum a la chloroquine pourrait &tre multigénique et est initialement
conférée par les mutations dans le gene Pfcrt. En présence des mutations sur le Pfcrt, les
mutations dans un second transporter (Pfmdrl) module le degré de résistance in-vitro, mais le
role du Pfmdrl dans la survenue de la chloroquinorésistance aprés un traitement a base de
chloroquine reste non élucidé[66]. La résistance a la chloroquine de P. falciparum est
survenue spontanément moins de dix fois dans les cinquante derniéres années [67]. Ceci
suggére que la probabilité que le parasite lui-méme développe la résistance est sous 1’ordre de

1 sur 1020 multiplications du parasite [68].
3.2.1.5.9. Méthode d’évaluation de la résistance de P. falciparum a la chloroquine :
L’évaluation de la résistance a la chloroquine a été standardisée par I’OMS pour I’espece P.

falciparum. 1l s’agit d’épreuves d’évaluation in vivo, in vitro/ex vivo et moléculaire.
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3.2.1.5.9.1. Testinvivo :
Le test in vivo a évolué en passant par le protocole de 1973, qui a été révisé en 1996, celui-ci
a eté revisé en 2003. Les révisions les plus récentes ont concerné surtout 1’évaluation de

I’efficacité des combinaisons thérapeutiques a bases d’artémisinine.

%+ Résumé du protocole in vivo de POMS de 1973

Le test standard de I'OMS consistait en I'administration de 25 mg de chloroquine base par kg
de poids corporel pendant 3 jours, avec une période d'observation de 7 jours. Les réponses
étaient classées par Sensible (S) si les formes asexuées disparaissaient du sang dans les 7 jours
suivant le début du traitement sans recrudescence ultérieure. I y a résistance de type I (RI) s’il
y a disparition des formes asexuées comme dans la sensibilité, suivie d'une recrudescence. Il y
a résistance de type II (RII) s’il y a une réduction marquée de la parasitémie des formes
asexuées mais sans clairance. Il y a résistance de type III (RIII) s’il n’y a pas de réduction

marquée de la parasitémie des formes asexuées [69].

% Résume du protocole in vivo de ’OMS de 1996

Le protocole de 1996 de I'OMS consistait a enregistrer les informations essentielles du
patient, incluant I'évaluation clinique, la température corporelle, la parasitémie, le poids
corporel au jour 0 (avant le traitement), le traitement était fait sous supervision avec 25mg/kg
de poids corporel de chloroquine (fractionnée en trois prises : 10 mg/kg le jour O et le jour 1 ;
Smg/kg le jour 2). L'évaluation clinique et I’examen de la température corporelle sont
effectués aux jours 1, 2, 3, 7 et 14 et I’examen de la parasitémie aux jours 3, 7 et 14 [70].

En fonction des résultats obtenus, les réponses peuvent étre classées selon les cas suivants :
échec thérapeutique précoce (ETP), échec thérapeutique tardif (ETT), réponse clinique
adéquate (RCA).

On considere qu’il y a échec thérapeutique précoce si I’on constate la présence d’un des
quatre critéres suivants :

v’ goutte épaisse positive et symptomes de paludisme grave les jours 1, 2 ou 3;

v’ goutte épaisse positive (densité parasitaire > densité du jour 0) et fievre le jour 2;

v/ goutte épaisse positive et fievre le jour 3;

v’ goutte épaisse positive le jour 3 (densité parasitaire > 25 % de la densité parasitaire avant

traitement.
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L’échec thérapeutique tardif se définissait par la présence d’un signe de gravité du paludisme
et une goutte épaisse positive entre le jour 4 et le jour 14.

On parle enfin de réponse clinique adéquate lorsque le malade présente une goutte épaisse
négative au jour 14, soit lorsque le malade présente une goutte épaisse négative et qu’il reste
apyrétique pendant le suivi, sans avoir auparavant satisfait aux critéres d’échec thérapeutique

précoce ou tardif.

%+ Résumé du protocole in vivo de POMS de 2003
Le protocole de 2003 est une révision de celui de 1996. En plus des autres jours de suivi,
I’évaluation du patient continue hebdomadairement jusqu’au jour 28. C’est-a-dire le suivi se

fait aux jours 1, 2, 3, 7, 14, 21 et 28 [71].

3.2.1.5.9.2. Test in vitro/ex vivo:

Il consiste & mesurer I’inhibition de la maturation en schizontes des parasites isolés chez un
sujet directement (ex vivo) ou apres des phases d’adaptation (in vitro), en présence de doses
croissantes d’un antipaludique donné. Les tests actuellement utilisés sont : le test isotopique,
les tests a base de fluorochrome, le ring stage survival assay (RSA). lls sont basés sur la
capacit¢ des doses croissantes d’antipaludiques testés a empécher la maturation des
trophozoites de P. falciparum en schizontes, lorsque le préléevement sanguin est mis en culture
dans du milieu RPMI (Roosevelt Park Mémorial Institute) et incubé a 37°C, en présence du
CO; et de I’0O,, pendant 24 a 48 heures. Les résultats s’expriment en concentration inhibitrice
50% (Clsp) pour le test isotopique et les tests a base de fluorochrome et en taux de survie pour
le RSA.

3.2.1.5.9.3. Les tests moléculaires :
Plusieurs tests moléculaires sont actuellement disponibles mais ¢’est la Réaction de

Polymérisation en Chaine (PCR) classique qui est développée dans ce travail.

Principe :

Cette technique permet de genotyper les parasites. Il consiste en une amplification
exponentielle de I’ADN plasmodial en présence d’une enzyme (Taq polymérase), d’amorces
spécifiques et d’un milieu tampon. La révélation se fait par électrophoreése de I’ADN amplifié

sur gel d’agarose a 2%.
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Technique :

Cette technique décrite en 1986 par Kary Mullis [72], permet une amplification enzymatique
in vitro de I’ADN initial. Elle nécessite de connaitre la séquence des régions qui délimitent le
fragment d’ADN a amplifier. Connaissant ces deux séquences, il faut synthétiser deux
oligonucléotides qui vont servir d’amorces. Des cycles successifs sont entrepris, chaque cycle.
Ce cycle comprend :

- Dissociation par la chaleur pour séparer les deux brins de I’ADN.

