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Pfserca : Plasmodium falciparum sarco/endoplasmic reticulum calcium-ATPase 

PMI : President’s Malaria Initiative (Initiative du Président américain contre le paludisme) 

PNLP : Programme National de Lutte contre le Paludisme 

SNP : Single Nucleotide Polymorphism (Polymorphisme d'un seul nucléotide) 

RPM: Revolution Per Minute (Le tour par minute) 

RSA : Ring-stage Survival Assay 

SAP : Shrimp Alkaline Phosphatase 

TCF : Temps de Clairance de la Fièvre 

TCP : Temps de Clairance Parasitaire  

USA : United States of America (États-Unis d'Amérique) 

USAID : United States Agency for International Development (Agence des États-Unis pour 

le développement international) 

L : Microlitre.  
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INTRODUCTION 

 

Le paludisme est une maladie fébrile due à un parasite du genre Plasmodium et qui se 

transmet habituellement par la piqûre du moustique (anophèles femelles infectées) [1]. Selon 

le rapport mondial 2018 sur le paludisme de l’Organisation mondiale de la santé (OMS),    

219 000 000 cas de paludisme ont été rapportés dans le monde en 2017, avec 435 000 cas de 

décès global associés. Quinze (15) pays de l’Afrique subsaharienne et l’Inde ont eu 80 % de 

cas palustre. Les enfants de moins de 5 ans ont représenté 61 % de décès associés au 

paludisme. P. falciparum était l’espèce ayant causé le plus fort taux de mortalité en Afrique 

soit 99,7 % de cas rapportés [2]. La prévalence chez les enfants de 2 à 10 ans était de 16 % en 

2015 dans les régions endémiques d’Afrique. Le paludisme reste l’une des principales causes 

de mortalité infantile, surtout en Afrique subsaharienne, tuant un enfant toutes les deux 

minutes [3].  

Au Mali, selon le rapport d’activité de 2018 de la surveillance épidémiologique du 

Programme National de Lutte contre le Paludisme (PNLP), 3 355 388 cas suspects ont été 

déclarés, 94 % ont pu être testés et 67 % ont été confirmés positifs à l’infection par le parasite. 

La morbidité et la mortalité attribuables chez les enfants de 0 à 5 ans étaient de 26,55 %. Les 

régions de Sikasso et de Ségou étaient les plus touchées par le paludisme [4]. 

Les moyens de lutte utilisé dans le monde contre le paludisme sont: la lutte anti-

vectorielle, la chimio-prévention chez les enfants et les femmes enceintes, et le traitement 

curatif [3]. Toutefois, les progrès de lutte contre le paludisme sont menacés par la présence de 

certaines mutations qui ont été décrites comme étant responsables de la résistance du parasite 

à plusieurs médicaments antipaludiques [5][6] et plus récemment à l’artémisinine [6]. Le gène 

du domaine propeller Kelch de Plasmodium falciparum (PfK13) est le gène responsable de la 

résistance à l’artemisinine [7]. C’est un gène qui est situé sur le chromosome 13 de P. 

falciparum. Il code pour une protéine de 726 acides aminés constituée d’une région               

N-terminale spécifique à Apicomplexa et de trois domaines, dont le domaine de l’hélice à 

répétition Kelch C-terminal, qui abrite presque tous les allèles PfK13 associés à la résistance à 

l’artémisinine [8]. Des mutations synonymes et non synonymes ont été observées sur le gène 

PfK13 en Afrique [9] et en Asie. Les mutations R539T, I543T, Y493H, F446I, C580Y 

observées en Asie du Sud Est ont été associées à la résistance du parasite à l’artémisinine 

[10]. Si une résistance  à l’artémisinine est apparue, on peut s’attendre à ce qu’elle suivre les 

schémas historiques de résistance aux antipaludiques et se propage à l’échelle mondiale au 
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prix d’un immense coût pour la vie humaine [11] . 

