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1. INTRODUCTION 

Le paludisme est causé par des parasites du genre Plasmodium qui sont transmis aux humains 

par les piqûres de moustiques vecteurs infectés appartenant à l’espèce Anophèles. Parmi les 5 

espèces de parasites causant le paludisme chez l’être humain, Plasmodium falciparum est le 

plus dangereux[1]. 

Selon le rapport 2018 de l’OMS sur le paludisme, le nombre de cas estimé dans le monde en 

2017 était de 219 millions. Les données concernant la période 2015-2017 ne révèlent aucun 

progrès significatif vers une diminution du nombre de cas de paludisme dans le monde. Le 

onzième Rapport mondial sur le paludisme de l'OMS confirme le fait que les deux objectifs 

essentiels de la Stratégie technique mondiale de lutte contre le paludisme 2016-2030 qu’est de 

réduire les cas et les décès dus au paludisme d’au moins 40 % d’ici à 2020, ne seront pas 

atteint [2].                              

Au niveau mondial, l’incidence du paludisme a reculé entre 2010 et 2017, passant de 72 cas 

pour 1000 habitants exposés au risque de paludisme à 59 pour 1000. Même si ces chiffres 

représentent une baisse de 18 % sur la période, le nombre de cas pour 1000 habitants exposés 

au risque de paludisme a stagné ces trois dernières années[2].Les enfants de moins de 5 ans et 

les femmes enceintes constituent le groupe le plus vulnérable pour cette maladie. Selon les 

estimations, en 2017, 266000 enfants sont morts du paludisme avant leur cinquième 

anniversaire, ce qui représente 61% des décès dus au paludisme dans le monde [1]. 

Le continent africain paie un lourd tribut au paludisme. En effet, près de 80 % des décès dus 

au paludisme dans le monde en 2017 ont été concentrés dans 17 pays de la région Afrique de 

l’OMS et en Inde[2].P. falciparum est le parasite du paludisme le plus prévalent dans la 

région Afrique de l’OMS; il est à l’origine de 99,7 % des cas de paludisme estimés en 2017, 

tout comme dans les régions Asie du Sud-Est (62,8 %), Méditerranée orientale (69 %) et 

Pacifique occidental (71,9 %) [2]. 

Au Mali le paludisme est la première cause de consultation et d’hospitalisation et de mortalité 

dans les formations sanitaires selon l’enquête sur les indicateurs du paludisme au Mali en 

2015[3].Les enfants de moins de 5ans et les femmes enceintes paient chaque année le plus 

lourd tribut à cette maladie[3]. Le nombre de cas confirmés de paludisme en 2018 s’élève à 

plus de deux million sept cent mille (2.700.000) personnes dont 1778 décès. Selon les 

données de l'Enquête Démographique et de Santé du ministère de la santé, le taux de 

prévalence du paludisme est de 19% au Mali [4]. 
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Au Niger, le paludisme est toujours au premier rang des motifs de consultation, 

d’hospitalisation, de décès et d’absentéisme tant scolaire que professionnel[5].           

Le rapport mondial 2018 sur le paludisme classe le Niger parmi les 11 Pays qui enregistrent à 

eux seuls 70% des cas et décès dus au paludisme au niveau Mondial. Le paludisme demeure 

par conséquent un problème de santé publique dans le pays. Selon la revue annuelle 2018 du 

Ministère de la Santé Publique du Niger, 2825329 cas confirmés et 4106 décès dus au 

paludisme ont été enregistrés dans les formations sanitaires du Pays.  L’incidence de la 

maladie est passée de 115 cas pour 1 000 en 2017 à 128 cas pour 1 000 en 2018.Le taux de 

létalité qui était de 1,94% en 2017 est passé à 1,89% en 2018 [6]. 

En termes de traitement du paludisme, l’OMS recommande actuellement les CTAs pour la 

prise en charge des cas de paludisme simple [7]. Parmi les moyens de prévention 

médicamenteux du paludisme, depuis Mars 2012, l’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) 

a publié une recommandation de politique de santé  en  faveur  d’une  nouvelle  intervention  

contre  le  paludisme  à  Plasmodium  falciparum dénommée la  chimio prévention du 

paludisme saisonnier (CPS)[7]. Cette recommandation est destinée au pays à forte 

transmission saisonnière du paludisme dont les pays de toute la sous-région du Sahel parmi 

lesquels le Mali et le Niger. La CPS cible les femmes enceintes et les enfants de moins de 

cinq ans. 

Cette approche utilise des molécules anciennes telles que l'Amodiaquine, la Sulfadoxine, la 

Pyriméthamine qui sont sur les marchés depuis plusieurs années. Considérant que, l’impact de 

leurs utilisation à grande échelle dans le cadre de la CPS pourrait conduire à la sélection des 

parasites résistants, nous avons mené une étude comparative entre le Mali et le Niger afin 

d’identifier les mutations associées aux gènes Pfdhfr et Pfdhpsàpartirdes papiers confettis 

collectés et des cassettes de TDR respectivement au Mali et au Niger. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Etude comparative des mutations sur les gènes dhfr et dhps de Plasmodiumfalciparum après les campagnes de 

chimioprévention saisonnière 2016-2017 au Niger et au Mali. 

 

Rabiatou MAMANE IDE                          Thèse de Pharmacie 2019 
5 

2. OBJECTIFS   

2.1. Objectif général  

 Examiner le polymorphisme génétique de Pfmsp1, Pfdhfr, et de Pfdhps à partir des 

papiers confettis au Mali et des cassettes du test de diagnostic rapide du paludisme au 

Niger 

2.2. Objectifsspécifiques 

 

 Examiner la diversité génétique de la population de plasmodiumfalciparum au Mali et 

au Niger par la technique de PCR avec le marqueur de msp1 ; 

 Estimer la prévalence des mutations sur lesgènesPfdhfret Pfdhpsau Mali et au 

Niger par la technique du HRM ; 

 Comparer les prévalences des mutations Pfdhfr et Pfdhps au Mali et au Niger et la 

multiplicité de l’infection. 
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3. GENERALITES 

3.1. Paludisme 

3.1.1. Définition 

Le paludisme connu aussi sous le nom de malaria (un mot italien qui veut dire mauvais air) 

est une érytrocytopathie provoquée par le développement dans les hématies d’un parasite 

hématozoaire du genre Plasmodiumtransmis à l’homme par la piqure infectante d’un 

moustique (l’anophèle femelle).  

La chimioprévention du paludisme saisonnier consiste en une administration intermittente de 

protocoles thérapeutiques complets d’antipaludiques aux enfants pendant la saison du 

paludisme dans des zones ou la transmission a un caractère fortement saisonnier[8]. 

L’objectif est de prévenir l’infection palustre en conservant des taux sanguins thérapeutiques 

pendant la période où le risque de transmission est plus élevé. L’OMS recommande le recours 

à la CPS à l’aide de la sulfadoxinepyrimethamine et de l’amodiaquine dans les zones où la 

transmission du paludisme est fortement saisonnière comme la sous-région du sahel de 

l’Afrique sub-saharienne, où Plasmodiumfalciparum est sensible aux deux antipaludiques [8]. 

La CPS est aussi d’un rapport cout-efficacité et sans danger et peut être administrée par des 

agents de santé communautaires. Dans les zones où la celle-ci est mise en œuvre, les 

traitements préventifs intermittents des nourrissons (TPIn) ne doivent pas être déployés[8]. 

L’OMS a publié ses recommandations sur la chimioprévention du paludisme saisonnier mars 

2012. Avant cette date, la CPS était citée dans la littérature de recherche entant que traitement 

préventif intermittent des enfants (TPIe). En décembre 2012, l’OMS a publiéun guide de mise 

en œuvre pour assister le pays dans l’adoption et la mise en œuvre de cette nouvelle 

intervention[8]. 

Chez P. falciparum, la résistance à la Sulfadoxine–Pyrimethamine est essentiellement acquise 

à la suite de mutations ponctuelles successives au niveau de dhfr parasitaire, c’est à dire du 

gène codant pour la dihydrofolate réductase (dhfr), qui constitue l’enzyme cible, ainsi que par 

d’autres mutations du dhps, gène qui code pour une autre enzyme la dihydropteroate synthase 

(dhps) [9].   

Des mutations sur ces gènes ont été largement identifiées dans certains pays d’Afrique tels 

que : le Burkina Faso, le Niger, le Sénégal et la Tanzanie. 
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3.1.2. Historique 

Le paludisme est une parasitose décrite par les plus vieilles civilisations: les Egyptiens, les 

Indiens, les Chinois et Hippocrate dans son traité demédecine. L’agent pathogène du 

paludisme (le Plasmodium) est découvert en 1880 par Laveran à Constantine. Ross en 1898 

découvre la transmission vectorielle (l’anophèle femelle). De 1930-1945 ; la chloroquine, 

premier antipaludique de synthèse fut obtenu ouvrant la voie aux dérivés amino-4 quinoléines. 

En 1942 l’activité insecticide du DDT (Dichlro-Diéthyl-Trichloroéthane) est découverte. La 

décision d’éradiquer le paludisme est prise par l’OMS en 1955 lors de sa 8ème assemblée. En 

1960 apparaissent les premières souches de Plasmodiumfalciparum résistantes aux amino-4-

quinoléines en Colombie puis en Asie du sud-est. En 1968 : le programme d’éradication est 

transformé en un programme de lutte visant à contrôler les effets de la maladie et en 1983 sont 

effectuées les premières tentatives de vaccination[10].                       

En 1992 la firme Rhône-Poulenc aujourd’hui Aventisen accord avec l’OMS et l’usine 

pharmaceutique de Kunming produisirent de l’artéméther injectable [11].                  

En 2001 : en Asie du Sud-est, la résistance du plasmodium à l’artémisinine est 

suspectée [12].En 2006 : au Cambodge, la résistance du Plasmodium à l’Artémisinine a été 

identifiée pour la première fois[12]. 

Le paludisme a sans doute accompagné l’homme au cours de son expansion à la surface de la 

terre.Cependant la plupart des antipaludiques utilisés de nos jours l’ont été de façon 

empirique.Ainsi la date de naissance exacte de ces molécules est difficile à préciser. Les 

antifolates ne constituent pas une classe chimique homogène. Ils se caractérisent par un même 

mode d’action : inhibition de la synthèse de l’acide folique. La découverte de l’activité 

antibactérienne des sulfamides en 1936 par G. DOGMAGK et des sulfones par 2 équipes 

indépendantes en 1937, a été le point de départ des antifolates. En effet, en1937 Diaz De Léon 

a été le 1er à signaler l’activité des sulfamides dans le traitement du paludisme, mais ils n’ont 

été reconnus en thérapeutique qu’en 1943 comme inhibiteur compétitif de l’acide para amino 

benzoïque (PABA)[13].Certains dérivés, inhibiteurs non spécifiques de la dihydrofolate 

réductase (DHFR)(Aminopterine, methotrexate) ont vu le jour mais ils n’ont été utilisés 

qu’exceptionnellement dansle traitement du paludisme. En 1951, FERONE démontre que les 

2,4 diaminopyridine et le cycloguanil, ont le même site d’action sur l’inhibition de la 

dihydrofolate réductase (DHFR). Les sulfonamides agissent en amont de la chaîne de la 

synthèse de l’acide folique par inhibition de la dihydropteroate-sythetase (DHPS). 
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Actuellement, la recherche demeure orientée vers la lutte antivectorielle, le traitement (curatif 

et prophylactique) et la vaccination. La lutte antivectorielle est confrontée à un problème 

technique notamment la résistance aux insecticides. Elle est également confrontée à un 

problème économique dû au coût et à la mise en valeur des insecticides. Le traitement 

antipaludique requiert actuellement de nouveaux produits efficaces contre les souches de 

P.falciparum résistantes aux amino-4-quinoleines. 

La surveillance des marqueurs de résistances aux différents antipaludiques est d’actualités et 

occupe de nombreux laboratoires de recherche notamment avec les techniques de biologie 

moléculaire. Ce monitoring continu est une recommandation de l’OMS en particulier dans les 

zones d’endémie palustre [14]. 

3.1.3. Répartition géographique 

3.1.3.1. Dans le monde 

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

des priorités de l’OMS de par ses ravages directs et ses conséquencessocio- économiques. 

Selon l’OMS près de la moitié de la population mondiale est exposée au paludisme. 

Les premiers cas de résistance à la chloroquine ont été rapportés en plusieurs points du monde 

entre 1957 et 1960 (Colombie et Venezuela, Cambodge et Thaïlande, Papouasie 

NouvelleGuinée, Philippines)[15]. La résistance s’est progressivement propagée dans les 

zones endémiques. 

La chloroquine est présentement retirée de la liste des médicaments pour la prise en charge du 

paludisme à P.falciparum. Elle a été remplacée progressivement par la Sulfadoxine et la 

Pyrimethamine qui ont été également remplacés par les dérivés de l’artémisinine pour la prise 

en charge du paludisme simple. Ainsi, de 2006 jusqu’à ce jour (2018) les combinaisons 

thérapeutiques à base d’artémisinine (CTA) constituent le traitement de première ligne du 

paludisme simple. 
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Figure 1 : Répartitiongéographique du paludisme dans le monde OMS 2016 

Source:https://www.google.com/search?q=carte+paludisme+2017&tbm=isch&source=iu&ict

x=1&fir=HY5AfInG4hc3IM%253A%252CLVn_dXxADcioM%252C_&usg=__uqLYO3vun

FI1SrP 

YXJMwABAPeo%3D&sa=X&ved=0ahUKEwj80ayurcraAhUMPBQKHR39CMoQ9QEIKD

AA#imgrc=AnAQxPntQa2r9M 

3.1.3.2. En Afrique 

Lepaludismeest largement répandu dans toute l’Afrique sub-saharienne 

oùcoexisteP.falciparum (nettement prédominant), P.ovale et de manière plus sporadique 

P.malariae. Le Plasmodium vivax peut être retrouvé en Afrique de l’Est. Il existe une 

transmission, faible, en Afrique du Nord (Algérie), essentiellement due à P. vivax, ainsi qu’au 

Cap-Vert et à l’Ile Maurice. L’Ile de la Réunion est indemne. En revanche, la transmission est 

bien présente aux Comores, dont Mayotte, et à Madagascar ou coexistent quatre espèces[16]. 

Le paludisme constitue un problème majeur de santé publique en Afrique 

subsaharienne[17].La résistance du Plasmodium à la monothérapie de la chloroquine et à la 

https://www.google.com/search?q=carte+paludisme+2017&tbm=isch&source=iu&ictx=1&fir=HY5AfInG4hc3IM%253A%252CLVn_dXxADcioM%252C_&usg=__uqLYO3vunFI1SrPYXJMwABAPeo%3D&sa=X&ved=0ahUKEwj80ayurcraAhUMPBQKHR39CMoQ9QEIKDAA#imgrc=AnAQxPntQa2r9M
https://www.google.com/search?q=carte+paludisme+2017&tbm=isch&source=iu&ictx=1&fir=HY5AfInG4hc3IM%253A%252CLVn_dXxADcioM%252C_&usg=__uqLYO3vunFI1SrPYXJMwABAPeo%3D&sa=X&ved=0ahUKEwj80ayurcraAhUMPBQKHR39CMoQ9QEIKDAA#imgrc=AnAQxPntQa2r9M
https://www.google.com/search?q=carte+paludisme+2017&tbm=isch&source=iu&ictx=1&fir=HY5AfInG4hc3IM%253A%252CLVn_dXxADcioM%252C_&usg=__uqLYO3vunFI1SrPYXJMwABAPeo%3D&sa=X&ved=0ahUKEwj80ayurcraAhUMPBQKHR39CMoQ9QEIKDAA#imgrc=AnAQxPntQa2r9M
https://www.google.com/search?q=carte+paludisme+2017&tbm=isch&source=iu&ictx=1&fir=HY5AfInG4hc3IM%253A%252CLVn_dXxADcioM%252C_&usg=__uqLYO3vunFI1SrPYXJMwABAPeo%3D&sa=X&ved=0ahUKEwj80ayurcraAhUMPBQKHR39CMoQ9QEIKDAA#imgrc=AnAQxPntQa2r9M
https://www.google.com/search?q=carte+paludisme+2017&tbm=isch&source=iu&ictx=1&fir=HY5AfInG4hc3IM%253A%252CLVn_dXxADcioM%252C_&usg=__uqLYO3vunFI1SrPYXJMwABAPeo%3D&sa=X&ved=0ahUKEwj80ayurcraAhUMPBQKHR39CMoQ9QEIKDAA#imgrc=AnAQxPntQa2r9M
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sulfadoxine-pyriméthamine continue d’évoluer en Afrique de l’Est, du Sud et Centrale. Cette 

résistance est beaucoup plus faible en Afrique de l’Ouest. 

Actuellement, aucun cas de résistance à l’Artémisinine et ses dérivés n’a été confirmé en 

Afrique[18]. Cependant, une réduction de la sensibilité à l’Artémisinine est présente dans 

certaines zones endémiques en Afrique [19]. Les résultats des différentes études menées 

montrent que les CTAs sont encore efficaces en Afrique[14]. La SP reste recommandée pour 

le traitement préventif intermittent du paludisme chez les femmesenceintes. 