- Association avec les deux amorces spécifiques. La fixation des amorces aux brins d’ADN
est rendue possible grace a un abaissement de température. Un des deux oligonucléotides se
fixe sur un brin de ’ADN, le deuxiéme sur ’autre.

- Elongation des amorces avec une DNA polymérase.

Cette technique a eu de I’ampleur avec la découverte en 1988 d’'un ADN polymérase non
inactive par la chaleur [73]. 1l s’agit de la Taq polymérase (isolée d’une bactérie thermophile
adaptée a la vie dans des sources d’eau chaude (" Thermus aquatus "). Avec la Taq
polymérase on peut effectuer un nouveau cycle (dissociation, Association des amorces,
réplication de I’ADN) sans avoir a ajouter chaque fois de I’enzyme. Il est maintenant possible
d’automatiser ces réactions grace a des thermocycleurs programmables en température et en

temps.

3.2.1.6. Autre méthode d’évaluation de résistance de P. falciparum a la chloroquine :

la méthode de GRI (Genotype Resistance Indice) et de GFI (Genotype Failure Indice)
(DJIMDE A et al.,) [23] : C’est une méthode mathématique qui consiste a déterminer le taux
de résistance parasitologique et d’échec thérapeutique a partir du taux de résistance
génotypique. Pour cela les auteurs ont mesuré la prévalence de la résistance parasitologique,
d’échec thérapeutique et le taux de prévalence de 1’alléle mutant Pfcrt 76T de quelques sites
sentinelles parmi lesquels Kollé ; pour calculer le GRI et le GFlI.

Le GRI et le GFI tous les deux variaient entre 1,6 et 2,8. Ces variations étaient fonction de
I’age.

Ils trouverent des GRI et GFI stables et proches entres les sites, qui étaient différents sur le
plan épidémiologique. Les résultats obtenus ont permis d’estimer les taux de résistance
parasitologique et d’échec thérapeutique a partir du taux de résistance moléculaire. Le GRI est
calculé en divisant la prévalence de la résistance génotypique (Pfcrt T76) par la prévalence de
la résistance parasitologique. Le GFI est déterminé de facon similaire en calculant le ratio de

la résistance génotypique (Pfcrt T76) et I’échec thérapeutique.
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C’est une méthode qui permet de déterminer rapidement la prévalence de la résistance
parasitologique et d’échec thérapeutique en divisant respectivement la prévalence moléculaire
par le GRI et le GFI [23].
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METHODOLOGIE
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4. METHODOLOGIE:

4.1. Description du site d’étude :
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Figure 4 : Carte du Mali montrant la position de notre site d’étude.

Source : https://www.unicef.org

Kollé est un village de 3.000 habitants, situé a 57 km au Sud-ouest de Bamako. Limité au sud
par le fleuve Niger distant de 9 km, a I’ouest par Samako, au sud-ouest Bancoumana dont il
est distant de 3 km, au nord par Ténéya, au nord-est par Koursalé. La transmission du
paludisme y est saisonniére avec une allure hyperendémique sur une courte saison de 3 a 4
mois avec un indice plasmodique (IP) situé entre 40 et 50 % en saison séche et entre 70 et 85
% en saison pluvieuse. Le taux d’inoculation entomologique durant la période de forte
transmission est de 5,2 piqires infectantes par personne et par mois. Koll¢ a été 1’objet de

plusieurs de nos études par le passé.
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4.2. Description de I’échantillonnage et du type d’échantillon :

Nous avons estimé la taille de notre échantillon par convenance. Les confettis avant
traitement ont éte préalablement collectés des études antérieures menées a Kollé

Nous avons estimé 50 échantillons par année de fagons aléatoire sur les 15 années d’étude soit

750 échantillons. En estimant 10% de données non interprétables, le total faisait 825.

4.3. Type et Période d’étude :
Nous avons mené une étude rétrospective. Les échantillons utilisés sont issus des études

antérieures menées a Kollé de 2001 a 2015. L’analyse moléculaire a été faite durant la période

de 2020 & 2021.

4.4. Analyse moléculaire :

L’analyse moléculaire a été effectuée dans le laboratoire annexe de 1’Unité d’Epidémiologie
Moléculaire et de Chimiorésistance (abrégé MEDRU en anglais, Molecular Epidemiology and
Drug Resistance Unit) du Département d’Epidémiologie des Affections Parasitaires (DEAP)
de la Faculté de Pharmacie (FAPH) de I’Université des Sciences des Techniques et de
Technologies de Bamako (USTTB) sis a Sotuba.

L’analyse a porté sur les papiers buvards imbibés de sang des patients n’ayant pas pris de
médicaments, sechés et gardés a I’abris de I’humidité.

Nous avons procédé a I’extraction de I’ADN, a I’amplification, a la migration, a la révélation
par photographie aux rayons UV des marqueurs de la chloroquinorésistance et a
I’interprétation des résultats obtenus. La réaction de polymérisation en chaine (PCR) basée sur
la méthode de restriction enzymatique a été utilisée pour la recherche de mutation.

11 s’agit d’identifier la mutation ponctuelle au codon 76 du géne Pfcrt et au codon 86 du géne
Pfmdrl.

4.5. Extraction de ’ADN :
4.5.1. Matériel et reactifs :
Blouse, paire de gants, paire de ciseaux, papier hygiénique, confettis, marqueur indélébile,
racks, tubes eppendorf, Becher, poubelle, micropipette (100, 200, 1000 ul), embouts (100,
200, 1000 ul), QlAamp DNA Mini Kit, hotte, plaque chauffante, thermometre a mercure,

Bain-marie, vortex, Eau pour nettoyage des ciseaux, congélateur.
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4.5.2. Mode opératoire :

L’extraction de I’ADN plasmodial a été faite a I’aide du Kit QIAGEN dont la procédure est la
suivante :

= Découper approximativement 3 mm? du papier buvard imprégnés de sang, le transférer
dans un microtube de 1,5ml, puis ajouter 180 pl de tampon ATL et incuber a 85°C pendant 10
minutes. Puis centrifuger brievement.