Au Mali, après le retrait de la chloroquine du à la chloroquinorésistance, les 

combinaisons thérapeutiques à base d’artémisinine ont été adoptées en 2006 dans le 

traitement du paludisme simple. L’utilisation des CTA au niveau mondial dans les cas de 

paludisme simple était une recommandation de l’OMS. Aussi, dans le souci d’une meilleure 

utilisation et le maintien de leur efficacité thérapeutiques, l’OMS demande une surveillance 

des CTA afin de diminuer les risques d’apparitions de mutations qui pourraient être une cause 

de résistance du parasite surtout dans les régions exposées à l’infection palustre. Dioro et 

Sélingué sont deux localités riveraines du fleuve Niger au Mali. Elles comptent plusieurs cas 

d’infection palustre dans leur population respective. Les adultes et surtout les enfants sont les 

plus exposés au paludisme; cette transmission est favorisée par la présence de barrage et des 

aménagements hydro-agricoles.  

Dans l’optique de faire une surveillance des médicaments antipaludiques, nous avons 

voulu examiner les mutations ponctuelles du gène PfK13 qui seraient associées à un retard de 

clairance parasitaire dans deux sites au Mali. 
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1. OBJECTIFS 

 

1.1  Objectif général 

L’objectif général est d’évaluer la prévalence des mutations sur le gène Kelch 13 de        

P. falciparum et leur association au temps de clairance parasitaire. 

1.2  Objectifs spécifiques 

Les objectifs spécifiques sont : 

1) Determiner le temps de clairance parasitaire à Dioro et Sélingué  

2) Determiner la prévalence des mutations sur le gène PfK13 à Dioro et Sélingué  

3) Rechercher les mutations sur le gène PfK13 associées à un retard de clairance 

parasitaire à Dioro et Sélingué 
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2. GENERALITE 

 

2.1 L’évolution et la typologie du paludisme dans le monde 

Le paludisme est une infection causée chez l’homme par des parasites eucaryotes 

unicellulaires du genre Plasmodium [12]. Cinq (5) espèces de Plasmodium humain              

(P. falciparum, P. ovale, P. malaria, P. vivax et P.  knowlesi) se transmettent d'une personne à 

une autre via la piqûre de moustiques femelles du genre Anopheles [13]. P. knowlesi était à 

l'origine une maladie zoonotique responsable du paludisme chez les macaques [14]. En 1965, 

il a été diagnostiqué chez un soldat américain affecté en Malaisie [15]. Récemment,              

P. Cynomolgie rétrouvé chez les macaques (Macaca fascicularis), a été diagnostiqué chez une 

femme [14]. 

La résistance aux antipaludiques a fait son apparition pour la première fois avec la 

résistance du Plasmodium à la chloroquine en 1945 [16] . La résistance s'est étendue en 

touchant d'autres molécules antipaludiques tels que l'amodiaquine [17], la sulfadoxine, 

pyriméthamine [18] , l'artémisinine [19]. Selon l’OMS, la résistance à l’artémisinine se traduit 

par une clairance lente du parasite in vivo (au sein de l’organisme) associée à la présence de 

mutations majeures dans le domaine Kelch 13 de P. falciparum validé par les tests in vitro   

(en dehors de l’organisme) [20].
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 La situation du paludisme dans le monde  

 

 

 

 

 

Figure 1. Distribution spatiale de P. falciparum [2]. 

Un ou plusieurs cas en 2017  Zéro cas en 2017  Zéro cas (3 ans) en 2017  

Certifié sans paludisme depuis 2000 Pas de palusdisme Non applicable 

Organisation mondiale de la santé 
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En 2017, deux cent dix-neuf millions (219 000 000) cas de paludisme ont été rapportés au 

niveau mondial, soit une augmentation de trois millions (3 000 000) par rapport à 2016. Le 

nombre de décès associés avait atteint 435 000 cas [2]. L’Afrique demeure le continent avec 

le plus fort taux de mortalité lié au paludisme dans le monde soit 93 % [2]. Malgré les efforts 

de lutte, le taux de morbidité lié au paludisme était de 5 % dans la région d’Asie du Sud-Est et   

2 % dans la région de la Méditerranée orientale [2] (figure 1).  

 D’après plusieurs études de recherche, un ensemble de 66 mutations non synonymes a été 

retrouvées par les auteurs dans la région de l’hélice contre 18 localisées à l’extérieure en Asie 

du Sud-Est. Les mutations non synonymes survenus en Afrique subsaharienne étaient au 

nombre de 22 parmi lesquels les mutations K123R, N137S, T149S ont été localisées en 

dehors du domaine propeller de K13. La mutation K189T a été trouvée en Afrique 

subsaharienne et en Inde [21]. les mutations F446I et P574L ont été fréquemment rapportées 

en Chine [22][21]. La résistance à l'artémisinine a été observée au Cambodge en Thaïlande et 

à Myanmar [7]. 