Elle est également recommandée pour la chimioprévention du paludisme saisonnier chez les 

enfants âgés de 3 à 59 mois dans la zone du Sahel[20]. Dans ce dernier cas, l’amodiaquine est 

associée à la SP. La SP+AQ sont efficaces à cet effet. 

3.1.3.3. Au Mali[21]  

Au Mali, le paludisme est endémique à transmission saisonnière, avec cinq faciès 

épidémiologiques  

− Une zone soudano-guinéenne a transmission saisonnière longue de 4à 6mois. Le 

paludisme y est holoendémique avec un indiceplasmodique (IP) d´environ 85% de 

Juin à Novembre. La pluviométrievarie de 1300 à 1500mm d'eau par an. La 

prémunition est acquise autour de 5 ans; 

− Une zone de transmission saisonnière courte de 3 à 4 moiscorrespondantà la zone nord 

soudanienne et au Sahel. Le paludisme yest hyper endémique avec un indice 

plasmodique(IP) variant entre 50et 75%. La prémunition est atteinte autour de 9 ans. 

La pluviométrievarie de 700 à 1300 mm d'eau par an; 

− Une zone de transmission sporadique voire épidémique correspondant au Sahara. 

L´indice plasmodique (IP) est inferieur a 5%, toute lapopulation est exposée au risque 

de paludisme grave et compliqué; 

− Des zones de transmission plurimodale comprenant le delta intérieur du fleuve Niger 

et les zones de barrage: Sélingué, MarkalaetManantali. Le paludisme y est méso 

endémique. L´indice plasmodique(IP) est inférieurà 40%. La prévalence de l´ anémie 

palustre est trèsélevée dans la tranche d´âges de moins de 9 ans; 

− Les zones peu propices à l´impaludation: les milieux urbains (Bamako,Mopti).Le 

paludisme y est hypo endémique avec un IP<10%. 
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3.1.3.4. Au Niger[22]  

Les infections par P. falciparumprédominent largement au Niger, parfois associé à P. 

malariaeou P. ovale. Les prévalences parasitaires peuvent être très contrastées suivant les 

zones, ayant permis la distinction de trois strates épidémiologiques : 

− Une zone hyper-endémique au sud, près de la frontière béninoise et le long du fleuve 

Niger, où la prévalence parasitaire est importante, pouvant dépasser 50% chez les 

enfants (1-9 ans) y compris pendant les saisons sèches, témoignant d'une transmission 

permanente ;  

− Une zone méso-endémique dans les savanes soudano-sahéliennes centrales, où la 

parasitémie persiste pendant la saison sèche à des niveaux variables, mais où la 

recrudescence en saison des pluies est nette ;  

− Une zone hypo-endémique dans la vaste région saharienne, où les parasitémies sont 

très faibles à nulles, avec une forte disparité spatiale, saisonnière et interannuelle. C'est 

également la zone à plus fort risque épidémique. 

3.1.4. Les marqueurs moléculaires de résistance 

Il s’agit d’un ensemble de marqueurs impliqués dans les mécanismes moléculaires de 

résistance. Pertinents et spécifiques pour prédire le niveau de résistance d’une population 

parasitaire aux antipaludiques, ils ont une place de choix dans la surveillance de l’activité de 

tel ou tel antipaludique. 

La recommandation d'un seuil de prévalence de la mutation 540 du gène Pfdhps égal ou 

supérieur à 50% au-delà duquel l'utilisation du TPIn n'est pas recommandée se fonde sur les 

éléments suivants :           

 La présence de mutations sur les codons 437 et 540 du gène Pfdhps, associée à une 

triple mutation du gène Pfdhfr (quintuple mutation) est un facteur prédictif significatif 

d'échec du traitement à la SP[23]. 

 Le mutant Pfdhps 540 est un marqueur épidémiologique utile de la quintuple mutation 

en Afrique[24].  

 Un essai mené dans une zone de prévalence de la mutation 540 du gène Pfdhps 

d'environ 90% n'a pas mis en évidence d'effet protecteur démontrable du TPIn-SP [9]. 

Des mutations dans les gènes de PlasmodiumfalciparumPfdhfr et Pfdhps ont rendu la 

sulfadoxine-pyriméthamine (SP) inefficace pour le traitement du paludisme dans la plupart 
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des régions du monde. Pourtant, la SP est efficace en tant que traitement préventif intermittent 

chez les femmes enceintes (IPTp) et chez les nourrissons (IPTi) et en tant que moyen de 

contrôle du paludisme saisonnier chez les enfants (SMC). Le SP-IPTp est largement mis en 

œuvre en Afrique subsaharienne. La SP-IPTi est recommandée lorsque la prévalence des 

parasites du paludisme résistants à la SP est faible, tandis que la CPS est recommandée dans 

les zones de transmission saisonnière intense du paludisme. Le succès continu de ces 

interventions dépend en grande partie de la prévalence des mutations de résistance à Pfdhfr et 

Pfdhps dans la population cible. 

Dans la plupart des pays d’Afrique de l’Ouest, l’allèle pfdhps avec le seul mutant, 437G, est 

commun, mais les parasites avec le triple mutant pfdhfr et les substitutions clés 437G / 540E 

sont encore rares (voir WWARN SP Surveyor).Dans la plus grande partie de l’Afrique de 

l’Ouest, il s’agit probablement de la propagation de parasites qui portent l’allèle importé de 

Pfdhfr de l’Asie du Sud-Est, provenant de sources Est-africaines[25]. 

 

 

Figure 2 : Répartition des quintuples mutations des gènes Pfdhfr et Pfdhps dans le monde 
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Source : http://www.wwarn.org/dhfr-dhps-surveyor/#0 

 

Figure 3 : Répartition des quintuples mutations des gènes Pfdhfr et Pfdhps au Niger et au 

Mali 

Source : http://www.wwarn.org/dhfr-dhps-surveyor/#0  

3.1.5. Vecteurs du paludisme  

Les moustiques sont les vecteurs exclusifs du paludisme. Il existe 3500 espèces de moustiques 

actuellement recensées dans le monde. Seule une soixantaine d’espèces, appartenant toutes au 

genre Anophèlessont capables de transmettre les plasmodies (ou parasites) responsables de 

paludisme humain. Et parmi celles-ci, moins d’une dizaine seulement sont responsables de 

plus de 99% de la transmission au niveau mondial. Les anophèles ne sont pas des insectes 

invasifs, et chaque continent héberge sa propre biodiversité d'Anophèles. En Afrique, 

lesespèces du complexe Anophèlesgambiaeet Anophèlesfunestussont les vecteurs majeurs. 

Seules les femelles transmettent le paludisme .Ces deux espèces d’anophèles sont 

anthropophiles ; elles piquent préférentiellement l’homme plutôt que l’animal. Ces 

moustiques piquent la nuit et suivent l’homme jusqu’à l’intérieur des habitations. A l’origine 

essentiellement rurales, certaines de ces espèces de moustiques colonisent aujourd’hui les 

http://www.wwarn.org/dhfr-dhps-surveyor/#0
http://www.wwarn.org/dhfr-dhps-surveyor/#0
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périphéries des grandes métropoles africaines, s’implantant jusqu’au cœur des villes, dans des 

environnements pollués d’où elles étaient traditionnellement absentes. Il est donc maintenant 

observé des anophèles urbains, diurnes et piquants à l’extérieur. 

 Ces anophèles, développent des résistances contre la plupart des insecticides utilisés. 

 

Figure 4: Femelle Anophèle se gorgeant de sang[26]. 

 

Au Mali : les principaux vecteurs du paludisme au Mali sont les complexes 

Anophèlesgambiae(An. gambiaes.l.) etAnophèlesfunestus(An. funestuss.l.). Le complexe 

An.gambiaeest composéd’An.arabiensiset d’An.gambiae sensu stricto. Ce dernier est composé 

de trois formes chromosomiques (Bamako, Mopti et Savane) regroupées en deux formes 

moléculaires (formes M & S). Le complexe An.funestusn’a pas fait l’objet d’étude 

approfondie.Il y a des variations spatiales et temporelles dans la distribution des vecteurs du 

paludisme.Du point de vue variations saisonnières, les fréquences d’arabiensiset la forme 

Moptiprédominent avant et après la saison des pluies tandis que celles des formes Bamako et 

Savane prédominent pendant la saison des pluies. 

Compte tenu de ces variations le Programme National de Lutte contre le Paludisme a 

sélectionné en 2007, treize sites sentinelles en fonction du profil de transmission pour la 

surveillance épidémiologique. Il ressort également des études que les densités 

d’An.gambiaes.l.sont généralement faibles en saison sèche dans les localités éloignées des 

cours d’eau. Par contre, ces densités restent relativement élevées le long des cours d’eau 
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permettant de maintenir la transmission pendant la même période. Toutes ces espèces sont 

d’excellents vecteurs de la transmission du paludisme au Mali et réalisent une transmission « 

dite en relais » dans les zones de sympatrie où ces espèces cohabitent[27]. 

 

Au Niger : les premières études entomologiques menées notamment par l’Organisation de 

Coordination et de Coopération pour la lutte contre les Grandes Endémies (OCCGE) dans les 

années 1960ont été complétées ponctuellement. Les prospections entomologiques menées 

durant les années 1990 ont identifiées 19 espèces d’anophèles sur le territoire nigérien. Les 

vecteurs majeurs sont An.gambiaes.l. retrouvé dans la majeure partie des savanes 

soudaniennes et sahéliennes, et An.funestusdans la région du fleuve ainsi qu'à proximité de 

Zinder. Cependant, An.funestusa disparu de la zone sahélienne du Niger suite à des 

sécheresses prononcées survenues en 1972, 1983 et 1991-92, et n'était toujours pas retrouvé 

en 1995 malgré des pluies abondantes. Il faudra attendre 2003 pour noter à nouveau la 

présence d'An.funestusdans le sahel NigérienAn.gambiaes.s. et An.arabiensissont les deux seul 

espèces du complexe gambiae rencontrées au Niger.Des études cytogénétiques ont montré la 

présence d'An.gambiaes.s. dans le sud, depuis la zone du fleuve Niger à l'ouest, jusqu'au 

centre-est du pays. An.arabiensis a été retrouvé en sympatrie avec An.gambiaes.s. dans le sud, 

en différentes proportions selon les zones et saisons, mais est la seule espèce présente dans les 

régions les plus arides au nord du pays.La présence d'An.gambiaes.l. est conditionnée par la 

présence de collections d'eau pluviale nécessaire à la ponte et au développement larvaire. 

Suivant les années et le régime de pluie, la limite nord de l’aire d’extension 

d’An.Arabiensisest donc très fluctuante.  

Dans la plus grande partie du pays, excepté au sud, la plupart des eaux de surface 

disparaissent en saison sèche et An.Gambiaes.l.est très peu abondant pendant une partie plus 

ou moins longue de l’année. La stratégie de survie de l’espèce durant la saison sèche n'est pas 

connue. Une estivation, avec dissociation gonotrophique a été décrite au Soudan durant la 

saison sèche, mais ce phénomène n'a jamais été confirmé.  

D'autre part, plusieurs études ont observé An.gambiaes.l. au niveau de points d’eau 

permanents en zone sahélienne, notamment des puits, à partir desquels il semble se disperser 

durant la saison des pluies.Le vent de mousson, qui accompagne la montée du front 

intertropical (FIT) joue probablement un rôle dans cette dispersion. Cette hypothèse pourrait 

expliquer qu’An.gambiaeait été retrouvé dans plusieurs endroits de la zone saharienne, 

notamment dans le massif de l’Aïr, dans des oasis au Tchad et peut-être à Bilma au Niger où 
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s’est produite une épidémie de paludisme en 1991.Ces situations méritent d'être mentionnées, 

mais elles sont tout de même relativement rares, et An.gambiaene peut pas s'implanter 

durablement dans ces environnements, même s’il a pu y accomplir quelques cycles.  

D'autres espèces, vecteurs locaux ou accidentels, ont été identifiées, dont An.nilidans la région 

traversée par le fleuve Niger, à Ayorou et Niamey, An.pharoensisdans l’ouest et le centre et 

An.ziemannià l'est, dans la région de Zinder.De plus, An.hervyi, espèce uniquement retrouvée 

dans la zone de Guidimouni, près de Zinder, a été récemment décrite après avoir été 

confondue avec An.salbaii, espèce exploitant des gîtes d'eau salée.Les déterminants 

environnementaux de cette aire de répartition limitée sont inconnus, d'autant plus que le stade 

larvaire de l'espèce n'est pas encore décrit. D'autre part, des espèces paléarctiques peu ou pas 

vectrices telles qu'An.multicoloret An.hispaniolia, principalement présentes dans les pays 

d'Afrique du Nord, ont été sporadiquement capturées dans le nord du Niger [22]. 

3.1.6. Agents pathogènes [28]  

Les Plasmodiums sont des protozoaires appartenant à l’embranchement des Api complexa. 

Cet  embranchement  est  caractérisé  par  la  présence  d’un  complexe  apical  généralement 

constitué d’un conoïde, qui aide à la pénétration dans la cellule hôte, d’un anneau polaire et de 

rhoptries, qui probablement sécrètent une enzyme protéolytique ainsi que des microtubules 

sous membranaires, qui assurent la mobilité de la cellule.  

Sa taxonomie est la suivante : 

 Embranchement : APICOMPLEXA, 

  Classe : SPOROZOEA,  

   Sous-classe : COCCIDIA,  

   Ordre : EUCOCCIDA,  

 Sous-ordre : HAEMOSPORINA,  

 Famille : PLASMODIDAE,  

  Genre : Plasmodium 

 

Les espècesplasmodiales [29]  

Plasmodium falciparum  

− la plus fréquente (90% des accès), la plus largement répandue 

− Chimiorésistance+++. 

− Fièvre tierce maligne  

− Incubation : 7 à 15 jours.  
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− La longévité : 3à 6mois. 

Plasmodium vivax(P. v.) 

− 2ème espèce 

− Zones sub-tropicales et tempéréeschaudes 

− Rare en Afrique noire (Duffy -)  

− Fièvre tierce bénigne.  

− Incubation chez l’homme : 15 jours (9 mois ou plus). 

− Longévité : 3 à 5 ans. 

− Evolution par des rechutes (accès de reviviscence tardifs). 

Plasmodium ovale (P. o) 

− Longtemps confondue avec P.vivax.  

− Remplace P. vivaxen Afrique tropicale et subtropicale(Afrique de l’Ouest) 

− Fièvre tierce bénigne. 

− Incubation : 15 jours (jusqu’à 4 ans). 

− Longévité : 3-5 ans.  

− Les rechutes tardives sont possibles (5ans). 

Plasmodium malariae(P. m) 

− Plus rare 

− Foyers localisés en zone tropicale, subtropicale (surtout en Afrique). 

− Fièvre quarte 

− Incubation plus longue, environ 3 semaines. 

− Longévité : très grande (même 50 ans ou plus). 

− Les reviviscences : très tardives. 

Plasmodium knwolesi (P. k.) 

− Espèce récente 

− Sud-est asiatique (sur l’île de Bornéo). 

− A fièvre quarte 

− Evolution potentiellement grave : elle doit être traitée comme P. falciparum. 

− Aspect microscopique proche de P. malariae. 

− Cycle: 24 h. 

3.1.7. Cycle parasitaire[30] 

La contamination se fait par inoculation de sporozoïtes qui pénètrent dans le foie (30min) où 

ils se multiplient pendant 10-15 jours et forment des schizontes (30-40µm).  Pour les espèces 
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Plasmodiumvivax et Plasmodiumovale, il y a formation d’hypnozoïtes qui restent quiescents 

et seront responsables des accès de reviviscence.                                                                         

A maturité, les schizontes se lisent et libèrent des mérozoïtes qui passent dans le sang et 

infectent les hématies. La phase intra-hépatique représente le cycle exo-érythrocytaire 

schizogonique. 

Dans l’hématie, le mérozoïte donne un trophozoïte qui mature et forme un schizonteendo-

érythrocytaire. A maturation le schizonte se lyse, libère des trophozoïtes qui vont infecter 

d’autres hématies : c’est le cycle endo-érythrocytaire schizogonique. 

Le cycle érythrocytaire dure 48H pour P. falciparum, P. vivaxet P. ovale, et 72H chez 

P.malariae. C’est la lyse concomitante des hématies qui est responsable de l'accès fébrile. 