= Ajouter de 20 pl de Protéinase K, homogénéiser, et incuber a 56°C sur une plaque
chauffante ou un bain —marie pendant une heure. Puis centrifuger brievement.

= Ajouter 200 pl de tampon AL puis homogénéiser, et incuber a 70°C pendant 10 minutes.
Centrifuger brievement pour enlever les gouttes qui se trouvent a I’intérieur du couvercle du
tube.

= Ajouter 200 pl d’éthanol (96-100%) a la solution précédente puis homogénéiser.
Centrifuger brievement pour enlever les gouttes qui se trouvent a I’intérieur du couvercle du
tube.

= Transférer les solutions dans des colonnes QIAamp, fermer la colonne puis centrifuger a 8
000 rotations par minute (rpm) pendant 1 minute.

= Placer les colonnes dans des nouveaux tubes de collection, suivi de 1’ajout de 500 pl de
tampon AWL, puis centrifuger a 8 000 rpm pendant 1 minute.

= Retirer et placer les colonnes dans des nouveaux tubes de collection, ajouter 500 pl de
tampon AW2, puis centrifuger a 14 000 rpm pendant 3 minutes.

= Répéter cette étape si nécessaire pendant 1 minute.

= Placer les colonnes dans des tubes pré labellisés de 1,5 ml puis ajouter de 150 pl de
tampon AE et incuber a la température ambiante pendant 1 minute puis centrifuger a 8 000
rpm pendant 1 minute.

= Utiliser directement cet éluat ainsi obtenu ou garder a la congélation a — 20 C ou — 80C

pour une congélation a température.
4.5.3. Recherche des mutations des codons 76 du génes Pfcrt et 86 du génes Pfmdrl :

La PCR nichée a été utilisée suivie de la digestion enzymatique pour 1’analyse moléculaire

des échantillons.
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4.5.3.1. Matériels :
Blouses, gans, marqueur indélébile, tubes de 200 ou de 500 pl, tubes de 1500 pl, pipettes
(2,10,20, 100, 200, et 1000 pl), embout (2, 10, 20, 100, 200 et 1000 pl), racks, portoirs pour

pipette, thermocycleurs, poubelle.

4.5.3.2. Préparation des réactifs de PCR :

= dNTPs : une solution de travail équimolaire des quatre dNTPs de 2mM était préparée a
partir d’un stock de 100mM.

= Solution tampon (PCR Buffer) : concentrées a 10X, elles étaient fournies par les
compagnies commerciales avec le Mg2+. Pour le stock de travail, préparait les aligots de 5X
avec une teneur de 7,5mM Mgcl2 ; 12,5mM Mgcl2 et 17,5mM Mgcl2.

= Amorces (Primer) : elles venaient sous forme de poudre (lyophilisée), a partir de la poudre,
le stock de travail 100uM (ou 100x) était préparé ; la concentration finale dans le tube
réactionnel était de 1uM.

= TBE : pour constituer une solution de stock de travail d’un litre avec une concentration de
5X et avec un pH = 8. Prenait 54g de Tris base (§89mM) ; 27,5g d’acide Borique (89mM) ; et
0,37g ’EDTA Na (2mM), a dissoudre dans un litre d’eau deionisée. La solution finale était
0,5 fois concentrée soit 0,5X.

= Colorants de migration : il s’agit du bleu de Bromophénol (BB) et xyléne cyanol (XC).
Pour préparer chacun des colorants, on prenait 35ml de glycérol, 15ml d’eau deionisée et
0,125g soit du bleu de bromophénol ; soit du xyléne cyanol.

= Marqueur de poids moléculaire : ce marqueur de poids moléculaires constituait la solution
de référence. Pour la résuspension, on dilue 100ul de paires de bases de I’ADN dans 400pl
d’eau stérile. Puis on associe 100ul du colorant bleu six fois concentré, pour former un

mélange de 600pl.

Les techniques

%+ Génotypage du géne Pfcrt : une PCR niché a été faite pour amplifier le fragment du géne
Pfcrt portant la mutation ponctuelle au codon 76.

e Premiere amplification :

Les séquences des couples d’amorces ayant servi a I’amplification le fragment du géne Pfcrt
pour le codon 76 sont :

CRT-P1: CCGTTAATAATAAATACACGCAG

CRT-P2: CGGATGTTACAAAACTATAGTTACC
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Identifié les tubes de 200 ou 500ul conformément aux numéros des confettis a traiter. Puis
nous avons prépare le mélange des réactifs dans un tube de 1,5ml, en fonction du nombre
d’échantillons a traiter par réaction selon le tableau I. Ensuite repartir dans chaque tube
identifié 20ul du mélange. Puis ajouter Sul d’ADN extrait dans le tube correspondant ce qui
fait un volume total de 25 pl. Ensuite centrifuger brievement les tubes. Ensuite placer les
tubes bien fermés dans la machine pour I’amplification avec le programme approprié selon le

tableau II.

Tableau I: Composition du mélange réactionnel pour la premiere amplification du géne
Pfcrt.

Réactifs Concentration finale Volume par réaction en pl
H20 - 11.875

5X Tampon 12,5mM Mg2+ 1X (2,5mM Mg2+) 5

10XDNTP’s 1X (200pM) 2.5

100X CRT-P1+CRT-P2 1X (1pM) 0.25

TAQ Polymérase (5U/ul) 0,625 U 0.125

ADN 5

TOTAL 25l

Tableau I1: Programme de la premiére amplification du géne Pfcrt.