 

 La situation du paludisme en Afrique 

 

L’Afrique est le continent le plus touché par le paludisme avec un taux global 

d’infection palustre le plus élevé dans le monde soit 92 % [23]. Cinq (5) pays en Afrique 

représentaient 49 % des décès associés dont le Nigéria (19 %), la République Démocratique 

du Congo (11 %), le Burkina Faso (6 %), la République-unie de Tanzanie (5 %), la Sierra 

Leone (4 %), et le Niger (4 %) en 2017. L’espèce P. falciparum est la plus répandue et  

infecte  jusqu’à 99,7 % en Afrique [2]. Des cas de P. vivax ont été observés en Éthiopie [23]. 

Le continent africain observe plusieurs résistances aux antipaludiques tels que la 

résistance aux antifolates [24]; à l'amodiaquine; à la chloroquine [25]. Aucune des études 

réalisées au Burkina [26]; Congo [20]; Nigeria [27]; Togo [28]; Mali [29] n'ont aperçu de 

mutation associées à la résistance à l'artémisinine. Les CTA sont toujours efficaces dans les 

zones d’endémie palustre d’Afrique [2]. 

La mutation V520A du gène PfK13 a été observée à Luzizila et Mweka dans une étude 

faite par Dieudonné Makaba Mvumbi et al. en 2014, aussi par Taylor et al. en 2015 en 

République Démocratique du Congo. Il semblerait que cette mutation soit fréquente chez les 

parasites africains dont la présence a été signalée en Gambie, au Mali, au Burkina Faso, au  
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Kenya, en Malawi [30]. Deux mutations P574L et A675V ont été observées au sud du 

Rwanda en 2015; ces mutations étaient plusieurs fois observées en Asie du Sud-Est et tous 

deux associées à une clairance parasitaire retardée [30]. 

 

 La situation du paludisme au Mali 

 

P. falciparum est la première espèce responsable du paludisme au Mali, suivi de P. malaria 

et P. Ovale. Seul un cas de P. vivax a été décrit au Nord [31]. De nombreux efforts ont été 

employés à travers divers programmes de lutte contre le paludisme dans toutes les régions du 

Mali. Cependant, le paludisme simple demeure la première cause de consultation au Mali 

[32]. En 2017, sur 1 508 433 (64,2 %) cas confirmés au paludisme, les cas positifs survenus 

chez les enfants de moins de 5 ans était 36,94 % [4], ce qui demontre une infection élévée 

chez les enfants. 
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Figure 2. Prévalence moyenne parasitaire chez les enfants âgés de 2 à 10 ans (PfPR2-10) dans les districts de santé au Mali [33]. 
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La transmission du paludisme au Mali est soumise à des variations extrêmes dues aux 

conditions éco-climatiques, surtout dans les régions du nord et du sud. Dans le désert saharien 

du nord, la transmission dépend des précipitations et est d’avantage sujette à des épidémies en 

raison de contraintes de conditions arides, toutes les classes d’âge étant considérées à risque 

de paludisme grave [33] (figure 2). 

 

Tableau I : Faciès de transmission du paludisme au Mali [31] 

 

Faciès 

épidémiologiques 

Transmission 

paludisme 

Endémicité Région 

géographique 

Caractéristiques 

Faciès soudano 

guinéen 

Intense 

(- 6 mois/ an) 

Holoendémique  

IP  75 % 

Sikasso Prémunition 

acquise 5 ans 

Faciès nord 

soudanien et Sahel 

Intense 

(3- 4 mois/ an) 

Hyperendémique 

IP : 5- 75 % 

Ségou, 

Koulikoro, 

Mopti 

- Prémunition 9 

ans 

- 

Neuropaludisme, 

fréquent à 1- 9 

ans 

Faciès saharien - Sporadique 

- Voire           

épidémique 

Endémique 

IP  10 % 

Gao, Kidal, 

Tombouctou 

- Adultes aussi 

exposés 

- Risque 

paludisme grave 

et compliqué 

Faciès des barrages Bimodale 

(Plurimodale) 

Mésoendémique 

 

Sélingué, 

Manantali, 

markala 

Anémie palustre 

élevée chez moins 

9 ans 

Faciès urbain  IP  10 % Bamako, 

Mopti ville 

Adultes 

bamakois, risque 

paludisme grave. 