Les trophozoïtes peuvent au sein de l'hématie donner des formes sexuées (gamétocytes) : 

cycle érythrocytaire gamogonique 

Lors de son repas sanguin, l'anophèle ingère les formes sexuées qui libèrent des gamètes 

mâles et femelles qui se conjuguent, forment un ookinète qui se transforme dans la paroi de 

l'estomac en oocyste puis sporocyste. Le sporocyste éclate, libère des sporozoïtes qui migrent 

jusqu'aux glandes salivaires du moustique et qui seront injectés à un nouvel individu lors de la 

prochaine piqûre. 
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Figure 3:Cycle évolutif du Plasmodium 

Source :http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/4/47/Malaria_LifeCYcle%28French_version%29.GIF 

3.1.8. Diagnostic Biologique 

3.1.8.1. Diagnostic de présomption 

L’hémogramme révèle une anémie de type hémolytique, normochrome ou hypochrome, avec 

ou sans réticulocytose. Au cours des accès aigus et dans les accès pernicieux, on retrouve 

parfois une hyperleucocytose à polynucléaires neutrophiles,remplaçant la leuconeutropénie 

habituelle, une thrombopénie est en rapport avec la séquestration splénique des plaquettes, 

tandis que dans les accès de reviviscence et le paludisme viscéral évolutif, une leucopénie est 

de règle, de même qu’une thrombopénie et une hypergammaglobulinémie. 

Le principe d’IFI consiste à mettre en contact, un antigène figuré de parasite sur goutte 

épaisse et/ou sur frottis sanguin, et un sérum animal ou humain. Si ce sérum contient des 

anticorps spécifiques contre cet antigène le complexe immun persistera après le lavage, et sera 

fluorescent en lumière ultra-violet grâce au fluorochrome associé aux anticorps. 

http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/4/47/Malaria_LifeCYcle%28French_version%29.GIF
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Quant au principe d’ELISA, il consiste à fixer sur un support solide des éléments contenus 

dans le liquide biologique. Ensuite, les antigènes solubles sont détectés à l’aide d’uncomplexe 

immun marqué par l’enzyme, et sera révélé par addition d’un substrat spécifique de l’enzyme. 

Ces techniques apportent des informations précieuses qui permettent de confirmer le 

paludisme, lorsque la parasitémie a été réduite par exemple par un traitement anti palustre. 

Elles permettent également de suivre la guérison par la décroissance du taux des anticorps, et 

ont aussi un intérêt en zone d’endémie. 

Le diagnostic immunologique ne peut remplacer le diagnostic parasitologique direct, du fait 

que les anticorps apparaissent avec un retard de plusieurs jours sur la parasitémie et 

disparaissent plu tard. Ne peuvent être utilisés pour un diagnostic de routine, mais surtout plus 

à des fin de recherches 

3.1.8.2.  Les tests de diagnostics rapides : TDR 

Les tests diagnostiques rapides du paludisme, parfois appelés " bandelettes réactives " ou " 

systèmes de diagnostic rapide " détectent les antigènes spécifiques (protéines) présents dans le 

sang des personnes infectées, et produits par les parasites. 

Plusieurs tests de diagnostic rapide (TDR) par immunochromatographie sont disponibles. Ils 

sont classés en fonction du nombre d'antigènes détectés. La plupart, à l'exception de la série 

OptiMalt, permettent la mise en évidence de l'HRP2 (Histidin Rich Protein 2), spécifique de 

P. falciparum ; certains permettent la mise en évidence de la PLDH (Plasmodium lactate 

déshydrogénase) : P. f pour P. falciparum, P. v pour P. vivax; Pan-LDH commune aux quatre 

espèces plasmodiales. La sensibilité et la spécificité revendiquées par les constructeurs de ces 

tests sont comparables. 

La forme la plus simple est celle d'une bandelette qui est placée dans des puits contenant du 

sang et/ou une solution tampon. La bandelette de nitrocellulose peut être placée dans une 

cassette en plastique ou sur une carte. Les tests rapides antigéniques sont simples d'utilisation, 

rapides et d'un apport précieux en poste isolé. Cependant, les tests rapides ont des limites :  

− Les faux négatifs sont dus à une faible parasitémie de l'ordre de 100 parasites par 

μL,soit 0,002% d'hématies infectées. Or, il est fréquent de mettre en évidence en 

pathologie d'importation ou chez le voyageur non immun en zone d'endémie sous 

chimioprophylaxie non ou mal adaptée des parasitémies très faibles. Le résultat des 

TDR peut donc être faussement négatif.  

− Les faux positifs, moins bien connus, sont dus à une lecture trop tardive après le dépôt 

des réactifs, à la présence d'auto anticorps ou de facteur rhumatoïde à des taux élevés. 
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De plus, la persistance de la circulation de l'HRP2 après disparition des parasites du 

sang circulant est trouvée jusqu'à 15 jours après négativité des tests microscopiques. 

Ces tests ne doivent pas être employés seuls. 

3.1.8.3. La réaction de polymérisation en chaine (PCR) 

C’est une technique de biologie moléculaire, basée sur la sélection puis l’amplification d’un 

gène spécifique du parasite à partir d’amorces spécifiques de ce gène. Elle a l’avantage de 

pouvoir détecter une souche spécifique du parasite par des gènes spécifiques ou après 

digestion du produit de PCR avec des enzymes de restriction spécifiques. Elle permet la 

détection des parasitémies très faibles. 

Elle est utilisée pour le diagnostic du paludisme et en enquête de masse. Cependant, si son 

utilisation ne nécessite pas une ponction veineuse, elle n’est réalisable que dans des 

laboratoires spécialisés et son coût est très élevé 

3.1.9. Manifestations du paludisme 

Les formes classiques 

C’est l'accès palustre, fièvre intermittente à fréquence variable plus ou moins caractéristique 

du plasmodium infestant. La fièvre survient lors de l'éclatement des hématies et de la 

libération des mérozoïtes. 

 

 Accès pernicieux : 

C’est la forme suraiguë du paludisme à P. falciparum, susceptible de tuer rapidement le 

malade en absence de traitement. C'est une urgence médicale. Le début est brutal (crise 

convulsive, coma) avec fièvres, troubles de la conscience, du comportement, hémoglobinurie.  

 Fièvre bilieuse hémoglobinurique : 

Survenant parfois après prise de quinine motivée par un accès fébrile, cette fièvre 

s'accompagne d'hémoglobinurie et d'ictère. Il y a hémolyse brutale et massive. Cette forme est 

devenue rare. 

 Rechute : 

Elles peuvent se produire plusieurs années ou dizaines d'années après un accès palustre, sauf 

pour P. falciparum dont les hépatozoïtes ne peuvent rester dans le foie. 
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3.1.10. Campagne de chimioprévention du Paludisme Saisonnier : CPS 

3.1.10.1. Définition (23) 

« La chimioprévention du paludisme saisonnier est définie comme « l’administration 

intermittente d’un traitement complet par un médicament antipaludique pendant la saison de 

haute transmission du paludisme pour éviter la maladie, l’objectif étant de maintenir des 

concentrations thérapeutiques de médicament antipaludique dans le sang pendant la période 

où le risque de contracter le paludisme est plus élevé. » 

3.1.10.2. Zones géographiques recommandées 

La CPS est recommandée dans les zones de forte transmission saisonnière dans toute la sous-

région du Sahel. Un cycle de traitement complet par de la sulfadoxine-pyriméthamine (SP) et 

de l’amodiaquine (AQ) doit être administré à des enfants âgés de 3 à 59 mois à intervalles 

d’un mois, à partir du début de la saison de transmission, jusqu’à un maximum de quatre 

cycles pendant la saison de haute transmission du paludisme (à condition que les deux 

médicaments conservent une efficacité antipaludique suffisante). Les régions cibles pour la 

mise en œuvre sont celles dans lesquelles la transmission du paludisme et la majorité (> 60 %) 

des cas cliniques surviennent sur une courte période d’environ quatre mois, où l’incidence du 

paludisme dépasse 0,1 cas par saison de transmission dans la classe d’âges cible et où SP + 

AQ restent efficaces (efficacité > 90 %) [20]. 
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Figure 5 : carte de la mise en œuvre de la CPS [31] 

3.1.10.3. Posologie et fréquence d’administration recommandées en fonction de 

l’âge (23) 

 Nourrissons de 3-11 mois : un demi-comprimé de 153 mg d’AQ une fois par jour 

pendant trois jours et une dose unique d’un demi-comprimé de 500/25 mg de SP ; et 

 Enfants de 12-59 mois : un comprimé entier de 153 mg d’AQ une fois par jour 

pendant trois jours et une dose unique d’un comprimé entier de 500/25 mg de SP. La 

dose unique de SP est administrée seulement le premier jour, avec la première dose 

d’AQ. 
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3.1.10.4. Contre-indications [20] 

La CPS ne doit pas être administrée à : 

 un enfant souffrant d’une maladie fébrile aiguë ou d’une maladie grave, incapable de 

prendre des médicaments par voie orale ; 

 un enfant séropositif pour le VIH et recevant du cotrimoxazole en traitementpréventif 

 un enfant qui a reçu une dose de SP ou d’AQ au cours du mois précédent ; 

 un enfant allergique à la SP ou à l’AQ ; 

 Les cas de crise de paludisme (confirmé) survenant au cours de la période 

d’administration de la CPS ne doivent pas être traités par des schémas thérapeutiques 

faisant intervenir SP ou AQ. 

Le Mali et le Niger ont adhéré à cette recommandation de l’OMS à travers le PNLP en 2013. 

Et depuis, la Chimioprévention du Paludisme Saisonnier (CPS) chez les enfants de 3 à 59 

mois fait partie de la stratégie nationale et cadre avec la vision du Ministère de la Santé et de 

l’Hygiène Publique. 

3.1.10.5. Chimioprévention 

3.1.10.5.1. Traitement préventif intermittent chez les femmes enceintes 

L'OMS  recommande  un  calendrier  d'au  moins  quatre  consultations  prénatales  lors  de  la 

grossesse. Tous les efforts possibles doivent être déployés pour améliorer l'accès au TPIp-SP 

dans toutes les régions d'Afrique ayant un niveau d'endémicité de paludisme modéré à fort en 

commençant le plus tôt possible au cours du second trimestre. Le TPIp-SP est recommandé 

pour toutes les femmes enceintes lors de chaque consultation prénatale programmée jusqu'au 

moment de l'accouchement, à condition que les doses soient administrées à au moins un mois 

d'intervalle. La  SP  ne  doit  pas  être  administrée  lors  du  premier  trimestre  de  grossesse.  

Toutefois,   la   dernière   dose   de   TPIp-SP   peut   être   administrée   jusqu'au   moment   

de l'accouchement  sans  que  cela  représente  un  problème  de  sécurité.  Le  TPIp-SP  doit,  

de préférence,  être  administré  en  observation  directe  sous  forme  de  trois  comprimés  de 

sulfadoxine-pyriméthamine  (chaque  comprimé  contenant  500  mg/25  mg  de  SP),  pour  

un dosage requis total de 1 500 mg/75 mg de SP[32]. 

En  effet  le  TPIp-SP  prévient  les  conséquences  indésirables  du  paludisme  sur  l’issue  de  

la grossesse pour la mère et le fœtus, telles que les infections placentaires, le paludisme 

clinique, l'anémie maternelle, l’anémie fœtale, le faible poids la naissance et la mortalité 

néonatale [27].  
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Il  a  récemment  été  démontré  que  le  TPIp-SP  est  très  économique,  que  ce  soit  en  ce  

qui concerne la prévention du paludisme maternel et la réduction de la mortalité néonatale 

dans les  régions  où  le  niveau  d'endémicité  du  paludisme  est  modéré  à  élever[33].  

En  dépit  de  la propagation  à  la  résistance  à  la  SP,  le  TPIp-SP  continue  à  procurer  des  

avantages considérables,  ce  qui  se  reflète  par  une  protection  contre  la  mortalité  

néonatale  (efficacité protectrice  de  18  %)  et  le  faible  poids  à  la  naissance  (réduction  

de  21  %  des  cas  de  faible poids à la naissance) dans des conditions de programme de 

routine [34]. 

3.1.10.5.2. Chimio prévention du paludisme saisonnier  

Autrefois  appelée  «  traitement  préventif  intermittent  du  paludisme  chez  les  enfants  »,  

est définie comme« l’administration intermittente d’un traitement complet par un  médicament 

antipaludique pendant la saison de haute transmission du  paludisme  pour éviter la maladie,  

l’objectif étant de maintenir des concentrations thérapeutiques de médicament antipaludique  

dans le sang pendant la période où le risque de contracter le paludisme est plus élevé ». La  

stratégie de la CPS consiste à administrer un maximum de quatre cycles de traitement de SP + 

AQ  à  intervalles  d’un  mois  à  des  enfants  âgés  de  3  à  59  mois  dans  les  régions  de  

forte transmission saisonnière du paludisme [35].La  CPS  devrait  être  mise  en  œuvre  

pendant  la  période  de  forte  transmission  du  paludisme, lorsque  l’incidence  de  la  

maladie  est  importante.  Elle  devrait être  administrée  à  des  enfants âgés de 3 à 59 mois à 

intervalles de 1 mois (cycle de CPS) jusqu’à un maximum de quatre cycles par an (campagne 

de CPS). La CPS avec SP + AQ procure un degré élevé de protection jusqu’à  quatre  

semaines,  ensuite  la  protection  diminue  rapidement.  Il  est  par  conséquent important  de  

respecter  un  intervalle  d’un  mois  entre  les  cycles  de  CPS  afin  d’obtenir  un niveau de 

protection élevé et de minimiser l’apparition de parasites du paludisme résistants à SP + AQ.  

La  période  d’administration  de  la  CPS  devrait  être  définie  de  manière  à  cibler  la  

période durant  laquelle  le  risque  de  contracter  le  paludisme  est  le  plus  élevé  pour  les  

enfants. 

3.1.10.5.3. Pulvérisation intra domiciliaire 

Elle consiste à pulvériser une dose efficace d’insecticide, en général une ou deux fois par an,  

sur  les  surfaces  intérieures  des  murs  où  les  vecteurs  du  paludisme  sont  susceptibles  de  

se poser après leur repas sanguin. La PID est l’une des principales méthodes qui ont été 

utilisées pour  lutter  contre  le  paludisme  sur  une  grande  échelle.  Elle  a  contribué  à  
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éliminer  le paludisme  dans  des  vastes  zones  en  Asie,  en  Russie,  en  Europe  et  en  

Amérique  latine.  Des programmes de PID ont également été réalisés avec succès dans 

certaines parties de l'Afrique. Cette  stratégie  réduit  la  transmission  du  paludisme  en  

réduisant  le  temps  de  survie  des moustiques qui pénètrent dans les habitations et plus 

particulièrement les chambres à coucher. Il  s’agit  d’une  méthode  de  protection  

communautaire  qui  demande,  pour  produire  tous  ses effets, un taux de couverture élevé 

dans l’espace et dans le temps. On estime que 5% de la population à risque dans le monde est 

protégée par cette méthode. 

3.1.11. Classification des antipaludiques[36] : 

Selon  leur  mode  d'action,  ils  peuvent  être  classés  en  deux  grandes  catégories.  Les 

schizonticides électifs et les inhibiteurs des acides nucléiques. 

 

 

Figure 6 : Mécanisme d’action des antipaludiques 
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3.1.11.1. Les schizonticides : 

 

 Actives sur les endoérythrocytaires asexués, on peut les classer en 4 catégories selon leur 

origine. 

3.1.11.1.1. Les schizontocides de synthèse 

 

 Les sulfonamides : sulfadoxine : 

 

− Structure 

 

 

Figure 7 : Structure chimique de la sulfadoxine 

Source :https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/17134#section=2D-Structure 

− Elément de pharmacologie 

Actuellement les sulfamides à longue demi-vie (sulfadoxine dans FANAZIL et sulfalène dans 

KELFINE) sont les plus utilisés, surtout associé à un antifolique. La sulfadoxine a une bonne 

absorption, une demi-vie d’élimination plasmatique de 7 à 8 jours.Les sulfamides retard sont 

presque totalement absorbés puis ils se fixent partiellement sur les protéines plasmatiques. 

Une prise orale de 1500mg, donne au bout de 3 heures un taux plasmatique de 15 à 20mg. Ce 

taux décroît lentement avec une demi-vie de 120 à 180 heures pour la sulfadoxine. Ce taux 

sérique est maintenu pendant une semaine, cependant on note des variations individuelles qui 

paraissent dépendre de l’acétylation rapide ou lente. L’élimination se fait après acétylation 

hépatique par les urines, en grande partie (80%) sous forme libre et le reste sous forme 

acétylée ou glucuronoconjuguée. Son activité sur les schizontes érythrocytaires de 

https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/17134#section=2D-Structure
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Plasmodiumfalciparum est bonne, quelques fois peu lente, mais nulle sur Plasmodiumovale et 

Plasmodiumvivax. La tolérance est bonne, cependant elle détermine des allergies cutanées 

limitées à un simple érythème dans la plupart des cas, mais parfois s’étendant aux toxidermies 

bulleuses graves (syndrome de Lyell ou de Stevens Jonson) engageant le pronostic vital. Les 

manifestations graves surviennent un cas pour 5000 traitements après prises répétées et on 

déplore 1 mort pour 20000 lors d’utilisation prophylactique. 

Autres familles : les sulfones (Promine, Dapsone). 

Dans ce groupe on retient également la Sulfalène et la Sulfométhoxazole. 