Etape Température Temps
Dénaturation initiale 94°C 3 min
Dénaturation 94°C 30 sec
Hybridation 56°C 30 sec
Extension 60°C 1 min

Retourner a I’étape 2, 44 fois

Extension finale 60°C 3 min

Fin du programme 4°C Infini

e La deuxieme amplification :
Séquences du couples d’amorce ayant servi a amplifier le fragment du géne Pfcrt pour le
codon 76
CRT-D1: TGTGCTCATGTGTTTAAACTT
CRT-D2 : CAAAACTATAGTTACCAATTTTG
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Comme pour la premiere amplification, identifier les tubes de 200 ou 500ul. Conformément
aux numéros des produits de la premiere amplification a traiter.

Puis nous avons préparé le mélange dans un tube 1,5 ml en fonction du nombre d’échantillons
a traiter par réaction selon le tableau I11.

Apres nous avons reparti dans chaque tube identifie 24ul de la solution du mélange.

Puis ajouter 1ul du produit de la 1 ere amplification dans le tube correspondant ce qui fait un
volume total de total 25 pl.

Ensuite centrifuger brievement les tubes. Les tubes bien fermes sont a la fin places dans la
machine pour I’amplification selon le programme approprie (tableau 1V).

Tableau 111 : Composition du mélange réactionnel pour la deuxiéme amplification du
codon 76 du gene Pfcrt.

Réactifs Concentration finale Volume par réaction en pl
H20 - 15.875

5X Tampon 12,5mM Mg2+ 1X (2,5mM Mg2+) 5

10XDNTP’s 1X (200pM) 25

100X CRT-D1+CRT-D2 1X (1pM) 0.25

TAQ Polymérase (5U/ul) 0,625 U 0.125

ADN( Produit de laPCR 1) 1

TOTAL 25l

Tableau IV : Programme de la deuxiéeme amplification du codon 76 du gene Pfcrt.

Etape Température Temps

Dénaturation initiale 95°C 5 min

Dénaturation 92°C 30 sec

Hybridation 48°C 30 sec

Extension 65°C 1 min
Retourner a I’étape 2, 25 fois

Extension finale 65°C 3 min

Fin du programme 4°C Infini

= Ladigestion du produit de la deuxieme amplification :
Trier les échantillons qui ont des bandes correctes plus les quatre témoins. Numeéroter des

nouveaux tubes de 200 ou 500ul conformément aux numéros du produit de la deuxieme
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amplification a traiter. Ensuite préparé le mélange des réactifs dans un tube 1,5 ml en fonction
du nombre d’échantillons a traiter (tableau V).

Apres repartir dans chaque tube identifie 15ul du mélange.

Ensuite ajouter 5ul du produit de la deuxiéme amplification dans le tube correspondant. Puis
brievement centrifuger. En fin placer les tubes dans I’incubateur, ou le bain marie, ou les
plaques chauffantes.

La digestion a été faite a une température de 50C pendant 6heures au minimum.

Procéder a I’électrophorése sur gel d’agarose a 2% pendant au moins 30 mn & 100 V.

En fin faire la révélation sous UV. Puis prendre la photo du gel, et I’interpréter.

Tableau V: Composition du mélange réactionnel pour la digestion du codon76 du gene
Pfcrt.

Réactifs Concentrations Finales Volume par réaction en pl
H20 - 12,55

10X Buffer N°3 1X 2

100xBSA 1X 0,2

Enzyme (Apo 1) 10000U /ml  2,5U 0,25

ADN - 5

TOTAL 20

< Interprétation de la photo de la digestion :

La taille de bandes de produits migrés était comparée a celle du marqueur de poids
moléculaire de référence. Pour la premiere et la deuxieme amplification, la taille des bandes
des échantillons et celle des témoins positifs étaient au méme niveau.

La taille attendue pour les produits d’amplifications est de 537 pb pour la 1ere amplification
et de 134 pb pour la 2 éme amplification. L’enzyme ne coupe que les souches de génotypes
sauvages. Les bandes de la méme taille que le témoin sauvage (100pb) correspondent aux
souches sauvages. En revanche celles qui ont la méme taille que le témoin mutant (134pb)
correspondent aux souches mutantes. Les échantillons présentant a la fois les deux bandes

(sauvage et mutante) correspondent aux isolats mixtes.

Thése de Médecine 2021-2022 Bassirou DIAKITE 34



DYNAMIQUE DES MARQUEURS MOLECULAIRES DE RESISTANCE DE PLASMODIUM FALCIPARUM A LA CHLOROQUINE
PfCRT K76T, PIMDR-1 N86Y DE 2001 A 2015 A KOLLE, MALI

% Génotypage du gene Pfmdrl :

e La premiere amplification :

Séquences du couples d’amorces ayant servi a I’amplification du fragment du géne Pfmdrl au
codon 86 sont :

MDR-1 : ATGGGGTAAAGAGAGAAAGA

MDR-2 : AACGCAAGTAATACATAAAGTCA

Identifier les tubes de 200 ou 500ul conformément aux numéros des confettis a traiter. Puis
nous avons préparé le mélange des réactifs dans un tube de 1,5ml, en fonction du nombre
d’échantillons a traiter par réaction selon le tableau I. Ensuite repartir dans chaque tube
identifié¢ 20ul du mélange. Puis ajouter 5ul d’ADN extrait dans le tube correspondant ce qui
fait un volume total de 25 pl. Ensuite centrifuger brievement les tubes. Ensuite placer les
tubes bien fermés dans la machine pour 1’amplification avec le programme approprié selon le

tableau VI.

Tableau VI: Composition du mélange réactionnel pour la premiére amplification du
géne Pfmdrl.

Réactifs Concentration finale Volume par réaction en pl
H20 - 12,125

5X Tampon 12,5 Mg2+ 1X (2,5mM Mg2+) 5

10X dNTPs 1X (100pM) 2,5

100XAmorces MDR 1+2  1X (1pM) 0,25

Taq Polymérase (5U/pl) 0,625 U 0,125

ADN 5

TOTAL 25

Tableau VII : programme de la premiére amplification du codon 86 gene Pfmdrl.