 

Le Mali regroupe cinq (5) faciès de transmission du paludisme. 

 

 

2.2 Le vecteur du paludisme 

Les moustiques du genre Anopheles assurent la transmission du paludisme. Sur 490 

espèces d’anophèles recensées, 60 à 70 espèces sont capables de transmettre le paludisme 

[34]. Sur le plan biologique, les femelles anophèles ne s’accouplent en général qu’une seule 

fois et conservent les spermes dans des spermathèques durant leur vie pour féconder les lots 

d’œufs. Elles piquent à la tombée de la nuit afin d’assurer le développement des œufs à 

travers le repas sanguin [35]. Les moustiques ont une vie aquatique au stade larvaire et une 

vie aérienne au stade adulte [35]. 
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Le complexe An. gambiae et le groupe An. funestus sont les principaux vecteurs du 

paludisme au Mali [34]. L’espèce An. gambiae s.s est de 3 formes chromosomiques nommé 

Bamako, Savane et Mopti. La forme Mopti se rencontre dans les zones d’inondation du fleuve 

Niger; on trouve de même la forme Bamako dans les régions humides du Sud [31].  

 

Tableau II : Taxonomie du vecteur de paludisme [36] 

Règne Animalia (Animaux) 

Sous-Règne Metazoa (= Composé de plusieurs cellules) 

Embranchement Arthropoda (= Pattes articulées) 

Sous-embranchement Hexapoda (= 3 paires de pattes) 

Super-classe Protostomia (= Bouche en premier lors du développement) 

Classe Insecta (= Corps segmenté en 3 parties) 

Sous-classe Pterygota (= Avec des ailes) 

Intra-Classe Neoptera (= Ailes qui se replient en arrière au repos) 

Super-ordre Endopterygota (= Larve dépourvue d’ailes) 

Ordre Diptera (= Avec 2 ailes) 

Sous-ordre Nematocera (Avec antennes longues et fines) 

Famille Culicidae (= Moustiques) 

Sous-famille Anophelinae (= Anopheles) 

Genre Anopheles 

Sous-genre Anopheles, Cellia, Nyssorhynchus, Kerteszia 

 

L’Anopheles est le vecteur du paludisme appartenant à la famille des culicidés (Culicidae). 

Les culicidés comptent environ 3 500 espèces reconnues [37]. 
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2.3 Le parasite 

2.3.1 Le Plasmodium comme agent causal du paludisme 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 3. Structure de mérozoïte de P. falciparum [38]. 
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Le Plasmodium est le parasite responsable du paludisme dans le monde. C’est un protozoaire 

parasite appartenant à l’embranchement des Apicomplexa. Cet embranchement se caractérise 

par la présence d’un complexe apical généralement constitué d’un conoïde facilitant à la 

pénétration dans la cellule hôte, d’un anneau polaire et de rhoptries [39] (figure 3).  

 

 

Tableau III : Taxonomie de Plasmodium [36] 

Embranchement Apicomplexa 

Classe Sporozoea 

Sous-classe Coccidia 

Ordre Eucoccida 

Sous-ordre Haemosporina 

Famille Plasmodidae 

Genre Plasmodium 

 

Haemosporina représentent les parasites qui vivent dans le sang. 

 
 

2.3.2 Les espèces Plasmodiales responsables du paludisme chez l’homme 

 P. falciparum 

 

P. falciparum est l’espèce la plus répandue [3] en Afrique avec 99,7 % d'infections 

reporté par l’OMS en 2018 [2]. C’est l’espèce la plus meurtrière.  

Au cours du stade sanguin de l’infection, P. falciparum possède une habilité à se fixer à 

l’endothélium en faisant une claustration des organes y compris le cerveau [40]. La 

maturation des gamétocytes durent environ 10 jours et devient par la suite infectieux pour les 

moustiques vecteurs [41]. 