 Les diaminopyrimidiques : la Pyrimethamine 

 

− Structure 

 

Figure 8 : structure chimique de la pyrimethamine 

Source :https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/4993#section=2D-Structure 

− Eléments pharmacologiques : 

La pyriméthamine est un schizontocide sanguin d’action lente et un sporotocide.  Mais 

elle est sans action sur les formes intra-hepatiques. Cependant son activité schizonticide est 

plus marquée que celle du proguanil, parce qu’il agit directement et non par l’intermédiaire 

d’un métabolite. Elle est active également sur Toxoplasmagondii et Pneumocistiscarinii. A la 

différence du triméthoprime elle n’a pas de propriétés antibactériennes. Une prise unique de 

100mg donne un taux plasmatique d’environ 0,60ng/ml à la 24ème heure et des traces 30 

https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/4993#section=2D-Structure
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jours après. Elle est bien absorbée avec un pic plasmatique obtenu 2 à 3 heures après 

l’administration une demi-vie longue de 4 à 5 jours. Son efficacité sur les schizontes 

érythrocytaires des plasmodies est lente mais bonne. Le taux plasmatique efficace sur les 

souches sensibles est de 10ug/ml. Cette concentration est présente dans le sérum pendant 

environ 15 jours. Elle a une cinétique voisine de celle des sulfamides retard, il apparaît donc 

licite de les associer. La pyriméthamine est généralement bien tolérée aux doses préconisées 

en prophylaxie en raison de 25 à 50mg par semaine chez l’adulte. Cependant lors de 

l’administration prolongée, chez les enfants malnutris, des anémies mégaloblastiques peuvent 

être observées. Chez la femme enceinte le risque d’anémie est très important. L’élimination 

très prolongée se fait par voie urinaire et fécale sous forme métabolisée. La pyriméthamine 

passe dans le lait maternel et traverse la barrière placentaire. Les dérivés les plus intéressants 

sont la METOPRIME et TRIMETHOPRIME qui sont plutôt des antibactériens que des 

antimalariques. 

Autres familles : les quinazolines : WR158122, les triazines : cycloguanil 

 Amino 4-Quinoleine : chloroquine et Amodiaquine 

 Arylamino alcools : Luméfantrine, Mefloquine et Halofantrine 

3.1.11.1.2. Les schizontocideshémisynthétique : 

 Artémether : 

 Artésunate : 

 Artémether : 

3.1.11.1.3. Les schizontocides naturels 

 Alcaloïdes du quinquina : Quinine 

 Sesquiterpènes lactoniquesdeArtemisiaannua : Artémésinine 

3.1.11.1.4. Les schizontocides Antibiotiques : 

 Macrolides : Erythromycine, Spiramycine et la Clindamycine 

  Cyclines : Doxicycline et la Tétracyclines 

3.1.11.2. Les Gamétocytocides 

Actifs sur les formes sexuées et hépatocytaires. 

 Dérivés de l’Artémisinine: DHA, Artésunate, Artémether,  

 Amino-8-quinoléines : Primaquine, Tafénoquine (en cours de développement) 
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3.1.11.3.  Associations d’antipaludiques à effet synergique schizonticide 

L'action synergique schizonticide de plusieurs molécules permet d’augmenter l’efficacité des 

médicaments antimalariques et d’obtenir une protection mutuelle des produits contre 

l’acquisition de résistance des plasmodies, essentiellement de P. falciparum. 

Certaines de ces associations sont déjà anciennes : 

 Quinine + tétracyclines en zones de quininorésistance (forêts 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®), 

artésunate + méfloquine (Artequin®) ; 

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

(Malarone®), chlorproguanil + dapsone (Lapdap®), artéméther + luméfantrine 

(Coartem®/Riametâ), artésunate + amodiaquine (AS/AQ®, Coarsucam®), artésunate 

+ méfloquine (AS/MQ®). 

3.1.12. Modes d’action des antipaludiques[37]: 

3.1.12.1. Blocage de la fabrication des acides nucléiques 

 Cytochrome bc → baisse d’ATP : atovaquone 

 Inhibition de la dhps : sulfadoxine, dapsone (antifoliques)   

La sulfadoxine est un antifolique inhibant la dihydroptéroate synthase « dhps » par 

compétition avec son substrat, l’acide para-amino-benzoïque (PABA). Il est inactif sur les 

gamétocytes et les formes pré érythrocytaires, peu actif sur les trophozoites, modérément 

actifs sur les schizontes érythrocytaires. Son rôle essentiel est la potentialisation des 

antifoliniques, notamment de la pyriméthamine (qui est un antifolinique d’action lente, 

inhibant la dihydrofolate réductase « dhfr ». 
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 Inhibition de la dhfr : pyriméthamine, cycloguanil (antifoliniques) 

C’est un schizontocide sanguin avec un mode d’action antimétabolique. La 

pyriméthamine a une action gaméticide vis à vis de Plasmodium vivax.  Elle s’est 

montrée la plus intéressante parmi toutes les Diaminopyrimidines utilisées. Elle est la 

plus efficace des inhibiteurs de la dihydrofolate réductase utilisable. Un produit voisin, le 

triméthoprime s’est révélé surtout être un antibactérien et n’est pas retenu comme un 

antipaludique. 

3.1.12.2. Inhibition de la digestion de l’hémoglobine dans la vacuole nutritive du 

plasmodium 

 Chloroquine, amodiaquine, pipéraquine 

 Quinine, méfloquine, halofantrine, luméfantrine 

3.1.12.3. Alkylation des métabolites de l’hémoglobine, production               

de radicaux libres : 

 artémisinines et dérivés 

3.1.12.4. Intérêt de l’utilisation de la sulfadoxine en association avec la 

pyriméthamine 

La sulfadoxine est utilisée en association avec la pyriméthamine. L'association a une activité 

schizontocide en inhibant le métabolisme de l'acide folique (elle bloque la déhydrofolate 

réductase) dont l'hématozoaire a besoin pour sa croissance.L’associationsulfadoxine-

pyriméthamine se montre efficace vis-à-vis de souches de Plasmodium résistantes à d'autres 

antipaludiques. Toutefois, il existe des souches de Plasmodium falciparum résistantes à cette 

association. Les sulfamides sont peu efficaces sur Plasmodium ovale et Plasmodium vivax. La 

Sulfadoxine (dosée à 500mg) a un temps de vie T1/2≈8 jours qui est plus long que celui de la 

Pyriméthamine (dosée à 25 mg) qui a T1/2≈4 jours. La Sulfadoxine agit par inhibition de la 

dihydroptéroate synthétase (dhps). La pyriméthamine agit par inhibition de la 

dihydrofolateréductase (dhfr). Ces temps de demi-vie leur confèrent des propriétés 

préventives contre le paludisme pendant une longue période pouvant atteindre un 

mois.L’action concomitante de la Sulfadoxine et de la Pyriméthamine sur les enzymes de la 

chaine de synthèse de l’acide tetrahydrofolique (THF) dans les parasites minimise les risques 

de mutations enzymatiques ponctuelles et favorise leur efficacité contre Plasmodium 

falciparum. 
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3.1.13. Génétique des populations de P. falciparum à travers le gène msp1 

L’intérêt du gène de la msp1 dans la distinction des souches de Plasmodium falciparum réside 

dans son polymorphisme notamment au niveau du block 2. Trois allèles y sont le plus souvent 

étudiés. Il s’agit de K1, MAD20 et RO33. Ces allèles sont constitués des séquences d’acides 

aminés différents. Les images ci-dessous montrent le polymorphisme des allotypes K1 et 

MAD20. 

 

Figure 9 : Séquences des acides aminés K1[38] 

 

Figure 10 : Séquences des acides aminés de MAD20[38]. 
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Figure 11 :Séquences des acides aminés RO33[38]. 

  

3.1.14. Résistance du Plasmodium aux antipaludiques 

La résistance du Plasmodium aux médicaments est en grande partie expliquée par sa capacité 

à développer des gènes de résistances. En 1996, un consortium a été formé pour séquencer le 

génome de Plasmodium falciparum qui renferme 14 chromosomes[39]. Ce consortium 

comprenait le centre de Sanger (qui était en charge des chromosomes 1, 3 à 9 et 13), 

l’université de Stanford (qui était en charge du chromosome 12) et l’institut pour la recherche 

de génomique et le programme de malaria du centre naval de recherches médicales (qui était 

en charge des chromosomes 2, 10, 11 et 14). Le consortium a présenté le génome en 2002. Le 

nombre de gènes situés sur ces 14 chromosomes est estimé à 5314 [39]. Notre étude concerne 

le gène Pfdhfr qui est situé sur le chromosome 4 et le gène Pfdhps situé sur le chromosome 8. 

3.1.14.1. Les aminoquinoleines : la chloroquine 

Le gène de la résistance à la chloroquine a été identifié en 2000. La substitution de la Lysine 

par la Thréonine en position 76 du gène Pfcrt conduit à la mutation qui joue un grand rôle 

dans ce mécanisme de résistance à la chloroquine [40]. Ce gène est dénommé le P. 

falciparumchloroquine transporter (Pfcrt). Il est situé sur le chromosome 7 et code pour un 

transporteur membranaire de la vacuole digestive. La mutation sur le codon 76 (K→T), 
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associée à sept autres points de mutation, permet au parasite de limiter l’accumulation de 

chloroquine dans sa vacuole digestive, où elle exerce son action inhibitrice. Pfcrt est 

également impliqué dans la baisse de sensibilité du parasite à l’amodiaquine et à la quinine. 

Dans les zones où les allèles de résistance ne sont pas fixés, on observe une augmentation de 

la fréquence de l’allèle sauvage après abandon de la chloroquine. L’analyse de ce locus 

renseigne sur la pression médicamenteuse exercée au sein des populations. 

3.1.14.2. Les antimétabolites : résistance de P. falciparum à la SP 

La résistance à la sulfadoxine-pyriméthamine, une thérapie contre le paludisme largement 

utilisée notamment à la suite de l’échec de la chloroquine, a pris naissance dans la même 

région d'Asie du Sud-Est et se propage encore vers l'Afrique subsaharienne [41]. 

 

Figure 12:Mécanismes de résistance de Plasmodium falciparum à la 

sulfadoxinepyriméthamine[42]. 
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3.1.14.2.1. Positions sur lesquelles les mutations sont reconnues comme associées à la 

résistance de  P. falciparum à la pyriméthamine 

 

 

Figure 13 : Mutations sur le gène Pfdhfr associées à la résistance de Plasmodium falciparum 

à la pyriméthamine[42]. 

Sur le gène Pfdhfr, la mutation à la position 108 est la plus fréquente et majeure, les  positions 

51 et 59 augmentent la résistance et la position 164 est rare en Afrique[43]. 

3.1.14.2.2. Positions sur lesquelles les mutations sont reconnues comme associées à la 

résistance du P .falciparumà la sulfadoxine 

 

Figure 14 : Les mutations sur les gènes dhps associées à la résistance de P.falciparum à la 

sulfadoxine[42]. 

Les mutations aux positions 437 et 540 sont majoritairement celles qui modifient la 

configuration de la dhps[43], les autres constituent des facteurs favorisant la résistance. 
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3.1.14.3. Les CTAs : résistance de Plasmodium falciparum 

Au cours des dernières années, le nombre de personnes infectées par le paludisme, ou qui en 

sont mortes, a diminué de manière significative[31]. Ce succès est attribué à un accroissement 

de l'investissement dans la prévention et dans les mesures de traitement, notamment les 

moustiquaires de lit imprégnées d'insecticide et l'utilisation des thérapies combinées à base 

d'artémisinine qui se sont avérées très efficaces. 

Toutefois, ces gains récents en vies sauvées sont menacés par l'apparition de la résistance à 

l'artémisinine et sa propagation dans de nombreuses régions d'Asie du Sud-Est [44]. La 

résistance aux thérapies couramment utilisées à base d'artémisinine a été fermement établie 

dans l'ouest du Cambodge, la Thaïlande, le Vietnam, la Birmanie orientale et dans le nord du 

Cambodge, tandis que des signes de résistance émergente ont été observés dans le centre de la 

Birmanie, le Sud du Laos et le Nord-Est du Cambodge. 

Par contre, le continent Africain est exempt de cas confirmés de résistance aux CTA à ce jour. 

Tout de même, on assiste à une diminution de leur efficacité rapportée par quelques études. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

            

            

            

            

            

            

         

 

 

 

 

 

 

 

 

 

METHODOLOGIE 
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4. METHODOLOGIE          

4.1. Choix du site d’étude : 

 

Le Mali est un pays enclavé d'Afrique de l'Ouest situé entre les 10e et 25e degrés de latitude 

nord et entre le 4e degré de longitude est et le 12e de longitude ouest et couvre une superficie 

de 1241238 km2 

Situé au Nord-ouest de l'Afrique, le Mali est enclavé entre l'Algérie au nord-est, le Niger au 

sud-est, le Burkina Faso, la Côte d'Ivoire et la Guinée au sud, et le Sénégal et la Mauritanie à 

l'ouest. La majeure partie du pays est constituée de plaines de faible altitude qu'interrompent 

par endroits des collines rocheuses. Le Sahara couvre le tiers nord du pays. Trois zones 

climatiques se succèdent du nord au sud: le Nord appartient à la zone saharienne; le delta 

intérieur du Niger s'étend dans la zone sahélienne semi-aride, où s'opère la transition entre le 

désert et la savane arborée; enfin, le Sud connaît un climat soudanien. Le climat du Mali en 

dehors des régions sahariennes est chaud et sec avec des températures moyennes comprises 

entre 24 et 32°C dans le Sud, qui s'élèvent au fur et à mesure que l'on progresse vers le nord. 

Les précipitations annuelles d'environ 1400 mm dans le Sud tombent à quelque 1120 mm à 

Bamako et à moins de 127 mm dans le Nord. 

Notre étude s’est déroulée d’une part dans la commune rurale de Sélingué qui relève du cercle 

de Yanfolila région de SIKASSO et représentatif de l’un des faciès épidémiologiques du 

paludisme au Mali et d’autre part dans le village de Missira : le second site d’étude, faisant 

partie de la sous-préfecture de Kolokani. Il est situé sur la rive droite de la rivière Baoulé qui 

marque la limite entre les préfectures de Kolokani et de Kita. En fait, la zone de Missira est 

située dans l’entité géographique nommée ≪ Boucle du Baoulé ≫. 
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Figure 15 : Carte de la république du Mali 

 

Le Niger, pays situé en Afrique occidentale entre les parallèles 11 ° 37 et 23 ° 33 de latitude 

nord d'une part, et les méridiens 16 ° de longitude est et 0 °10 de longitude ouest.  

Le Niger s'étend sur 1 267 000 km2. Il est le plus vaste pays de l'Afrique occidentale en se 

classant 6e à l'échelle continentale (après l'Algérie, le Congo, le Soudan, la Libye et le Tchad), 

avec une population atteignant, à la date du 17 décembre 2012 environ 17 129 076 habitants 

soient 8 461 444 hommes (49,4%) et 8 667 632 femmes (50,6%) et dont 4 nigériens sur 5 

vivent dans les zones rurales .Le pays est limité par le Burkina Faso et le Mali à l'ouest, 

l'Algérie et la Libye au nord, le Tchad à l'est, le Nigeria et le Bénin au sud. 

Au Niger le paludisme est endémique avec une recrudescence en saison des pluies (juillet-

octobre). Les principales cibles du paludisme sont les enfants de moins de cinq ans, les 

femmes enceintes et les personnes immunodéprimées. Cette étude s’est déroulée au niveau de 
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deux sites au Niger il s’agit :de Aguié un département de 3001 km2 de la région de Maradi où 

le paludisme est méso endémique et  Ertcharna un département de la région de Tahoua où le 

paludisme est hypo endémique. 

 

 

Figure 16 : Carte de la république du Niger 

4.2. Population d’étude : 

Notre population d’étude était constituée d’enfants âgés de 3 à 59 mois. 

4.3. Période d’étude  

 Notre étude s’est déroulée  de  Janvier 2017 à Aout 2019 

4.4. Type d’étude : 

Nous avons fait une étude comparative entre deux zones d’endémie palustre au Niger et au 

Mali.  
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4.5. Echantillonnage : 

Environ 201 échantillons dont111cassettes de TDR provenant du Niger et 90papiers de 

confettis provenant du Mali étaientcollectéspour examiner les mutations associées à la 

résistance desulfadoxine et pyriméthamine. 

4.5.1. Critères d’inclusion : 

Ont été inclus dans cette étude tout enfant :  

 Agé de 3 à 59 mois ; 

 Ayant un paludisme simple àPlasmodiumfalciparum ; 

 Ayant reçu les doses de SP/AQ durant la campagne de CPS. 

4.5.2. Critères de non inclusion dans l’étude : 

N’étaient pas inclus dans cette étude tout enfant : 

 De moins de 3 mois ou plus de 59 mois ; 

 Ayant un paludisme dû à des espèces autres que Plasmodium falciparum ; 

 Ayant le paludisme mais n’a jamais reçu de doses de CPS en 2017. 

 Ayant un paludisme grave 

4.6. Description et mode opérationnelle de TDR: Exemple SD-BIOLINE 

4.6.1. Conservation 

 Entre 4° et  45°C.  