Etape Température
Dénaturation initiale 95°C
Dénaturation 92°C
Hybridation 48°C
Extension 65°C

Aller a I’étape 2, 44 fois
Extension finale 65°C

Fin du programme 4°C
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e La deuxieme amplification du géne Pfmdrl

Séquences du couple d’amorces utilisées sont les suivantes :

MDR-3 : TGGTAACCTCAGTATCAAAGAA

MDR-4 : ATAAACCTAAAAAGGAACTGG

Nous avons identifié les tubes de 200 ou 500ul conformément aux numéros des produits de la
premiére amplification a traiter. Ensuite nous avons préparé le mélange dans un tube 1,5 ml
en fonction du nombre d’échantillons a traiter par réaction selon le tableau VI. Puis repartir
dans chaque tube identifie 24l de la solution du mélange.

Ensuite ajouter 1pl du produit de la 1°® amplification dans le tube correspondant ce qui fait un
volume total de total 25 pl.

Puis centrifuger brievement les tubes, fermer et placer les dans la machine pour

I’amplification selon le programme approprie (tableau VI11I).

Tableau VIII: Composition du mélange réactionnel pour la deuxiéme amplification du
codon 86 du gene Pfmdrl.

Réactifs Concentration finale Volume par réaction en pl
H20 - 16,125

5X Tampon 12,5 Mg2+ 1X (2,5mM Mg2+) 5

10X dNTPs 1X (100pM) 2,5

100XAmorces MDR3+4 1X (1pM) 0,25

Taq Polymérase (5U/nul) 0,625 U 0,125

ADN (Produit de la PCR1) 1

TOTAL 25

Tableau IX: Programme de la deuxiéme amplification du codon 86 du gene Pfmdrl.

Etape Température Temps

Dénaturation initiale 95°C 3 min
Dénaturation 92°C 30 sec
Hybridation 48°C 45 sec

Extension 65°C 1 min
Aller a I’étape 2, 25 fois

Extension finale 65°C 5 min

Fin du programme 4°C Infini
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= Ladigestion du produit de la deuxieme amplification :

Nous avons trié d’abord les échantillons qui ont donné de bandes correctes plus les quatre
témoins. Puis nous avons identifié les tubes de 200 ou 500ul conformément aux numéros du
produit de la deuxieme amplification a traiter. Ensuite nous avons préparé le mélange des
réactifs dans un tube 1,5 ml en fonction du nombre d’échantillons a traiter (tableau IX). Puis
nous avons reparti dans chaque tube identifié 15ul du mélange.

Ensuite nous avons ensuite ajoutée Sul du produit de la deuxiéme amplification dans le tube
correspondant ce qui fait un volume total de total 20 pl.

La digestion a été faite & une température de 37°C pendant 6 heures au minimum. Puis nous
avons procédé a 1’électrophorése sur gel d’agarose a 2% pendant au moins 30mn a 100V
(volte). Ensuite nous avons fait la révélation sous UV. Puis nous avons pris la photo du gel, et

I’avons interprété.

Tableau X: Composition du mélange réactionnel pour la digestion du codon 86 du géne

Réactifs Concentrations Finales Volume par réaction en pl
H20 - 12,55

10X Buffer N°3 1X 2

100xBSA 1X 0,2

Enzyme (AFLIII 1) 10000U /ml 2,5U 0,25

ADN - 5

TOTAL 20 pl

Pfmdrl.

e Interprétation de la photo :

La taille de bandes de produits de la digestion migrés était comparée a celle du marqueur de
poids moléculaire de référence. Pour la premiere et la deuxiéme amplification, la taille des
bandes des échantillons et celle des témoins positifs étaient au méme niveau.

Les échantillons dont les bandes étaient au méme niveau que la bande du témoin positif
sauvage (3D7 : 521bp), étaient considéres comme souches sauvages.

Les échantillons dont les bandes étaient au méme niveau que la bande du témoin positif
mutant (Dd2 :200bp) etaient considérés comme souches mutantes. En revanche, les

échantillons qui avaient trois bandes I’une au niveau du témoin positif sauvage et deux autres
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au niveau du témoin positif mutant étaient considérés comme mixtes ; c'est-a-dire présentent a

la fois des souches avec alléle sauvage et des souches avec alléle mutant.

4.6. Détermination de la résistance parasitaire a partir de la prevalence moléculaire :

Selon le modele mathématique décrit dans les publications de DJIMDE A et al., en 2001 [23],
le GRI et le GFI tous les deux variaient entre 1,6 et 2,8. Ces variations étaient fonction de
I’4ge ; comme nous ne nous sommes pas intéressés a 1’age de la population dans laquelle ces
échantillons biologiques ont été tirés car les bases de données démographiques de certaines de
ces études antérieures ne sont plus disponibles. Nous avons donc utilisé la moyenne des index
qui correspondait a 2,2. La résistance parasitaire a donc été estimée en divisant les

prévalences de Pfcrt par 2,2.

4.7. Analyses statistiques :

Les données ont été saisies sur le logiciel Excel et analysées sur R version 3.5.1. Le test de
chi2 a été utilisé pour comparer les proportions. Le seuil de signification statistique a été fixé
a 5%.

4.8. Considérations éthiques :
L’étude mére a été soumise a I’approbation du comité d’éthique de la FMPOS. Tous les
participants ont donné leur consentement éclairé et volontaire avant leur inclusion dans

I”étude.
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RESULTATS
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5. RESULTATS:
Au total, 652 échantillons ont été analysés, qui ont été répartis sur les 12 ans d’étude en
fonction de la disponibilité des prélévements.