Sur frottis sanguin mince coloré, les gamétocytes ont la forme de saucisse. Le nombre de 

mérozoïtes dans des shizontes érythrocytaires est de 8 à 24. Chez l’hôte la forme du parasite 

est ronde et souvent crénelé avec la tâche de Mauer. Toutes les cellules de l’hôte peuvent être 

infectées [42]. 
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 P. ovale  

 

Stephens l’a décrit ovale comme indiquait sa morphologie. Le nombre de mérozoïtes 

supposés observés était 12 [43]. La parasitémie maximale atteignait rarement des niveaux 

suffisants pour induire des crises cliniques (< 800 parasites/µL) [44].  

Sur frottis sanguin mince coloré, les érythrocytes infectés sont visibles avec granulation de 

Schüffner. Toutes les formes de parasites sont présentes au niveau du sang périphérique de 

l'hôte. Les anneaux sont larges. Le nombre de mérozoïtes dans un schizonte érythrocytaire est 

de 8 à 12 [42]. 

 P. malaria 

 

Le paludisme à P. malaria est plus courant dans les pays d’Afrique subsaharienne et 

dans le sud-ouest du Pacifique [44]. Il a été classé en Amérique du Sud dans les infections 

zoonotiques car génétiquement identique à P. brasilianum qui se trouve être un parasite de 

singe du nouveau monde [45]. P. malaria est considéré comme bénin. Il peut engendrer un 

syndrome néphrotique avec un échec thérapeutique entrainant un taux élevé de mortalité [44]. 

Sur frottis sanguin mince coloré, toutes les formes de parasites sont présentes dans le sang 

périphérique de l'hôte. Les anneaux du parasite sont larges. Le nombre de mérozoïtes dans un 

schizonte érythrocytaire est de 6 à 12. Il a une forme ronde et rarement plus de 1 % des 

cellules sont infectées [42] 

 P. vivax 

 

Rarement mortel, P. vivax peut entrainer occasionnellement de graves complications 

[46]. Le parasite à un cycle érythrocytaire de 42 à 48 heures similaire à celui de                     

P. falciparum. Sa période d’incubation est plus grande que P. falciparum et il produit moins 

de mérozoites par schizonte [47]. Au stade sommeil appelé hypnozoïte, l’espèce peut induire 

de nouvelles infections sanguines avec des possibilités de transmission ultérieure [48]. En 

dehors de l’Afrique, P. vivax  représente 74,1 %  cas de paludisme dans la région Amérique 

[2]. 

Sur frottis sanguin mince coloré, les érythrocytes infectés sont visibles avec granulation de 

Schüffner. Les Trophozoïtes de P. vivax ressemblent aux amiboïdes. Toutes les formes de 

parasites sont présentes dans le sang périphérique de l'hôte. Les anneaux du parasite sont 

larges. Le nombre de mérozoïtes dans un schizonte érythrocytaire est de 12 à 24. Seules les 
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cellules jeunes sont infectées [42]. 

 P. knowlesi 

 

Sur le plan morphologique, les trophozoïtes précoces de P. knowlesi avaient été 

observés sous formes d’anneaux [15]. P. knowlesi a été classé parmi les zoonoses, et les 

macaques comme hôte du réservoir selon une étude menée à Sarawak [49]. Le paludisme à    

P. knowlesi a été plus noté en Malaisie avec un nombre croissant d’infection humaine [50]. 

Cependant, les antipaludiques tels que la chloroquine, la méfloquine, la quinine, 

l’autovaquone-pragnil, la sulfadoxine-pyrimethamine ont eu des succès thérapeutiques dans le 

traitement des infections à P. knowlesi [51]. 

 

2.3.3 Le cycle biologique de Plasmodium  

 
Le cycle biologique des espèces Plasmodiales nécessite la présence de deux hôtes : 

l’anophèle femelle (comme hôte définitif de l’hématozoaire) et l’homme (comme hôte 

intermédiaires dans le cycle réplicatif). 
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 Figure 4. Cycle biologique de P. falciparum [52].
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2.3.3.1 Chez le vecteur (du paludisme) 

 

Lors d’un repas sanguin, les moustiques ingèrent les gamétocytes (mâles et femelle) 

chez un hôte infecté [40]. A l’intérieur du tube digestif du moustique, les globules rouges 

infectés éclatent en libérant des gamétocytes. Ces gamétocytes se développent en gamètes 

(stade sexuel mature) [34]. Les gamétocytes, gamètes mâle et femelle vont fusionner pour 

former des zygotes, qui se transforment ensuite en ookinètes invasifs. Les ookinètes 

parviennent à l’espace situé entre l’épithélium de l’intestin moyen et la lame basale du 

moustique, ou ils se modifient en oocystes. A partir des oocystes multinuclées se développent 

des milliers de sporozoïtes qui vont être relâchés dans l’hémolymphe. Ils envahissent les 

glandes salivaires des moustiques, ils y restent viables mais ne se reproduisent pas [40]. 