 Ne pas congeler  

4.6.2. Matériel requis 

 Le coffret (kit) du test SD-BIOLINE 

 Gants  

 Montre ou pendule  

 Marqueur indélébile  

 Coton ou gaz sec et propre  
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Description du test  

 

A : puits d’échantillon B : puits de réactif. C : fenêtre de contrôle. T : fenêtre de test.    

4.6.3. Mode opératoire 

 Toujours porter des gants pour tester  

 Porter  le  contenu  du  coffret SD-BIOLINE à  la  température  ambiante  avant  d  

procéder au test à l'air libre (si conservé au réfrigérateur) et vérifier la date de 

péremption. La prévalence du paludisme  à travers le test de diagnostic rapide chez les 

patients fébriles 

  Ouvrir  le  sachet  et  retirer  l'appareil.  Une  fois  le  sachet  ouvert,  l'appareil  doit  

être utilisé immédiatement. Mais avant l’utilisation vérifier la couleur du dessiccateur. 

Ce dernier  doit  être  de  couleur  bleue.  S'il  est  devenu  incolore  ou  bleu  pale,  

jeter  le  et utiliser un autre.  

  Noter  sur  le  cadre  plastique  du  test  :  le  nom  ou  code  du  patient,  la  date  et 

l’heure exacte : heures et minutes,  

 

 nettoyer la partie choisie, soit le doigt (face palmaire du bout du 3ème ou 4
ème

doigt 

gauche de préférence), soit le  gros orteil ou le talon chez le nourrisson avec un  

tampon de coton imbibé d’antiseptique. Puis le laisser sécher quelques secondes (ou 

nettoyer avec du tampon sec).  
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 Avec  la  main  gauche  appuyer  fermement  la  partie  proximale  du  doigt  nettoyé  

pour stimuler la circulation et à l’aide un vaccinostyle stérile, piquer la partie choisie, 

d’un mouvement rapide et contrôlé.  

 

 D’une main presser le doigt pour faire sourdre une goutte de sang. De l’autre main, 

tenir la pipette de prélèvement  en son milieu et mettre en contact la pipette avec la 

surface de la goutte de sang : la quantité adéquate de sang (environ 5  µ l) sera collecté 

par l’action de tension de surface,  

 

 Transférer le sang ainsi collecte sur le tampon test, dans le port d’échantillonnage "A" 

Un échantillon de sang total de 5µl peut ainsi être obtenu. Ou une  micropipette  peut  

également  être  utilisée  pour  transférer  5µl  de  l’échantillon  anti-coagulé  ou  

obtenu  par  piqûre  digitale  sur  le  tampon  test,  dans  le  port  d'échantillonnage 

"A”. 

 si l’échantillon provient du prélèvement veineux, homogénéiser I’ échantillon de sang 

anti-coagulé  en  le  mélangeant  doucement.  Mettre  la  boucle  d'échantillonnage  en 

contact avec la surface de  l’échantillon de sang contenu dans le récipient. NOTE: 

s'assurer que le sang provenant de la boucle d'échantillonnage est entièrement absorbé 

par le tampon test.  

 Déposer six gouttes (300µl) de tampon de lavage dans le port d'échantillonnage 'B' en 

maintenant verticalement le compte - gouttes en plastique. 
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 Au bout de 15 minutes, lire les résultats comme suit: 

 

Remarque importante  

A la fin des 15 minutes le fond du test doit être légèrement rose ou blanc. Si  le  fond  est  

rouge  ou  rouge  foncé,  trop  de  sang  a  été  collecté  et  des  résultats faiblement positifs 

peuvent être manqués  

 Noter le résultat sur le cadre plastique du test  au marqueur indélébile : négatif ou Pf 

ouInvalide 

Interprétation du test  

Quel est le rôle du contrôle? 

Le contrôle permet de voir si le test (condition de conservation) et la procédure (luminosité 

pour la lecture, quantité suffisante de solution tampon) sont corrects 

 Une  seule  bande  colorée  rose  apparaît  dans  la  fenêtre  de  contrôle    “C”:  Test 

NEGATIF  pour  P.falciparum 

 

 Une  bande  colorée  rose  apparaît  dans  la  fenêtre  de  contrôle  “C”  et  une  bande 

distincte  colorée  rose   apparaît  également  dans  la  fenêtre  de  test  T :  Test 

POSITIFpourP. falciparum. 
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 Aucune  bande  colorée  rose  n’apparaît  dans  la  fenêtre  de  contrôle  « C » :  Test 

INVALIDE.    Le  test  doit  être  répété.  Le    rôle  du  contrôle  est  de  voir  si  le  

test  est correct  et  que  les  procédures  (bonne  quantité  de  solution  tampon,  bonne  

luminosité pour lire etc..) sont respectées. 

 

4.7. Analyse moléculaire : 

4.7.1. Echantillonnage de fragments pour les TDR : 

4.7.1.1. Matériels : 

 Ciseaux 

 Gants 

 Alcool 70° à 100% 

 Eau distillée 

 Tubes 1,5ml 

 coton 

 Portoirs de tubes 1,5ml 

4.7.1.2. Mode opératoire : 

Les tubes et les colonnes sont rangés par ordre en fonction des numéros d’échantillon. Chaque 

colonne correspond au tube qui porte le même numéro d’échantillon. Lors du découpage pour 

passer d’un échantillon à un autre, le ciseau doit être trempé dans la solution d’alcool puis 

dans de l’eau distilléeensuite nettoyé avec le coton.  

Il faut s’assurer que le ciseau estdébarrassé de toute la trace d’alcool. Pour le SD-BIOLINE, 

on ouvre la cassette  latéralement et on fait sortir la bande. Le tampon est soulevé et découpé 

en deux morceaux d’environ 3mm. En outre trois morceaux de 2mm de la partie proximale de 

la bande de nitrocellulose  jusqu’à la première ligne de test sont échantillonnés. 
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Figure 17 : Cassette d’un TDR découpé 

NC=bande de nitrocellulose (membrane de nitrocellulose, support plastique), F=fragment de 

papier filtre du tampon d’absorption, S=tampon d’échantillon, C=tampon de conjugué. 

4.7.2. Extraction de l’ADN de P.falciparum au Chelex-100 à partir des TDR : 

4.7.2.1. Matériels : 

 Plaque chauffante (100°C) 

 Bain- marie (56°C) 

 Centrifugeuse 

 Vortex 

 Minuterie 

 Portoirs 

 Tubes 1,5ml 

 Pipettes de 200µl et 1000µl 

 Embouts à bout élargi 

 Gants 

 Poubelle  

 Saponine (1%)de Sigma, chelex-100 (5%)de BioRad, eau distillée et du PBS 1X 

 

4.7.2.2. Mode opératoire : 

 Couper la membrane du TDR 

− Placer dans un tube de 1,5ml  
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− Ajouter 1ml de saponine 1%  

− Laisser incuber à 4°C pendant la nuit (au minimum 12heures d’incubation). La 

saponine permet la lyse des membranes érythrocytaires et parasitaires avec la 

libération de l’hémoglobine et des enzymes, telles que la DNase dans le tube 

de 1,5 ml qui sont inactivés à 4 °C.  

− Centrifuger à 12000g pendant 3mn puis rejeter le surnageant 

− Laver le papier avec la solution de PBS1X à Ph 7,2 trois fois. Le lavage permet 

d’enlever l’hémoglobine qui est un inhibiteur de la réaction PCR. 

− Ajouter 200µl 5% chelex-100 en utilisant un embout à bout élargi. 

 Chauffer à 56°C pendant 15mn et triturer avec le bout de l’embout jusqu’à ce que le 

papier devienne mou ; 

 Bouillir à 100°C pendant 8mn 

 Presser le papier  contre la paroi du tube pour extraire toute la suspension de chelex-

100 et rejeter le papier ; 

 Centrifuger à 12000g pendant 3mn  

 Transférer le surnageant qui contient l’ADN dans un autre tube ; 

 Conserver à -20° la suspension d’ADN jusqu’à son utilisation. 

4.7.3. Extraction de l’ADN à partir des papiers confettis 

Le matériel génétique des souches de P. falciparum a été extrait à partir des papiers confettis 

avec le kit commercial Qiagen (QIAGEN Gmbh, QIAGEN Strosse 1, 40724 Hilden, 

GERMANY) 

4.7.3.1. Protocole 

Il faut disposer de : au moins 3 bains-Marie, portoir de tube 1.5ml, portoir de tube 1.5ml pour  

le bain-Marie, vortex,  Ethanol  96-100%,  pipettes  de  [20,  200,1000µL], centrifugeuse de 

tube 1,5mL .Toutes les étapes de centrifugation doivent se faire à la température ambiante 

(15-20ºC). 

Avant de commencer, s’assurer que : 

 Mettre le buffer AE ou l’eau distillée à la température ambiante pour l’élution, l’étape 

10, 

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

dans le guide du kit d’extraction, 
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 S’assurer que les buffers AL et ATL ne contiennent pas de précipités, sinon les faire 

dissoudre en les incubant à 56ºC. 

4.7.3.2. Procédure 

 Dans les tubes de 1.5mL contenant les 3 spots de sang déjà découpés, ajouter 180µL 

de buffer ATL, 

  Incuber  à  85ºC  pendant  10  minutes  puis  centrifuger  brièvement  pour  faire 

descendre les gouttelettes de solution se trouvant sur les parois du tube, 

  Ajouter 20µL de Protéinase K de la solution de stock. Vortexer, puis incuber à 56ºC  

pendant  1  heure.  Centrifuger  brièvement  pour  faire  descendre  les gouttelettes de 

solution se trouvant sur les parois du tube. À noter que l’ajout de la protéinase K est 

essentiel. 

 Ajouter 200µL de buffer AL aux échantillons. Centrifuger bien, et incuber à 70ºC 

pendant  10  minutes  puis  centrifuger  brièvement  pour  faire  descendre  les 

gouttelettes de solution se trouvant sur les parois du tube. Pour assurer une bonne 

lyse, il est essentiel d’ajouter le buffer AL et vortexerimmédiatement. Il ne faut pas 

ajouter la protéinase K directement au buffer AL. Apres l’ajout du buffer AL, il est 

possible que des précipités blancs se forment. Dans la plupart des cas, ces précipités 

disparaissent après l’incubation. 

 Ajouter  200µL  d’éthanol  (96-100%)  aux  échantillons,  bien  vortexer  puis 

centrifuger  brièvement  pour  faire  descendre  les  gouttelettes  de  solution  se 

trouvant sur les parois du tube. Il est essentiel que l’éthanol et les échantillons soient 

bien vortexés. 

 Soigneusement transférer la solution de l’étape 5 dans les colonnes. Fermer les 

colonnes puis centrifuger à 8000rpm pendant 1 minute. Transférer les colonnes dans  

de  nouveaux  tubes  de  collection  et  jeter  les  tubes  de  collection  qui contiennent 

le filtrat.Bien  fermer  les  colonnes  pour  éviter  la  formation  des  aérosols  lors  de  

la centrifugation. 

  Ouvrir soigneusement les colonnes puis ajouter 500µL du buffer AW1. Fermer les 

colonnes puis centrifuger à 8000rpm pendant 1 minute. Transférer les colonnes dans 

de nouveaux tubes de collection et jeter les tubes de collection qui contiennent le 

filtrat. 

 Ouvrir soigneusement les colonnes puis ajouter 500µL du buffer AW2. Fermerles 

colonnes puis centrifuger à 14000rpm pendant 3 minutes. 
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  Recommandé : Transférer les colonnes dans de nouveaux tubes de collection et jeter 

les tubes de collection qui contiennent le filtrat puis centrifuger à haute vitesse 

pendant 1 minute.Cette étape aide à éliminer le restant de la solution du buffer AW2 

restant après l’étape précédente. 

 Transférer  les  colonnes  dans  de  nouveaux  tubes  1.5mL  stériles  puis  jeter  les 

tubes de collection qui peuvent contenir encore du filtrat. Ouvrir soigneusement les  

colonnes  puis  ajouter  150µL  du  buffer  AE  ou  d’eau  distillée.  Incuber  à  la 

température ambiante (15-20ºC) pendant 1 minute puis centrifuger a 8000rpm 

pendant 1 minute. Le volume d’ADN dissout utilisé lors de la PCR ne doit pas 

excéder les 10%, par exemple pour une PCR de 50µL, il ne faut pas ajouter plus de 

5µL d’ADN.L’ADN ainsi obtenu est conservé à -20°C. 

4.8. Amplification des séquences spécifiques de P.falciparum : 

4.8.1. Réaction de polymérase en chaine (PCR) : 

4.8.1.1. Définition 

La PCR ou implication génique est une technique qui utilise les propriétés que possède 

l’ADN. Celui-ci est composé de deux brins complémentaires d’orientationinverse et appariés 

deux à deux. Elle consiste à repérer le fragment d’ADN ou de gêne, d’intérêt et l’amplifier 

d’une manière exponentielle. 

 Amplification du gène msp1   

Première réaction d’amplification  

Amplification avec les amorces spécifiques conservées pour les blocs 1 et 3 du gène de msp1, 

et dont l’amplicon sera utilisé pour amplifier la deuxième PCR. 

Pour la première PCR nous avons utilisé la liste d’amorce suivante  

Amorces 

Amorce sens  M1-OF: 5’- CTAGAAGCTTTAGAAGATGCAGTATTG -3’  

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

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

dessous: 
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Tableau 1 : Composition des mélanges réactionnels 

Réactifs Volume (µl) Concentration 

initiale 

Concentration finale 

DdH2O          10,0              _             _ 

Buffer           5,0             5X            1X 

Mgcl2           1,5            50Mm           3mM 

DNTPs           1,0            10mM           0,4mM 

Amorceallermsp1 bloc 1-3           1,0            10µM           0,4µM 

Amorce retour  

msp1 bloc 1-3 

          1,0            10µM           0,4µM 

Taq Pol          0,5               5U           0,1U 

ADN           5,0                _               _ 

Total          25,0                _               _ 

 

Deuxièmeréactiond’amplification 

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

RO33.Pour la deuxième PCR les amorces KF/KR, MF/MR, RF/RR ont été  respectivement 

utilisé pour amplifier KI, Mad20, et Ro33 

La liste suivante des amorces a été utilisée ; 

AmorcesLes amorces suivantes ont été utilisées pour amplification de la deuxième réaction                            

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

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

- Amorce sens  M1-RF: 5’- TAAAGGATGGAGCAAATACTCAAGTTGTTG -3’ 

-Amorce anti-sens M1-KR: 5’- GCTTGCATCAGCTGGAGGGCTTGCACCAGA -3’ 

-Amorce anti-sens M1-MR: 5’- ATCTGAAGGATTTGTACGTCTTGAATTACC3’ 

-Amorce anti-sens M1-RR: 5’- CATCTGAAGGATTTGCAGCACCTGGAGATC 3’ 

Les  composants  et  les  volumes  du  mélange réactionnel sont  indiqués dans  le  tableau  ci-

dessous. 
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Tableau 2 : Les composants des mélanges réactionnels 

Réactifs Volume (µl) Concentration initiale Concentration  finale 

H2O 10,0 _ _ 

Buffer 5,0 5X 1X 

MgCL2 1,5 50Mm 3mM 

DNTPs 1,0 10mM 0 ,4mM 

Forward Primer 1,0 10µM 0,4µM 

Reverse Primer 1,0 10µM 0,4µM 

Taq Pol 0,5 5U 0,1U 

ADN 5,0 _ _ 

Total 25,0 _ _ 

 

Pour la première réaction 

Programme  

Une dénaturation initiale de 95°C, pendant 5min 

Une dénaturation de 95°c, pendant 1min 

Un appariement à 59°C, pendant 2min 

Une extension à 72°C, pendant 2min   

Extension finale après les 40 cycles à 72°C, pendant 10min.  

Et la conservation se fait à 4°C. 

Pour la deuxième réaction 

Programme 

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

Une dénaturation de 95°C, pendant 1min 

Un appariement de 59°C, pendant 2min 
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Une extension de 72°C, pendant 2min 

Une extension finale de 72°C, pendant 10min 

Et la conservation à 4°C. 

4.8.2. Analyse des produits de la PCR nichée : 

Les produits obtenus après la PCR nichée (séquences nucléotidiques amplifiées) sont analysés 

par électrophorèse sur gel d’agarose à 1 % contenant 30µl de bromure d’éthidium (5-éthyl-

3,8-diamino-6-phénil-phénanthidine). Le gel est déposé dans une cuve électrophorèse 

contenant un tampon TBE1X. Cinq (5)µl de chaque produit de la PCR nichée sont déposés 

dans un puits du gel d’Agarose. Le produit de la PCR n’est pas mélangé à du bleu de charge 

car le tampon (Flexi Buffer) que nous avons utilisé est un tampon coloré qui a la propriété de 

maintenir l’ADN au fond du puits. L’électrophorèse est réalisée à une intensité de 400mA 

sous une tension de 180volts pendant 45mn. Le bromure d’éthidiumala propriété de 

s’intercaler entre les fragments d’une molécule d’ADN et quand il est excité aux rayons ultra-

violets, il émet une fluorescence à 622nm permettant ainsi de localiser les fragments 

d’ADNaprès électrophorèse. Sous illumination ultra-violet, les fragments d’ADN apparaissent 

sous forme de bandes à différentes position sur le gel. 