5.1. La prévalence des alléles du géne Pfcrt de 2001 a 2015 :

R GRS @ s @ e R e e e |

134 pb =)
PCR2 PFCRTK76T KOLLE 2005

N‘ & )(38»3 K384 3 1£386 K387 K388 K389 K390 K391

——

134 pb ===

Figure 5 : photo du gel d’électrophorése du produit de la deuxiéme PCR du géne
Pfcrt K76T. (source MEDRU/MRTC/Bassirou)

Thése de Médecine 2021-2022 Bassirou DIAKITE 40



DYNAMIQUE DES MARQUEURS MOLECULAIRES DE RESISTANCE DE PLASMODIUM FALCIPARUM A LA CHLOROQUINE
PfCRT K76T, PIMDR-1 N86Y DE 2001 A 2015 A KOLLE, MALI

134 pb =mp
DIGESTION

> ReRE el SR LR L

PFCRT K76T KOLLE 2005

E K391 K392 K393 K384 K395 K396 Ddz 3D7 w1 w2
— —

- R p— - S— — — —

Sl

100 ph )

Figure 6 : Photo du gel d’électrophorése du produit de la digestion PCR du géne Pfcrt
K76T. (source : MEDRU/MRTC/Bassirou DIAKITE)

o Interprétation de la photo :
La taille attendue 2 ¢éme amplifications est de 134 pb. L’enzyme ne coupe que les souches de
génotypes sauvages. Les bandes de la méme taille que le témoin sauvage (100pb)
correspondent aux souches sauvages. En revanche celles qui ont la méme taille que
Dd2(134pb)
correspondent aux souches mutantes. Les échantillons présentant a la fois les deux bandes

(sauvage et mutante) correspondent aux souches mixtes
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Tableau XI: Prévalences des alleles du géne Pfcrt par année a Kollé :

Pfcrt K76T
Annee Sauvages n (%) Mixte n (%) Mutants n (%) Total
2001 18 (31) 2 (3,5) 38 (65,5) 58
2002 15 (26,8) 2 (3,6) 39 (69,6) 56
2003 6 (16,7) 2 (5,6) 28 (77,8) 36
2004 14 (25) 354 39 (69,6) 56
2005 14 (26,4) 2 (3,8) 37 (69,8) 53
2007 14 (26,4) 0 (0,0) 30 (68,2) 44
2008 14 (22,2) 0 (0,0) 49 (77,8) 63
2010 16 (23,5) 3(44) 49 (72,1) 68
2012 19 (31,7) 6 (10) 35 (58,3) 60
2013 8 (12,9) 1(1,6) 53 (85,5) 62
2014 3(6,8) 2 (4,5) 39 (88,6) 44
2015 5 (17,2) 3(10,3) 21 (72,4) 29
Total 146 (23,2) 26 (4,1) 457 (72,7)) 629

La prévalence de 1’alléle mutant du codon 76 de Pfcrt variait entre 58,3 % et 88,6 % pendant

les 12 ans. La différence n’était pas statistiquement significative (p =0,05), Chi2.
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5.2. La prévalence des alléles du géne Pfmdrl de 2001 a 2015 a Kollé :

PCR2 PFMDR1 KOLLE 20018

Figure 7 : photo du gel d’électrophorése du produit de la deuxiéme PCR du géne Pfcrt
K76T (Source MEDRU/MRTC/Bassirou DIAKITE).
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Figure 8 : Photo du gel d’électrophorése du produit de la digestion PCR du gene Pfmdrl
N86Y (Source MEDRU/MRTC/Bassirou DIAKITE).

o Interprétation de la photo :
Les echantillons dont les bandes étaient au méme niveau que la bande du témoin positif
sauvage (HB3 : 521bp), étaient considérés comme souches sauvages.
Les échantillons dont les bandes étaient au méme niveau que la bande du témoin positif

mutant (Dd2 :200bp) étaient considérés comme souches mutantes. En revanche, les
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¢échantillons qui avaient trois bandes I’une au niveau du témoin positif sauvage et deux autres
au niveau du témoin positif mutant étaient considerés comme mixtes ; c'est-a-dire présentent a
la fois des souches avec alléle sauvage et des souches avec alléle mutant.

Tableau XI1: prévalence des alleles du géne Pfmdrl par année a Kollé.

Pfmdrl N86Y

Année Sauvages n (%) Mixtes n (%) Mutants n (%) Total
2001 53 (81,5) 3(4,6) 9(13,8) 65
2002 23 (60,5) 9(23,7) 6 (39,5) 38
2003 32 (64,0) 5 (10) 13 (26) 50
2004 41 (70,7) 6 (10,3) 11 (19) 58
2005 36 (62,1) 8(13,8) 14 (24,1) 58
2007 28 (68,3) 3(7,3) 10 (24,4) 41
2008 51 (78,5) 5(7,7) 9(13,3) 65
2010 53 (70,7) 3(4,0) 19 (25,3) 75
2012 42 (73,7) 3(5,3) 12 (21,1) 57
2013 42 (80,8) 0(0,0) 10 (19,2) 52
2014 49 (76,6) 5(7,8) 10 (15,6) 64
2015 17 (63) 4 (14,8) 6 (22,2) 27
Total 469 (71,9) 54 (8,3) 129 (19,8) 652

Les prévalences de I’alléle mutant du codon 86 de Pfmdrl variait entre 13,8 % et 39,5 %
pendant les 12 ans dans notre population d’étude avec une prévalence globale de 19,9 %. La

différence n’était pas statistiquement significative au cours des années (p = 0,08), Chi2.
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La proportion des alleles mutant du codon 76 du gene Pfcrt était élevée et quasiment
constante sur les 12 ans. L’alléle mutant du Pfmdrl évoluait trés peu et était maintenu a une

proportion relativement faible (figure 9).
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FIGURE 9 : Dynamique des alléles des codons 76 et 86 des genes Pfcrt et Pfmdrl par année.
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5.3. La résistance in vivo a la chloroquine par le modele d’Index de Résistance
Génotypique (GRI)[23] :

Tableau XI11: L’estimation de la résistance in vivo a la chloroquine a partir du ratio de
la prévalence moléculaire Pfcrt76T et I’index moyen de résistance génotypique 2,2 [23].