 

2.3.3.2 Chez l’homme  

 

Chez l’homme le cycle biologique du Plasmodium se divise en deux phases : la phase 

hépatique (phase d’incubation) et la phase sanguine.  

 La phase hépatique 

 

Au cours d’un repas sanguin, l’anophèle femelle injecte chez l’homme les sporozoïtes 

déjà incorporés à sa salive. Les sporozoïtes pénètrent dans la circulation sanguine, puis sont 

acheminés vers le foie où ils envahissent les hépatocytes [38]. A l'intérieur des hépatocytes, 

les sporozoïtes subissent une série de mitoses et forment une masse multinucléée appelée 

schizonte. A maturité, le schizonte est composé de milliers de mérozoïtes. La multiplication 

se poursuit pendant une période de 7 à 12 jours pour P. falciparum, 15 jours à 9 mois pour P. 

vivax, 15 jours à 10 mois pour P. ovale et de 3 semaines pour P. malariae [53] jusqu'à 

éclatement des hépatocytes infectés où ils vont être libérés dans la circulation. 

Une partie des sporozoïtes chez P. vivax et P. ovale ne se développent pas directement 

dans les hépatocytes envahis. Par contre, ils restent dans un état de sommeil dans le foie, sous 

forme d’hypnozoïte, suivant une longue période avant de se développer et de causer une 

infection récurrente [47]. 
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 La phase sanguine 

 

La phase sanguine correspond à la phase symptomatique de la maladie. Les mérozoïtes 

libérés dans la circulation infectent les érythrocytes. La phase d’invasion est précédée d’une 

phase pré-invasion qui se définit lorsque le mérozoïte entre en contact avec la membrane 

plasmique des globules rouges, déclenchant une vague de déformation du site de contact [54]. 

Les mérozoïtes se différencient en anneaux puis en trophozoïtes à l'intérieur du globule rouge 

suivis d'une multiplication asexuée (schizongonie érythrocytaire) pour former un schizonte 

érythrocytaire. Le schizonte se rompt en libérant plusieurs nouveaux mérozoïtes qui vont à 

leur tour infecter d'autres globules rouges [53]. L’éclatement des schizontes au bout de 24 

heures à 72 heures correspond à l’accès fébrile. Certains trophozoïtes se transforment en 

gamétocytes femelles et mâles via la gametogénèse [55]. 

 

2.4 Les moyens de lutte contre le paludisme  

 La lutte anti-vectorielle 

La lutte anti-vectorielle emploie les méthodes et stratégies contre le paludisme dans le 

but de diminuer la transmission du paludisme du vecteur à l'homme. Deux méthodes de lutte 

sont employées : la méthode de réduction de la densité des moustiques (la Pulvérisation Intra 

Domiciliaire) et la méthode de réduction du contact homme vecteur (Moustiquaire Imprégné 

d’Insecticide) [35].  

 Le traitement préventif 

L'OMS recommande le traitement préventif intermittent par la sulfadoxine-

pyriméthamine chez les femmes enceintes vivant dans des zones de transmission modérée à 

élevée en Afrique [23]. 

 Le traitement curatif 

Selon l’espèce en cause, la région du monde ou la gravités de l’infection, le traitement 

du paludisme est fait selon deux groupes d’antipaludique : les schizonticides sanguins et les 

inhibiteurs des acides nucleiques [56]. Il faut aussi prendre en compte dans les régions 

d’Afrique le recours aux plantes utilisées en médécine traditionnelle comme moyen de 

traitement du paludisme comme par exemple : Vernonia nigritiana, Vernonia colorata, 

Tapinanthus bangwensis et autres [57]. 
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2.5 La classification des antipaludiques selon leur mode d'action  

Les principaux antipaludiques peuvent être classés en deux catégories selon leur mode 

d’action : 

2.5.1 Les schizonticides sanguins [56] 

Les molécules de cette classe d'antipaludiques se caractérisent par la présence d’un noyau 

quinoléine : 

 Les dérivés quinoléines  

 les amino-4-quinoleines : chloroquine, amodiaquine; 

 les aryl-amino-alcools : quinine, halofantrine, méfloquine. 