4.8.2.1. Visualisation des bandes amplifiées  

Les bandes rendues fluorescentes par le bromure d’éthidium étaient photographiées sous la 

lumière Ultra-Violette du transilluminateur (Fisher) ensuite l’image du gel était téléchargée  à 

l’aide  de  la  caméra du  système  UVP® sur  l’ordinateur.  La  présence d’une bande de taille 

spécifique sur le gel d’agarose traduit la présence d’un allotypede P. falciparum. La présence 

de plus d’une bande pour un même échantillon signifie que la personne est infectée par plus 

d’un parasite. Ensuite, les bandes identifiées pour chaque paire d’amorces étaient enregistrées 

dans le tableur Excel. Le programmeUVP® nous permet d’estimer la taille de chacun des 

fragments amplifiés afin de mettre en évidence aussi bien le polymorphisme de taille que celui 

de séquence au niveau des différents allotypes utilisés. 

4.8.2.2. Détermination de la taille des bandes  

Elle  se  faisait par  l’introduction  d’un  marqueur  de  taille  (ou  de  poids  moléculaire) 

comme standard qui migre en même temps que les échantillons à tester. 
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4.9. Recherche des marqueurs de résistance 

Nous avons fait la recherche des marqueurs de résistance de la SP par High Résolution 

Melting (HRM). Cette méthode nous donne les résultats sous forme de courbe en fonction de 

la température. Le remplacement d’un acide aminé par un autre au niveau des différentes 

positions des gènes dhpset dhfr est interprété par la machine sous forme de pic de fusion. 

 Le remplacement de la serine (S) par : l’alanine (A), phénylalanine (F) confère une 

résistance à la position 436 du gène dhps.  

 Le remplacement de l’alanine (A) par la glycine (G) confère une résistance à la 

position 437 du gène dhps. 

 Le remplacement de : l’asparagine (N) par isoleucine (I), de la cystéine (C) par 

l’arginine (R) et de la serine (S) par l’asparagine (N) confèrent une résistance 

respectivement à la position 51, 59 du gène dhfr. 

Nous avons utilisé comme souches de références 3D7 (souches sauvages) et Dd2 (souches 

mutées). Les températures de fusion de ces 2 souches étant connues, elles nous servaient donc 

de guide pour différencier les profils sauvages des profils mutés de nos échantillons. Il est de 

fois possible qu’une même souche présente les 2 profils qu’on appelle profils mixtes. 

4.9.1. Réactifs du HRM et matériels : 

 2,5X LightScannerMasterMix ; 

 H2O pour la PCR ; 

 Amorces ; 

 Sonde ; 

 ADN ; 

 Plaques blanches ; 

 AdhesiveSeal ; 

 Huile minérale. 

4.9.2. PCR : 

La PCR est lancée en tenant compte du fait que le 2,5X LightScannerMasterMix contient déjà 

le Buffer, les dNTPs, la Taq polymérase et le MgCl2 nécessaires. En plus des amorces de 

Pfdhfr et Pfdhps, une sonde est ajoutée pour la spécification de la recherche de mutation. 

Les séquences des amorces que nous avons utilisées sont : 
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S436/A437Forward:GAATGTTTGAAATGATAAATGAAG 

 

Reverse: CAGGAAACAGCTATGACGAAATAATTGTAATACAGGTACTACTAAATCTCT 

 

Probe : ATCCTCTGGTCCTTTTGTTATACC-block 

 

N51/C59Forward: ACATTTAGAGGTCTAGGAAATAAAGGAGT 

 
Reverse: ATATTTACATCTCTTATATTTCAATTTTTCATATTT TGATTCATTCAC 

 

Probe : AAATGTAATTCCCTAGATATGAAATATTTTTGTG CAG-block 

 

On commence par préparer un mix (10X Primer Probe) à partir des amorces et la sonde. 

 

Tableau 3 : Concentration des amorces utilisées lors du HRM 

Concentration 

initiale 

Amorces Volume en µl Concentration 

finale 

50µM Forward                1 0,5µM 

50µM         Reverse                5 2,5µM 

100µM Sonde                2 0,2µM 

 

Ce mix nous sert de solution de travail pour la PCR.  

Le volume réactionnel pour la PCR est constitué comme suit : 

Tableau 4 : Composition du mix lors du HRM  

Concentration 

initiale 
Réactifs Volume en µl 

Concentration 

finale 

_ H2O 10 _ 

2,5X LightScanner Mix 10 2,5X 

10X Primer Probe 2,5 10X 

_ ADN 2,5 _ 
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Quant au PCR proprement dite, après la composition du volume réactionnel dans la plaque 

blanche, 30μL d’huile minérale sont ajoutés dans chaque puits de la plaque pour empêcher les 

échantillons de s’évaporer lors de la PCR. 

La plaque est ensuite couverte avec l’Adhesiveseal puis centrifugée à 2500 rpmpendant cinq 

(05) minutes. La centrifugation permettra au mix de se retrouver sous l’huile minérale. 

La plaque est par la suite introduite dans le thermocycler pour PCR selon le protocole 

suivant : 

1. Dénaturation initiale à 95°C pendant 2 minutes ; 

2. Dénaturation à 94°C pendant 15 secondes ; 

3. Appariement pendant 30 secondes ; 

 63°C pour le dhfr51, dhfr59, dhps 436 et dhps437 

4. Extension à 60°C pendant 1 minute. 

Après la PCR, la plaque est de nouveau centrifugée, puis on passe au High 

ResolutionMelting. 

4.9.3. High ResolutionMelting HRM : Fusion à Haute Résolution : 

Résolution 

Le  HRM  est  une  technique  de  biologie  moléculaire  permettant  la  détection  de 

mutations  de  polymorphisme  génétique  et  de  différences  épigénétiques  dans  des 

échantillons d’ADN double brin. 

Principe 

L'analyse  HRM  est  réalisée à  partir  d'échantillons  d'ADN double brin.  La  région  de 

l'ADN  potentiellement  porteuse  de  la  mutation  est  d'abord  amplifiée  par PCR. 

L'amplicon  est  alors  chauffé  très  progressivement  et  précisément  d'environ  50°C  à 

95°C. À un certain point, les deux brins d'ADN se séparent : c'est ce processus que l'on  

appelle fusion de  l'ADN.  Le  principe  de  la  HRM  est  d'observer  cette  fusion  en temps 

réel. 
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Figure 18 : Principe du HRM 

 

Cela est possible grâce à des composés particuliers, appelés colorants intercalant, qui ont la 

propriété de devenir plus fluorescents lorsqu'ils sont fixés à de l'ADN double brin.  En  

l'absence  de  double  brin,  ils  ne  peuvent  pas  se  fixer  et  leur  niveau  de fluorescence est 

très faible. Au début de l'analyse HRM, à la plus basse température, l'intensité de fluorescence 

est très importante, car l'ensemble de l'amplicon est présent sous forme double brin. Mais, au 

fur et à mesure que la température augmente et queles  brins  se  séparent,  la  fluorescence 

diminue.  L'enregistrement  de  l'intensité  de fluorescence en fonction de la température est 

appelé courbe de fusion. 

 

Figure 19 : Principe de tracée des courbes de fusion 
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Un changement, même mineur, dans la séquence de l'ADN conduit à une variation de la 

cinétique de fusion, qui peut être détectée grâce à la haute résolution utilisée. 

 

Figure 20 : Courbe de fusion d’un ADN normal et d’un ADN muté 

Description du dispositif : 

Le dispositif du HRM est composé d’un LightScanner-96 (Idaho Technologies, Inc., Salt 

Lake City, UT) muni d’une caméra reliée à un ordinateur. Ce dispositif est conçu pour la 

recherche des mutations dans différents génomes. 

 

Figure 21 : Dispositif du HRM au Laboratoire de Biologie Moléculaire Appliquée de 

l’USTTB 
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 La plaque est introduite dans le LightScanner-96 (Idaho Technologies, Inc., Salt Lake 

City, UT) et on fait varier la température de 40°C à 95°C. Au bout de 10 minutes, on 

obtient une courbe de fusion qui est fonction de la fluorescence de la solution grâce 

au LCGreenPlus, agent intercalant fluorescent. 

 

Figure 22 : La température de fusion en fonction de la fluorescence au HRM 

 

Figure 23 : Les courbes de fusion normalisées au HRM 
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Les courbes sont ensuite normalisées. Après la normalisation, les courbes peuvent être 

visualisées sous forme de pics. 

 

Figure 24 : Pics de fusion au HRM  

Procédure de détection des mutations par HRM : 

 

Figure 25 : Schéma à suivre pour la détection des mutations par HRM 
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4.10. Saisies et analyses des données 

Pour les saisies et analyses des données, nous avons utilisé Microsoft® Office Excel 2010, 

IBM SPSS® STATISTIQUE VERSION 20, GraphPadPrism version 6.00 (GraphPad 

Software, La JollaCalifornia USA). 

Les tests statistiques les plus utilisés ont été Odds ratio et le Khi deux. Les tests ont été 

réalisés avec GraphPadPrism version 6.00 (GraphPad Software, La JollaCalifornia USA). 

Le risque relatif utilisé était α =5%.   

4.11. Aspect éthique  

A l’admission, on explique le contenu de l’étude aux parents et/ou accompagnants des enfants 

malades et que toutes réponses seront confidentielles. Ainsi les malades sont inclus après un 

consentement éclairé de ces derniers.    
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5. RESULTATS  

 

5.1. Collecte des échantillons de sang au Niger 

Au Niger, des échantillons de sang obtenus de bout de doigt ont été testé par la technique 

d’immuno-capture en utilisant les tests diagnostic rapide (TDR ) de 2016-2017 par l’équipe 

des centres de santé de deux localités (Aguie et Ertcharna ) sous la supervision du centre de 

recherche médical et sanitaire (CERMES)de Niamey.  

Tableau 5 : Répartition des échantillons positifs par le test de diagnostic rapide 

TDR Niger Total 

n (%) Aguie 

n (%) 

Ertcharna 

n (%) 

Positif 55 (49,5) 56 (50,45) 111 (55,5) 

Négatif 45 (50,5) 44 (49,44) 89 (44,5) 

Total 100 (50) 100 (50) 200 (100) 

 

Nous avons au total 200 échantillons de cassettes de TDR dont 111 échantillons de TDR (55 

échantillons d’Aguie et 56 échantillons d’Ertcharna)  sont positifs, ces derniers  étaient utilisés 

pour l’analyse moléculaire. 

Tableau 6 : Répartition des échantillons positifs selon les différentes techniques par sites 

Pays Site TDR positif MSP-1 PCR 

positif 

HRM positif Fragment de 

membrane 

de TDR 

utilisé 

Niger Aguie 55 15 12 1/3 

Ertcharna 56 30 29 1/3 

Total 111 45 41 - 
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Sur les 55 échantillons positif par le TDR, 15 était positif par la PCR pour MSP-1 soit 15/55 

(27,27%) à Aguie. Tandisque à Ertcharna 56 testé  par TDR 30 était positif par la PCR pour 

MSP-1 soit (30/56) 53,57%. 

5.2. Collecte des échantillons de sang au Mali 

Les enfants qui se présentaient au centre de santé de Sélingué et Missira avec le symptôme du 

paludisme ont fourni leur sang capillaire pour l’identification de plasmodiumfalciparum par 

microscopie et la technique moléculaire. 

Tableau 7 : répartition des échantillons positif par la goutte épaisse 

Goutteépaisse Mali Total 

n (%) Sélingué 

n (%) 

Missira 

n (%) 

Positif 54 (60) 36 (40) 90 (45) 

Négatif 46 (40) 64 (60) 110 (55) 

Total 100 (100) 100 (100) 200 (100) 

 

Nous avons au total 200 échantillons dont 90 échantillons  (54 échantillons de Sélingué et 36 

échantillons de Missira)  sont positifs pour la goutte épaisse, ces derniers  étaient utilisés pour 

l’analyse moléculaire. 

Tableau 8 : Répartition des échantillons positifs selon les différentes techniques par sites 

Pays Site Goutteépaissepositif MSP-1 

PCR 

positif 

HRM 

positif 

Parti de 

papier 

confetti 

utilisé 

Mali 

Missira 36 36 36 Spot de 

sang 

Sélingué 54 54 54 Spot de 

sang 

Total 90 90 90 _ 
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Sur les 36 échantillons positifs par la goutte épaisse, les 36étaient positifs par la PCR  pour 

MSP-1 soit 36/90 (40%) à Missira ;tandis qu’à Sélingué 54 testé  par goutte épaisse  étaient 

tous positifs par la PCR soit (54/90) 60%. 

5.3. Caractéristiques sociodémographiques : 

Tableau 9 : Répartition des échantillons  extraits par pays 

Pays Echantillons 

extraits 

MSP-1 PCR positif Echantillons de la 

PCR pour MSP-1 et 

HRM 

Mali 90 90 90 

Niger 111 45 45 

Total 201 135 135 

 

Nous avons extrait 201 échantillons  dont 135 échantillons  étaient positifs  pour la msp1avec 

la PCR puis selectionnés pour le HRM pour les gènes  Pfdhfr et Pfdhps. 

n = 1 3 5
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Figure 26 : Répartition des échantillons par pays 

La majorité de nos patients était du Mali soit 67%  de l’échantillon. 
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Tableau 10 : Répartition des patients selon le site d’étude 

Pays Site d’étude Effectifs % 

Mali 
Missira 36 26,7 

Sélingué 54 40,0 

Niger 
Aguie 15 11,1 

Ertcharna 30 22,2 

Total 135 100,0 

 

40% des patients étaient de Sélingué. 
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Figure 27 : Répartition des patients selon le genre 

Le Sexe Ratio était de 1,15 (69/66) et était en faveur du genre masculin. 
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Tableau 11 : Répartition des patients par tranche d’âge 

Pays Sites Tranche d’Age (mois) Total 

(1-12) 

n(%) 

(13-24) 

n(%) 

(25-36) 

n(%) 

(37-48) 

n(%) 

(49-60) 

n(%) 

Mali 

Missira 1  (2,78) 11  

(30,56) 

22  

(61,11) 

0  (00) 2  (5,56) 36  (100) 

Sélingué 1  (1,85) 13  

(24,07) 

29  

(53,70) 

4  (7,40) 7 (12,96) 54  (100) 

Niger 

Aguié 6  (40) 5  

(33,33) 

1  (6,67) 1  (6,67) 2  

(13,33) 

15  (100) 

Ertcharna 4  

(13,33) 

7  

(23,33) 

13  

(43,33) 

3  (10) 3  (10) 30  (100) 

 

La tranche d’âge (25-36) mois était plus représentée (53,70%) à Sélingué que dans les autres 

localités. La tranche d’âge (1-12) mois était plus représentée au Niger qu’au Mali avec un 

pourcentage de 28,60%. 

5.4. Résultat du génotypage par PCR nichée de la msp1 

En utilisant le marqueur polymorphique de msp1, nous avons examiné la multiplicité de 

l’infection des 135 échantillons afin de calculer le nombre moyen de génotype de msp1 de 

chaque échantillon au niveau de deux pays. Nous avons estimé la prévalence des allèles de 

résistance des souches de P.falciparum à la SP par la technique de HRM (High 

ResolutionMelting) 
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Figure 28 : image labélisée des bandes des allotypes à la msp1 au Mali 

 

 

Figure 29 : image labélisée des bandes des allotypes à la msp1au Niger 
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Figure 30 : Fréquence des allotypes de la msp1 par pays 

Après génotypage de nos échantillons nous avons eu 201 allotypes au total soit 68 pour 

K1 ;38 pour MAD20 ; et 95 pour RO33. L’allotype K1 était statistiquement plus représenté au 

Mali (38,52%) ; OR = 1,958 ; IC=95% (1,011 à 3,793) qu’au Niger (24,24%) ; p=0,0566. 

L’allotype MAD20 était statistiquement plus représenté au Mali (22,22%) ; OR =2,071 ; 

IC=95% (0,8912 à 4,815) qu’au Niger (12,12%) p=0,1239. L’allotype RO33 était plus 

représenté au Niger  avec un taux de 63,63% contre 39,26% au Mali ; OR =0,3696 ; IC = 95%  

(0,2009 à 0,6791) ; p=0,0015.  

 

 

 



Etude comparative des mutations sur les gènes dhfr et dhps de Plasmodiumfalciparum après les campagnes de 

chimioprévention saisonnière 2016-2017 au Niger et au Mali. 

 

Rabiatou MAMANE IDE                          Thèse de Pharmacie 2019 
64 

Tableau 12 : Répartition des allotypes par pays 

Pays Allotypes MOI 

K1 

n(%) 

MAD20 

n(%) 

RO33 

n(%) 

Mali 52  (38,52) 30  (22,22) 53  (39,26) 
 

2 

Niger 16  (24,24) 8  (12,12) 42  (63,63) 1 

Total 68  (33,83) 38  (18,90) 95  (47,26) _ 

 

La multiplicité de l’infection était d’environ 2 allotypes par patient au Mali contre 1 allotype 

par patient au Niger. 