Année Prévalence Pfcrt76T % Résistance in vivo %
2001 69 31,36
2002 73,2 33,27
2003 83,4 37,9
2004 75 34,1
2005 73,6 33,45
2007 68,2 31
2008 77,8 35,36
2010 76,5 34,77
2012 68,3 31,05
2013 87,1 39,59
2014 93,1 42,31
2015 82,7 37,59
Moyenne 77,32 35,1

La prévalence de la résistance in vivo est restée élevée tout au long des années d’étude avec
une moyenne de 35,1%. Il n’y avait pas de différence statistiquement significative entre les

niveaux de résistance in vivo au cours des années (p > 0,05), Chi2.
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COMMENTAIRES
ET DISCUSSION
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6. COMMENTAIRES ET DISCUSSION :

L’analyse a porté sur 652 échantillons collectés dans le village de Kollé de 2001 & 2015 au
cours des essais cliniques antérieures. Il était de convenu de rechercher et analyser 50
échantillons par an, mais en fonction de la disponibilité des échantillons, il y a une
fluctuation, ce qui explique la variation du nombre de confettis analysés par an. Pour certaines
années, le nombre a dépassé 50 et pour d’autres années le nombre était inférieur a 50.

Ce travail a porté d’une part, sur la détermination et la comparaison par année des différents
alleles des deux marqueurs moléculaires utilisés dans le cadre de la surveillance de la
chloroquinorésistance de P. falciparum et d’autre part, de déterminer la résistance in vivo de
la chloroquine par le modéle d’Index de Résistance Génotypique (GRI) a Kollé. Ces
marqueurs moléculaires étaient constitués de Pfcrt K76T et de Pfmdrl N86Y.

La PCR-RFLP a été utilisée pour le gétynopage de ces deux marqueurs.

6.1. Prévalence de I’alléle mutant Pfcrt K76T :
Dans cette étude, la prévalence globale des alléles mutants Pfcrt K76T était de 72,7%. 1l n’y

avait pas de différence statistiquement significative (p = 0,05). Cette prévalence élevée et
constante de 1’alléle mutant au cours des années pourrait s’expliquer par le fait que la
prévalence de la mutation était déja tres élevée au moment de 1’arrét de la chloroquine mais
aussi certaines molécules utilisées telles que I’amodiaquine et la pipéraquine en combinaison
post arrét auraient contribué a garder la pression de sélection.

Ces résultats sont inférieurs a ceux obtenus par SRIMUANG K et al. soit un taux de mutation
a 98.2% en Asie du sud-est en 2015 [74].

Ces résultats sont comparables a ceux observés par DJIMDE A. et al., en 2003 au Mali [11].
Ces résultats sont comparables a ceux observés par RETENG P. et al., soit un taux de
mutation a 74,5% en Indonésie en 2017 [75].

TEKETE. M et al., avait également obtenu une prévalence de 70% des alléles mutants Pfcrt
K76T en 2009 dans la méme localité [76].

La prévalence globale observee dans notre étude est similaire a celle obtenue par LY O. et al.,
en 2012 a Pikine au Sénégal, qui ont trouvé une prévalence de I’alléle mutant PfcrtK76T de
pres de 72,4 % [77].

Les résultats obtenus dans notre etude sont comparables a ceux de ATROOSH W.M et al. en
Malaisie en 2012 avec une prévalence de mutation de 77% de PfcrtK76T [78].

Ces résultats sont plus élevés que ceux obtenus par APINJOH T et al., au Cameroun en 2017

soit une prévalence de 47,3% de mutants [79].
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Au Sénégal, FALL B et al., ont trouvé une prévalence de Pfcrt76T de 50% en 2015 [80].
Cette constance dans la dynamique de la prévalence de la chloroquinorésistance est un
phénomene rencontré partout en Afrique ; elle pourrait s’expliquer par la pression de 1’usage
des médicaments partenaires de certaines CTAs et des médicaments de la CPS qui ont une
action analogue entrainant une sélection croisée des marqueurs moléculaires de la résistance.
Cependant, nos résultats sont différents de ceux observés par DARA A et al., en 2008 au Mali
dans la localité de Pongonon [81] et par SONDO P et al., en 2020 & Bobo Dioulasso au
Burkina Faso [22], qui avaient trouvé respectivement 33,3% et 20,6% de prévalence d’all¢les
mutants du géne Pfcrt. Cette différence pourrait s’expliquer par la différence des facies
épidémiologiques ou par 1’absence probable de la pression médicamenteuse liée a des
molécules antipaludiques sélectionnant le géne Pfcrt mutant dans la localité de Pongonon.
Cependant nos résultats étaient différents de ceux de LAUFER MK et al., qui ont trouvé au
Malawi une décroissance de 1’alléle mutant Pfcrt K76T de 15,3% en 1998 a 9.2% en 2005
[13]. Cette différence pourrait s’expliquer par I’arrét de la chloroquine dans cette zone.
Mwanza S et al., ont décrit I’absence de circulation de Pfcrt 76T Zambie en 2016 [14]. Cette
différence avec 1’¢tude de la Zambie pourrait s’expliquer par 1’absence d’utilisation des

médicaments analogues pouvant entrainer une sélection croisée des alleles mutants Pfcrt.

6.2. Prévalence de I’alléele mutant Pfmdrl :
La prévalence globale de I’alléle mutant 86Y de Pfmdrl était de 19,8 % par la PCR-RFLP &

Kollé au Mali sur 12 ans. La dynamique de la prévalence de ce marqueur n’a pas varié tout au
long de la période d’étude (p = 0,08).

Ces résultats sont comparables a ceux observés par FIGUEIREDO P et al., en 2008 en
Angola, qui ont trouvé une prévalence identique de 19,8% [82] et de TRAORE B et al., au
Tchad qui ont trouvé une prévalence de 20,6% en 2020 [83].

Ces résultats sont comparables a ceux observés par Wurtz N et al., en 2012 au Sénégal qui ont
trouvé une prévalence de 1’allele mutant Pfmdrl 86Y de 16% [84].

Ces résultats de prévalence de 1’alléle mutant Pfmdrl 86Y sont légerement en hausse par
rapport a ceux obtenus par SONDO.P et al., en 2020 a Bobo Dioulasso au Burkina Faso qui
ont trouve 10,1% [22].