Tableau 13 : Répartition de la multiplicité de l’infection par pays 

Pays 

 

Multiplicité de l’infection Total 

  n(%) 1 

n(%) 

2 

n(%) 

3 

n(%) 

Mali 49  (54,44) 37  (41,11) 4  (4,44) 90  (100) 

Niger 28  (62,22) 12  (26,67) 5  (11,11) 45  (100) 

Total 77  (57,03) 49  (36,30) 9  (6,67) 135  (100) 

 

57,03% de nos patients avait 1 allotype de Plasmodiumfalciparum. Cependant 36,30% et 

6,67% des patients étaient respectivement infectés par deux et trois allotypes de 

Plasmodiumfalciparum en même temps.   

La proportion de 2 allotypes de Plasmodiumfalciparum par patient était statistiquement plus 

élevée  au Mali  (41,11%),  OR =2,907 ; IC à 95% (1,298 - 6,512) qu’au Niger (26,67%) ; p = 

0,0120. La proportion des patients ayant 1 allotype ou 3 allotypes au Mali était comparable à 

celle du Niger (p>0,05). Cependant la multiplicité de l’infection chez les patients du Mali est 

plus élevée par rapport à celle du Niger.  
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5.5. Mutations des gènes Pfdhfr et Pfdhps 

L’étude des marqueurs de résistance à la SP en position (436, 437)et (51, 59) ont permis de 

faire la distinction entre les génotypes sauvages et mutés. Selon le gène, nous avons réparti les 

patients en trois groupes : ceux qui portent la souche sauvage, la souche mutée et les profils 

mixtes (circulation des 2 génotypes simultanément dans le sang du patient). 

5.5.1. Courbes des gènes Pfdhfr 

 

Figure 31 : Pics de fusion de nos différentes souches du Mali  après amplification du gène 

Pfdhfr (51et 59) 

 



Etude comparative des mutations sur les gènes dhfr et dhps de Plasmodiumfalciparum après les campagnes de 

chimioprévention saisonnière 2016-2017 au Niger et au Mali. 

 

Rabiatou MAMANE IDE                          Thèse de Pharmacie 2019 
66 

 

Figure 32 : Pics de fusion de nos différentes souches du Niger après amplification du gène 

Pfdhfr (51,59) 

La température de fusion de la souche sauvage (3D7) utilisée pour repérer les souches 

sauvages était de 67,5°C et celle de la souche mutée (Dd2) était de 62,8°C. 

Tableau 14 : Répartition des échantillons selon les allèles à la position 51 du gène Pfdhfr 

Pays PfdhfrN51I Total 

n(%) N 

n(%) 

I 

n(%) 

N/I 

n(%) 

Mali 29  (32,95) 51  (57,95) 8  (9,10) 88  (100) 

Niger 11  (28,20) 21  (53,84) 7  (17,95) 39  (100) 

Total 40  (31,49) 72  (56,70) 15  (11,81) 127  (100) 

 

Sur la position 51 du gène  Pfdhfr il y’avait au total 87 mutations contre 40 sauvages.  

Nous n’avons pas trouvé une différence statistiquement significative entre les allèles mutés 

(51I  et 51N/I) de Mali et du Niger, OR =0,7993 ; IC=95% (0,3494 à 1,828) ;P=0,6812.  
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Tableau 15 : Répartition des échantillons selon les allèles à la position 59 du gène Pfdhfr. 

Pays PfdhfrC59R Total 

n(%) C 

n(%) 

R 

n(%) 

C/R 

n(%) 

Mali 35  (39,77) 52  (59,10) 1  (1,13) 88  (100) 

Niger 11  (28,20) 21  (53,84) 7  (17,95) 39  (100) 

Total 46  (36,22) 73  (57,48) 8  (6,30) 127 (100) 

 

A la position 59 il y’avait 81 mutations contre 46. La majorité des mutations était des 

échantillons du Mali. 

 Il n’y avait pas une différence statistiquement significative entre les prévalences des allèles 

mutés (59R et 59C/R)  de Mali et du Niger ; OR =0,5949 ; IC=95% (0,2626 à 1,348) ; 

p=0,2356.  

5.5.2. Courbes des gène Pfdhps 

 

Figure 33 : Pics de fusion de nos différentes souches du Mali après amplification du gène  

dhps(436,437) 
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Figure 34 : Pics de fusion de différentes souches du Niger après amplification du gène 

dhps(436,437) 

Tous les échantillons qui ont à peu près la même température de fusion que 3D7 (63,8°C) sont 

des souches sauvages, c’est à dire des souches sensibles à la SP, de même, ceux qui ont la 

même température de fusion que Dd2 (56,0°C) sont des souches mutées liées à la résistance. 

Tableau 16 : Répartition des échantillons selon les allèles à la position 436 du gène Pfdhps 

Pays PfdhpsS436F Total 

n(%) S 

n(%) 

F 

n(%) 

A 

n(%) 

S/A 

n(%) 

Mali 65  (76,47) 14  (16,47) 6  (7,06) 0  (0) 85  (100) 

Niger 22 (62,85) 2  (5,71) 8  (22,85) 3  (8,57) 35  (100) 

Total 87  (72,5) 16  (13,33) 14  (11,67) 3  (2,5) 120  (100) 

 

Au total, à la position 436, le HRM a détecté 33 mutations contre 87 sauvages. Trois 

échantillons portant l’allèle mixte (436S/A) a été trouvé au Niger. 

Il n’y a pas de différence statistiquement significative dans la distribution des mutations à la 

position 436 entre les deux pays Mali et Niger ; OR =0,5207 ; IC=95% (0,2227 à 1,218) ; 

p=0,1765.  
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Tableau 17 : Répartition des échantillons selon les allèles à la position 437 du gène Pfdhps 

Pays PfdhpsA437G Total 

n(%) A 

n(%) 

G 

n(%) 

A/G 

n(%) 

Mali 37  (43,52) 47  (55,29) 1  (1,17) 85  (100) 

Niger 18  (51,42) 12  (34,30) 5  (14,28) 35  (100) 

Total 55  (45,83) 59  (49,17) 6  (5) 120  (100) 

 

A la position 437 du gène Pfdhps, le total des mutations était de 65 contre 55 sauvages. 

Nous avons constaté une différence statistiquement significative dans la répartition des allèles 

mutés (437G et 437A/G) du gène dhps entre Mali et Niger ; OR =1,374 ; IC=95% (0,6236 à 

3,026) ; p=0,5458.  

Tableau 18 : Corrélation entre l’âge et les mutations sur les gènes Pfdhfr et Pfdhps 

Tranche 

d’âge (mois)  

Mutations Total 

n(%) Pfdhfr51 

n (%) 

Pfdhfr59 

n (%) 

Pfdhps436 

n (%) 

Pfdhps437 

n (%) 

(1-12) 8  (30,77) 9  (34,61) 5  (19,23) 4  (15,40) 26  (100) 

(13-24) 26  (31,32) 27  (32,53) 13  (15,66) 17  (20,48) 83  (100) 

(25-36) 36  (31,03) 31  (26,72) 12  (10,34) 37  (31,90) 116  (100) 

(37-48) 8  (42,10) 6  (31,58) 2  (10,52) 3  (15,80) 19  (100) 

(49-60) 9  (40,90) 8  (36,36) 1  (4,54) 4  (18,20) 22  (100) 

Total n(%) 87  (32,71) 81  (30,45) 33  (12,40) 65  (24,44) 266  (100) 

 

Les mutations étaient également reparties entre les tranches d’âge. Nous n’avons pas donc pas 

trouvé  une corrélation entre l’âge et l’apparition des mutations sur le gène Pfdhfr et Pfdhps 

aux différentes positions. 
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5.6. Circulation des multiples mutations 

On parle de multiple mutation lorsqu’un même parasite présente simultanément des variations 

génétiques sur différentes positions d’un même gène. Le nombre de positions détermine 

l’appellation de la multiple mutation. 

5.6.1. Circulation des doubles mutations sur le gène Pfdhps et Pfdhfr 

Tableau 19 : circulation des doubles mutations sur le gène dhfr et dhps au Mali et au Niger 

Pays 

Double mutations 

Pfdhfr (51-59) 

n (%) 

Pfdhps (436-437) 

n (%) 

Mali 46/88  (52,27) 13/85  (15,29) 

Niger 28/39  (71,79) 5/36  (13,89) 

Total 74/127  (58,26) 18/121  (14,87) 

 

Les doubles mutations sur le gène dhfraux positions (51,59) et le gène dhps aux positions 

(436,437) ont été respectivement retrouvées chez 74 patients avec un taux de 58,26% et 18 

patients avec une fréquence de 14,87%. Il n’y avait pas de différence statistiquement 

significative entre les doubles mutations détectées au Mali et au Niger sur les gènes Pfdhfr 

(51,59) et Pfdhps (436,437) ; (P= 0,2776). 

5.6.2. Circulation des triples mutations sur le gène Pfdhfr et Pfdhps 

Tableau 20 : circulation des triples mutations les deux gènes  Pfdhfr et Pfdhps au Mali et 

Niger 

Pays 

Triple mutations 

Pfdhfr (51,59) Pfdhps(436) 

n(%) 

Pfdhps(437) Pfdhfr(51,59) 

n(%) 

Mali 12/83 (14,45) 24/83 (28,91) 

Niger 9/33 (27,30) 11/33 (33,33) 

Total n(%) 21/116 (18,10) 35/116 (30,17) 
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Les triples mutations ont été retrouvées chez 21 patients avec une fréquence de 18,10% aux 

positions (51,59 ,436) du gène dhfret chez 35 patients avec une fréquence de 30,17% aux 

positions (51, 59,437) du gène dhps. Il n’yavait pas de différence statistiquement significative 

entre les deux pays (P = 0,2369). 

5.6.3. Circulation des quadruples mutations sur les gènes Pfdhps et Pfdhfr 

Tableau 21 : Circulation des quadruples mutations sur les gènes Pfdhfr et Pfdhps au Mali et 

au Niger 

Pays 

Quadruple mutations 

Pfdhfr (51-59) Pfdhps (436-437) 

n(%) 

Mali 6/84  (7,14) 

Niger 3/33  (9,09) 

Total n(%) 9/117  (7,69) 

 

De nos échantillons qui ont été traités avec succès au HRM, 9 patients portaient les mutations 

sur les gènes Pfdhps et Pfdhfrrespectivement aux positions (436, 437)et  (51, 59), soit un 

pourcentage de 7,69%. 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

  
 

 

 

 

 

COMMENTAIRES                           

ET DISCUSSION 



Etude comparative des mutations sur les gènes dhfr et dhps de Plasmodiumfalciparum après les campagnes de 

chimioprévention saisonnière 2016-2017 au Niger et au Mali. 

 

Rabiatou MAMANE IDE                          Thèse de Pharmacie 2019 
73 

6. COMMENTAIRES ET DISCUSSION 

Nous avons effectué une étude de type comparatif, allant de février 2016 à Décembre 2017. 

Elle a porté sur un échantillon de 201 patients dans les localités de Missira et Sélingué au 

Mali et les localités d’Aguie et Ertcharna au Niger.  

Le but de notre étude était de comparer et d’évaluer la résistance moléculaire des mutations de 

la Dihydofolate Réductase et de la Dihydroptéroate Synthase de Plasmodiumfalciparum qui 

sont associées à la résistance aux médicaments anti-folates (antifoliques et antifoliniques) 

notamment la sulfadoxine-pyriméthamine (SP). 

6.1. Méthodes : 

6.1.1. Prélèvement des échantillons : 

Au Mali, des échantillons des papiers confettis ont été collectés à Sélingué et à Missira. Au 

Niger, des échantillons de TDR ont été prélevés dans les localités d’Aguie et d’Ertcharna, où 

le paludisme est respectivement méso endémique et hypo endémique. Les TDR positifs pour 

lePlasmodiumfalciparum ont été stockés à la température ambiante. 

La lecture de lames de gouttes épaisses et de frottis mince se faisait d’abord par un technicien 

de laboratoire, puis une deuxième fois par un pharmacien biologiste et en fin une dernière 

lecture par un parasitologue si besoin était de départager les deux premiers lecteurs. 

L'OMS recommande que tous les cas suspects de paludisme soient confirmés par les TDR. 

Les TDR facilitent le diagnostic du paludisme en fournissant des preuves de la présence 

d'antigènes spécifiques de Plasmodium dans le sang humain sans nécessiter d'électricité ni de 

formation avancée en microscopie. Les TDR étaient tous utilisables de par leur date de 

péremption et leur apparence. 

 Les résultats des TDR ont été tous confirmés par la lecture des gouttes épaisses en ce qui 

concerne le Mali. 

6.1.2. Extraction de l'ADN de Plasmodiumfalciparum 

Au Mali des papiers confettis étaient utilisés pour l’extraction de l’ADN par la méthode de kit 

Qiagen .Ce kit permet d’avoir de l’ADN purifié, débarrassé de toutes impuretés comme 

l’hémoglobine pouvant entrainer des interférences lors de la PCR. Ce kit a aussi l’avantage de 

pouvoir extraire de l’ADN génomique de qualité. 



Etude comparative des mutations sur les gènes dhfr et dhps de Plasmodiumfalciparum après les campagnes de 

chimioprévention saisonnière 2016-2017 au Niger et au Mali. 

 

Rabiatou MAMANE IDE                          Thèse de Pharmacie 2019 
74 

Au Niger, l’ADN de Plasmodiumfalciparum était extrait à partir des TDR (Test de diagnostic 

rapide) avec la méthode de CHELEX-100. Cette méthode est relativement peu coûteuse. La 

sensibilité plus élevée observée avec l'extraction de Chelex-100 indique que cette méthode est 

particulièrement adaptée à la parasitémie de faible densité dans les environnements peu 

endémiques. Cependant, la méthode Chelex-100 nécessite une main-d'œuvre moyenne et 

l'ADN peut être de qualité inférieure à celle de l'ADN extrait avec des kits d'extraction sur 

colonne disponibles dans le commerce[45].Le tiers proximal de la membrane de nitrocellulose 

a été choisi pour l'extraction de l'ADN. Des études antérieures ont montré qu'il est possible 

d'extraire l'ADN de Plasmodium à partir de TDR [46,47,48]. Malgré les réalités de terrain, la 

méthodologie décrite par Cnops et al.[46] était appliqué sur le terrain sous forme globale, les 

TDR représentent une méthode rentable pour la conservation, le transport et le stockage des 

échantillons d'ADN. 

6.1.3. Utilisation du HRM pour la détection des mutations sur le matériel génétique de   

Plasmodium falciparum 

La recherche des marqueurs de résistance s’est faite par HRM. La fusion à haute résolution de 

l’ADN est connue pour sa sensibilité dans la détection des mutations ponctuelles [49]. Dans 

une étude menée par Rachel F Daniel et al. en 2012, le HRM a été décrit comme une 

méthode efficace pour la détection des mutations ponctuelles mais aussi la différenciation des 

haplotypes[49]. D’autres études ont toutefois utilisé la PCR-RLFP [50,51]. La méthode de 

séquençage reste tout de même la méthode la plus sensible, spécialement le NGS (terme 

anglo-saxon :Next Génération Sequencing) [52]. Toutefois, lors d’une étude menée en 2014 

par Michaela Angelika et al. sur la comparaison entre le HRM, le pyrosequencage, le NGS 

avec le Sanger sequencing, le HRM a été trouvé aussi sensible que le séquençage par la 

méthode de Sanger [52]. La méthode de détection des mutations à l’aide du HRM que nous 

avons utilisé, a été utilisée avec succès au Mali pour la première fois en 2016 par Diarra 

Y[53]. Les positions que nous avons étudiées lors de cette étude sont aussi utilisées 

actuellement dans la plupart des études portant sur la résistance de la SP. Les positions 51 et 

59 du gène Pfdhfr ainsi que 436 et 437 du gène Pfdhps sont connues pour leur association 

dans la résistance de Plasmodiumfalciparum à la Pyriméthamine et la Sulfadoxine[54]. La 

résistance de P. falciparum à la pyriméthamine nécessite très souvent l’étude des positions 

108 et 613. Aussi, la position 540 du gène Pfdhps est très connue pour son implication dans la 

résistance à la Sulfadoxine. Notre étude n’a pas inclus l’étude de ces dernières, ceci constitue 

une limite. 
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Nous avons utilisé les souches 3D7, 7G8 et IndoChina (Dd2) comme références. Les souches 

3D7 et Dd2 sont respectivement sensible et résistante à la SP et ne comporte donc pas les 

mêmes acides aminés aux positions étudiées. Ces souches ont été utilisées comme références 

dans beaucoup d’études de recherche des mutations notamment par RachelsF_Daniels etcoll. 

[49]. 

Nous avons remarqué que l’ADN de la souche mutée (Dd2) fond avant celui de la souche 

sensible 3D7. 