En revanche nos résultats sont inférieurs a ceux observés par DJIMDE A et al., en 2001 et
TEKETE M. et al., en 2009 au Mali soit une prévalence de Pfmdrl 86Y a 50% et 63,6% [85,
76]. Cette différence pourrai par la pression due a la luméfantrine qui a commencé dans les

années 2006 qui sélectionne 1’alléle sauvage et diminue la fréquence des mutants et aussi
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I’étude de DJIMDE A et al., a été menée & Bandiagara et Mopti tandis que cette présente

étude a été menée a Kollé [85].

6.3. Prévalence de la résistance in vivo :

Les résultats de cette étude ont montré une prévalence moyenne de la résistance in vivo de P.
falciparum a la chloroquine de 35,15% au cours des 12 années de collecte d’échantillons.
Cette prévalence in vivo estimée a partir de la prévalence de 1’alléle mutant Pfcrt 76T était
comparable a celle trouvée par DJIMDE A et al., en 2001 [23] et par TEKETE M et al., en
2009 dans la méme zone [76]. Malgré I’arrét de la chloroquine, la prévalence de 1’alléle
mutant de Pfcrt K76T reste constante depuis 2001. Ce taux de résistance in vivo a la
chloroquine de 35,1% est supérieur au seuil de 25% établi par I’OMS [23], au-dessus duquel
I’antipaludique en monothérapie n’est plus efficace et doit étre retiré dans le traitement du
paludisme.

Ceci démontre qu‘ il est trés peu probable d’utiliser la chloroquine pour le traitement du

paludisme dans un future proche.

6.4. Limites de I’étude :

Les échantillons de trois années n’étaient pas disponibles.

Vu que les bases de données démographiques de toutes les études auxquelles appartiennent
ces échantillons n’étaient plus disponibles, nous n’avons pas pu catégoriser les participants

par age et appliquer le GRI spécifique, qui peut varier 1égérement en fonction de 1’age.
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CONCLUSION
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7. CONCLUSION: :

Au terme de notre étude la prévalence de I’allele mutant du geéne Pfcrt était élevée et
constante au cours des années a Kollé de 2001 a 2015 et une prévalence relativement faible de

I’alléle mutant du géne Pfmdr1.
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RECOMMANDATIONS
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8. RECOMMANDATIONS :

Aux termes de notre étude nous formulons les recommandations suivantes :

Aux autorités administratives et politiques de sante,

De soutenir des études multicentriques sur les sites sentinelles du PNLP ou sur les sites des

médecins de campagne pour suivre 1’évolution du niveau de la chloroquinorésistance.

Aux chercheurs
De continuer a surveiller la résistance de P. falciparum a la chloroquine dans les zones

d’endémie palustre afin de fournir des informations mises a jour au PNLP.
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Résumé :

Introduction : la chloroguine a été abandonnée a cause du taux de résistance élevé de
Plasmodium falciparum a cette molécule. De nos jours, les médicaments recommandés pour
le traitement du paludisme non compliqué sont les combinaisons thérapeutiques a base
d’artémisinine (CTA). Les études récentes ont montré que les parasites deviennent résistants a
ces CTA dans les pays d’Asie. Il y a trés peu d’antipaludique en cours de développement.

Le but de cette thése était d’étudier la dynamique des marqueurs moléculaires de résistance de
P. falciparum a la chloroquine afin de déterminer la prévalence in vivo a la
chloroquinorésistance a Kollé.

Meéthodologie : Nous avons analysé des échantillons collectés des études antérieures menées
a Kollé sur une période de 2001 a 2015. L’analyse moléculaire a été faite par PCR-RFLP. I
s’agissait de rechercher les alleles Pfcrt K76T et Pfmdr-1 N86Y.

Résultats : Au total, 652 échantillons ont été analysés. La prévalence globale des alleles
mutants Pfcrt K76T et de Pfmdr-1 N86Y étaient respectivement de 72,7% % et 19,8% dans
cette étude. Ces prévalences sont restées constantes sur les 12 années (p > 0.05). La résistance
in vivo estimé par le GRI était de 35,1%.

Conclusion : Au terme de notre étude la tendance de la prévalence de 1’alléle mutant du géne
Pfcrt était élevée et constante au cours des années a Kollé de 2001 a 2015 cependant la
prévalence de 1’alléle mutant du géne Pfmdrl était relativement durant cette méme période.

Mots clés : Plasmodium falciparum, marqueurs moléculaires, Pfcrt, Pfmdr, Kollé, Mali.
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Abstract:

Background: chloroquine has been abandoned because of the high resistance rate of
Plasmodium falciparum to this molecule. Today, the drugs recommended for the treatment of
uncomplicated malaria are artemisinin-based combination therapy (ACT). Recent studies
have shown that parasites of P. falciparum are becoming resistant to these ACTs in Asian
countries. There are very few antimalarials in development.

The aim of this thesis was to study the dynamics of molecular markers of chloroquine
resistance in order to determine the in vivo prevalence of chloroquine resistance in Kollé.
Method: We analyzed samples collected from previous studies carried out in Kollé over a
period from 2001 to 2015. Molecular analysis was done by PCR-RFLP. This involved
looking for the Pfcrt K76T and Pfmdrl N86Y alleles.

Results: A total of 652 samples were analyzed. The overall prevalence of Pfcrt K76T and
Pfmdrl N86Y mutant alleles were 72.7% and 19.8%, respectively, in this study. These
prevalences remained constant over the 12 years (p > 0.05). The in vivo resistance estimated
by the GRI was 35.1%.

Conclusion: At the end of our study the trend in the prevalence of the mutant allele of the
Pfcrt gene was high and constant over the years in Kollé from 2001 to 2015 however, the
prevalence of the mutant allele of the Pfmdrl gene was relatively during the same period.

Keywords: Plasmodium falciparum, molecular markers, Pfcrt, Pfmdr, Kollé, Mali.
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