6.1.4. Typage allélique de Plasmodiumfalciparummsp1 

La Multiplicité de l’Infection (MOI) était examinée par la PCR nichée sur le gène msp1. Cette 

technique de la PCR est largement utilisée à cet effet par le monde scientifique [55]. La msp1 

est très connue pour son polymorphisme et constitue une desrecommandations majeures de 

l’OMS en termes de détermination de lamultiplicité de l’infection [56]. La msp1 est une 

protéine localisée sur le chromosome 9 de Plasmodiumfalciparum. Elle est composée de 17 

blocks dont le plus variable est le block 2. Celui-ci, par sa variabilité permet de distinguer les 

clones de Plasmodiumfalciparum. Ledit block 2 comprend les allèles K1, MAD20 et RO33. 

La PCR nichée de la msp1 est largement utilisée pour la détermination de la multiplicité de 

l’infection (MOI) palustre. Avec les amorces de bloc conservé et des allotypes K1, MAD20 et 

RO33, nous avons fait la PCR nichée qui nous a permis de déterminer les fréquences des 

différents allotypes de la msp1. 

La région polymorphe (bloc 2 de msp1) était amplifiée. Toutes les réactions de PCR étaient 

réalisées dans un volume total de 25 µl contenant 0,5 µl de Taqpolymerase, 1µl de chaque 

amorce et 10µl d’eau de qualité réactif. Lors de la première réaction (n°1), 5µl d’ADN 

génomique était ajouté en tant que matrice. Dans la deuxième réaction, 5µl du produit de PCR 

nichée 1 était utilisé comme matrice d’ADN. 

6.2. Résultats 

Notre étude s’est portée sur une population de 201 enfants, tous âgés de moins de 5ans. Cette 

tranche d’âge se trouve comprise dans les différentes tranches d’âge sur lesquelles d’autres 

chercheurs se sont focalisé pour des tests d’efficacité des antipaludiques. Lynda Woï-Messé 

et al.ont mené leur étude sur des échantillons qui provenaient des enfants de moins de 5 ans 

pour la détection des mêmes mutations [57].YayeDié Ndiaye et al.[58]ont mené leur étude 

sur des patients de 2 à 20 ans pour la détection des mutations sur certains gènes codant pour la 
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résistance aux antipaludiques. La majorité des enfants de notre étude était de la tranche d’âge 

de (25-36) mois soit 61,11% de la population.  

Le sexe ratio 1,04(69/66) était en faveur du sexe masculin. Ce résultat est comparable au sexe 

ratio de 1,04 en faveur du sexe masculin trouvé au Mali par la Banque Mondiale en 2015 chez 

les enfants de moins de cinq ans [59]. 

La multiplicité de l’infection (MOI) que nous avions,  était 2 (135/90) au Mali elle était 

similaire à celle (MOI=2) trouvée à S.broum au Niger en 2017 par Ibrahim Arzika et al.[60] 

et était comparable à celles rapportées en 2016 par Yavo et al. (1,66 en Côte d’Ivoire et 1,58 

au Gabon) [55].La multiplicité de l’infection était de 1 (66/45) au Niger, elle concorde  à la 

multiplicité de l’infection palustre (1,37) trouvée en Malaisie en 2011 par Atrosh et 

al.[61]cette dernière était aussi inferieur à la MOI 2(135/90) de notre étude  au Mali. La 

multiplicité de l’infection de notre étude trouvée au Mali et au Niger était inférieure à celles 

trouvées (3,11 entre 2006 et 2007) par Huang Bo et al. dans la grande Ile des 

Comores[62].La multiplicité de l’infection d’environ 2 génotypes par patient témoigne qu’il y 

a une forte transmission du paludisme dans les localités où s’est tenue cette étude. 

Les prévalences des allèles de la msp1que nous avons trouvé étaient 34% pour K1, 19% pour 

l’allèle MAD20 et 47% pour RO33.Bien que toutes les familles msp1 (K1, Mad20 et RO33) 

étaientretrouvées chez des enfants infectés des deux pays (Mali et Niger), la famille allélique 

de RO33 était plus fréquente chez les enfants infectés du paludisme. Cette prédominance de 

l’allèle RO33 que nous avons trouvé, était également trouvée en Malaisie par Atrosh et al. 

mais le taux de RO33 (80%) double celui de notre étude[61]. La même prédominance de 

RO33 était confirmée par une étude de Huang Bo et al. dans la Grande Ile des Comores de 

2006 à 2007 (84,8% de RO33) et entre 2013 et 2016 (63,4% de RO33) [62]. Cependant, la 

prédominance de RO33 est contredite par une étude menée par Mohammed et al. qui trouve 

une prédominance de l’allèle K1 (33,9%) en Ethiopie en 2015[63]. Ainsi que par une étude de 

Mawili-Mboumba et al. au Gabon en 2015 qui rapporte également une prédominance de 

l’allèle K1 (65,5%) [64]. Nous avions une différence dans la distribution des allèles de la 

msp1 entre les sites des deux pays le Mali et le Niger contrairement à Mawili-Mboumba et 

al. qui n’ont pas trouvé de différence entre Oyem et Owendo au Gabon [64]. La prévalence de 

K1 (34%) que nous avons rencontrés était inférieure à celles trouvées en Côte d’Ivoire 

(64,6%) et au Gabon (56,6%) par Yavo et al. en 2016 [55]. 
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 Le génotypage des gènes dhps et dhfr a été effectué pour 135 échantillons (n=90 pour Mali et 

n=45 pour Niger). Pour les codons dhfr(51, 59),  88/90  échantillons du Mali et 39/45 

échantillons du Niger ont donné un résultat de génotypage réussi par contre le codons 

dhps(436, 437) 85 échantillons du Mali et 35 échantillons du Niger ont réussi.Cette légère 

différence du taux de réussite pourrait s’expliquer par le fait que l’extraction de l’ADN de 

plasmodiumfalciparum au Mali était faite à partir de papier confettis et celle du Niger à partir 

de cassette de TDR. 

L’estimation des mutations à la position 51 du gène Pfdhfr 42,05%(37/88) que nous avions au 

Mali et Niger 46% (18/39) était supérieure au taux de 28,2% trouvé sur la même position en 

2008 par DjimdeM à Koro dans la région de Mopti au Mali [65].Nos résultats des deux pays 

étaient cependant plus bas que celui (83,5%) obtenu au Sénégal par Wurtz et al. en 

2012[66].La prévalence des mutations à la position 51 trouvé au Niger (46%) était inférieure 

au taux (62,5%) trouvé sur la meme position en 2012-2013 à Grande Comore dont 

l’extraction de l’ADN était faite à partir des cassettes de TDR par Nasserdine Papa Mze et 

al.[67]. 

La prévalence des mutations à la position 59 du gène Pfdhfr était de 60,25% (53/88) au Mali 

et 72% (28/39) au Niger lors de notre étude. Ces prévalences des mutations trouvées dans les 

deux pays (Mali et Niger) étaient supérieures à celle d’une étude menée à Koro par DjimdeM 

en 2008 où il a été trouvé un taux de 35% [65]. La prévalence des mutations  obtenue au Mali 

(60,25%) lors de notre étude concorde au(60,8%) qui a été trouvé au Niger par Woï L et al. 

en 2017 [57].Le taux (72%) obtenu au Niger concorde à celle de Nasserdine Papa Mze et al. 

avec un taux de (69,8%) entre 2012-2013 à Grande Comore[67]etétait similaire au taux de 

72,3% obtenu en Chine par Huang F et al. en 2012 [68]. Cependant le taux des mutations 

(60,25%) au Mali et (72%) au Niger à la position 59 était supérieur au (51%) obtenu au Mali 

en 2010 par Alassane Dicko et al.[69] et était inférieure au 81,2% rapporté dans l’étude de 

Diawara et al.en 2017 au Mali[70]. 

La prévalence des mutations sur le gène Pfdhps à la position 436 était de 23,5%(20/85) au 

Mali et 37% (13/35) au Niger lors de notre étude. Ce pourcentage des mutations à la position 

436 était nettement inférieur aux 60,2% trouvés au Niger par Woï L et al. en 2017[57].Ce 

taux des mutations des deux pays (Mali et Niger) est cependant supérieur à ceux d’Amor et 

al.au Sénégal 12,3% entre 2002 et 2005 et 0% entre 2008et 2010[71]. Cependant les 23,5% de 

mutations détectés à ladite position 436 au Mali dans notre étude étaient similaires au 23% 
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des mêmes mutations trouvées par Gama et al. en Angola en 2011 [72].La prévalence des 

mutations 37% (13/35) au Niger était nettement supérieure au taux (12%) obtenu lors d’une 

même étude menée à Thiès au Sénégal par Nasserdine Papa Mze et al.[67]. 

A la position 437 du gène Pfdhps, nous avions une prévalence de 56,5% (48/85) au Mali et 

48,5%(17/35) au Niger qui était respectivement supérieure et concorde au 45% obtenu par 

Djimde M en 2008 à Koro au Mali[65]. Cependant leur taux des mutations était inférieur à 

celui (80%) trouvé à la même position au Niger par Woï L et al. en 2017[57]. La prévalence 

des mutations (48,5%) trouvée au Niger était inférieure au (53,9%) obtenu lors d’une même 

étude menée à Thiès au Sénégal par Nasserdine Papa Mze et al.[67]. La prévalence des 

mutations (56,5%) au Mali était similaire à une étude menée entre 2012 et 2017 dans la 

commune rurale de Dioroau Mali  par M.Telly Modibo[11] dont la prévalence de la mutation 

à la position 437 était de (57%). Les mutations à la position 437 obtenues (56,46%)au Mali et 

(48,5%) au Niger de notre étude étaient supérieures au taux (40,2%) dans une étude menée au 

Sénégal par Wurtz et al.en 2012 [66]. 

Nous avons confronté les multiples mutations  rencontrées dans notre étude aux résultats 

d’une étude similaire à la nôtre en terme de population cible menée au Niger par Woï L et al. 

en 2017[57]. Il ressort que, les 58,26 % des doubles mutations sur le gène Pfdhfr aux 

positions 51 et 59 que nous avions, étaient similaires des 58,3% trouvés par Woï L et al.dans 

cette dernière étude [57]. Le taux de doubles mutations (14,87%) que nous avions sur le gène 

Pfdhps aux positions 436 et 437 était nettement inférieur au taux de 49,5% trouvé au Niger 

par Woï L et al. . 
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7. CONCLUSION ET RECOMMANDATIONS 

 

7.1 CONCLUSION 

Cette étude nous a permis de comparer les mutations des gènes Pfdhps et Pfdhfret d’examiner 

les polymorphismes génétiques Pfmsp1à partir des cassettes de TDR dans les deux pays. 

 Un ADN extrait du TDR peut être source utile d’ADN pour les études épidémiologiques 

génétiques.   

Nous avons observé qu’il n’y a pas de différence statistiquement significative dans la 

distribution des mutations des différentes positions 51,59 et 436 entre les deux payssauf à la 

position 437 du gène Pfdhps. On remarque aussi une forte prévalence des mutations sur le 

gène Pfdhfr aussi bien que le gène Pfdhps aux positions 51,59 et 437 soit respectivement 

64,4%, 60% et 48,1%.Cependant, la prévalence était moins élevée à la position 436 du gène 

Pfdhps soit 27,5%.Cette position du gène Pfdhps, c’est néanmoins révélée très polymorphe. 

Ces mutations témoignent encore de la pression médicamenteuse que crée la CPS ou 

l’utilisation continue de la SP. Les données de cette étude nous montrent qu’il faut continuer 

le suivi des marqueurs de résistance aux antipaludiques surtout dans les zones d’endémie 

palustre où la prévalence du paludisme est élevée. 

 

7.2 RECOMMANDATIONS 

 

Au terme de notre étude, nous recommandons : 

 Aux centres de santé  

De donner le maximum d’information aux populations sur les méthodes de prévention de lutte 

contre le paludisme. 

De continuer à veiller à la bonne dispensation des SP lors de la CPS et CPN. 

Renforcer les équipes de la CPS pour mener une bonne communication et atteindre toutes les 

cibles. 

 Au LBMAet au CERMES  

De continuer cette étude en incluant la position 108 de Pfdhfr et la position 540 de Pfdhps. 

De continuer la surveillance des mutations associées à la résistance à la SP régulièrement. 
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 Au programme national de lutte contre le paludisme PNLP 

De mener et soutenir des études de ce genre pour une meilleure prise en charge du paludisme 

chez les enfants et les femmes enceintes hautement à risque dans nos pays. 
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RESUME 

L’administration massive et continue de la SP crée une pression médicamenteuse qui peut 

engendrer l’apparition des mutations sur les Pfdhfr et Pfdhps. D’où la recommandation par 

l’OMS de procéder à la surveillance des molécules inscrites dans le traitement du paludisme 

dans les zones d’endémies palustres. Nous avons mené une étude comparative de la 

distribution des mutations sur les gènes Pfdhfr 51/59 et Pfdhps 436/437 dans les localités de 

Missira et de Sélingué au Mali et les localités d’Aguie et Ertcharna au Niger en 2016-2017. 

L’étude s’est déroulée durant la période des campagnes de chimioprevention du paludisme 

saisonnier en 2016-2017 chez des enfants de moins de 5 ans ayant reçu les doses 

d’amodiaquine plus la sulfadoxine-pyrimethamine. Tous les patients se présentant au centre 

de santé et appartenant à cette cohorte ont été dépistées par goutte épaisse et par test rapide de 

diagnostic à la recherche d’éventuels cas de paludisme. Pour les cas positifs à la goutte 

épaisse, un prélèvement veineux a été effectué et conservé à -80°C pour les tests in vitro puis 

sur papiers confettis et pour les tests de diagnostic rapide (TDR) des échantillons de sang 

obtenus de bout de doigt ont été testé par la technique d’immuno-capture. L’ADN du parasite 
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a été extrait à partir du papier confettis et des cassettes de TDR. La multiplicité de l’infection 

a été estimée en utilisant le marqueur polymorphique msp1 et la recherche des marqueurs de 

résistance a été faite par HRM. Sur un total de 201 échantillonsdont 90 provenant du Mali et 

111 provenant du Niger.L’allotype RO33 était le plus représenté avec un pourcentage de 

(47%) suivi de l’allotype K1 (34%) et l’allotype MAD20 (19%). La multiplicité de l’infection 

a été estimée à environ 2 génotypes par patient au Mali et 1 génotype par patient au Niger. La 

prévalence des mutations sur les gènes Pfdhfr et Pfdhps aux positions 51, 59 et 436, 437 

étaient respectivement 64,4% ; 60% ; 24,5% et 48,1%. Cependant les mutations multiples 

avaient une prévalence faible inférieure à 20% sauf la triple mutation sur le gène Pfdhps 

(30,17%).Cette étude nous montre un nombre élevé de mutations sur les gènes Pfdhfr et 

Pfdhps, ce qui suggère aux acteurs de la santé un suivi continu de l’efficacité de ces molécules 

utilisées par le Programme national dans la prévention du paludisme au Mali et au Niger. 

Mots clés : Prévalence, mutations, HRM, Pfdhfr et Pfdhps 
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ABSTRACT 

 

The massive and continuous administration of SP creates a drug pressure that can lead to the 

observation of mutations on Pfdhfr and Pfdhps genes. Hence, it is recommended by WHO to 

continue drugs resistance monitoring for the molecules listed in the treatment of malaria cases 

in endemic areas. We conducted a prospective study of the distribution of mutations on the 

Pfdhfr 51/59 and Pfdhps 436/437 genes in the localities of Missira and Sélingué in Mali and 

the localities of Aguié and Ertcharna in Niger in 2016-2017.The study was conducted during 

the period of the Seasonal malaria chemoprevention campaigns in 2017 within children less 

than 60 months of age who received doses of amodiaquine and sulphadoxin-pyrimethamine. 

Children from 3 to 59 months were identified prior to SMC. All patients presenting to the 

health center and belonging to this cohort were screened by a thick smear and rapid diagnostic 

test for possible malaria cases.For positive smear cases, a venous sample was taken and stored 

at -80°C for in vitro tests and then dried blood spots are made using filter papers. Parasite 

DNA was extracted from filter paper using Qiagen® and for rapid diagnostic test of fingertip 

blood samples were tested by immuno-capture technique. The multiplicity of infection has 

been estimated using the msp1 polymorphic marker and samples have been scanned for 

resistance mutations using the HRM method. Out of a total of 201 samples including 90 from 

Mali and 111 from Niger participated in this study. The RO33 allotype was the most frequent 

with 47% followed by the K1allotype with 34% then the MAD20 allotype with 19%.The 
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multiplicity of infection has been estimated at about 2 genotypes per patient in Mali and 1 

genotypes per patient in Niger. The prevalence of mutations on the Pfdhfr and Pfdhps genes at 

positions 51, 59 and 436, 437 were respectively 64, 4% ; 60% then 24,5% and 48,1%. 

However, the multiple mutations had a low prevalence of less than 20% except for the triple 

mutation on the Pfdhfr gene 30, 17%. This study showed us a high number of mutations on 

the Pfdhfr and Pfdhps genes, which suggests to the actors of the health a continuous follow-up 

of the effectiveness of these molecules used by the National Program in the prevention of 

Malaria in Mali and in Niger. 
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