 Les dérivés de l'artémisinine  

En plus de l'action schizonticide ils ont une action gamétocytocide et sont composés par :  

 l’artésunate;  

  l'artémether. 

2.5.2 Les inhibiteurs des acides nucléiques 

Ce groupe d'antipaludiques inhibe la division du noyau de l'hématozoaire : 

 Les antifolates  

 les antifoliques : sulfamide (sulfadoxine), sulfones (dapsone); 

 les antifoliniques : proguanil, pyriméthamine. 

 Les naphtoquinones  

 l'atovaquone 

 Les antibiotiques  

 la ciprofloxacine; 

 la doxycicline; 

 les macrolides : érythromycine, spiramycine, clindamycine. 

 Les gamétocytocides  

 amino-8-quinoléine : primaquine.
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2.6 Les cibles plasmodiales et le mécanisme d’action des antipaludiques  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 5. Cibles plasmodiales des antipaludiques [40] . 

Les antipaludiques sont des médicaments qui agissent sur différentes cibles chez le parasite du paludisme afin d’exercer son action.  
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2.6.1 Les cibles plasmodiales des antipaludiques  

Le Plasmodium dispose pour son développement intra-érythrocytaire d’un 

métabolisme et de moyens de défense spécifiques qui constituent autant de cibles aux 

antipaludiques. 

 

 La vaccuole digestive 

Elle est le siège de la digestion de l’hémoglobine, de la cristallisation de l’hème. Ce 

compartiment contient des moyens de défense contre le stress oxydant [56].  

 Le cytoplasme 

Le cytoplasme contient deux organites essentiels : le système mitochondrial, siège du 

transfert d’électron et les processus enzymatiques essentiel à la glycolyse et la production 

d’énergie; l’apicoplaste qui fournir les composants essentiels à l’invasion et ou l’instauration 

de la vacuole parasitophore dans l’hôte, est le siège de la réplication de l’ADN [58] et certains 

autres composés inhibent le transfert d’électron.      

 La membrane  

La membrane est constituée de phospholipide, de canaux calciques et parasitophore. Elle 

siège un trafic nutritionnel et dispose de protéines kinases intervenant dans la transduction du 

signal [56].  

2.6.2 Le mécanisme d’action des antipaludiques 

 Les dérivés quinoléines 

Les dérivés quinoléines (chloroquine, amodiaquine, quinine, méfloquine) sont actifs au 

niveau de la vacuole digestive du parasite. Les molécules de ce groupe d'antipaludiques 

s'accumulent dans la vacuole; ils empêchent la transformation de l'hème sous la forme de 

cristaux insolubles appelée hémozoïne. L'hème non cristallisé est toxique [56].  

 Les dérivés de l'artémisinine 

Ces lactones sesquiterpeniques (l’artésunate, l'artémether) détruisent P. falciparum en 

inhibant l'activité de la phosphatidylinosito-3-kinase par la libération de radicaux libres [59]. 

Le Dihydroartémisinine (DHA) métabolite actif de l'artémisinine agit sur les globules rouges 

infectés en favorisant la production du dérivé réactif de l’oxygène (DRO) qui génère des 

métabolites oxydants et de lipides oxydés. Le stress oxydatif provoqué entraine la 
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polyubiquitination des protéines endommagées, qui sont par la suite dégradées par le 

protéasome [60]. Deux voies d’activation de l’artémisinine ont été proposées : la voie 

mitochondriale impliquée dans la cytotoxicité induite par la peroxydation lipidique et la voie 

de la vacuole digestive ou l’artémisinine est activée par un modèle de scission réductrice et un 

modèle de peroxyde ouvert impliqués à la génération d’un radical centré sur le carbone actif 

[61]. 

 Les antifolates  

 
Les antifolates (sulfadoxine, pyriméthamine) sont des antipaludiques qui perturbent la 

voie de synthèse de l'ADN du parasite. Les deux principales cibles des thérapies des 

antifolates sont la dihydropteroate synthase et la dihydrofolate réductase. Le blocage de la 

voie de synthèse du folate entraîne une diminution de la synthèse des pyrimidines et par 

conséquent, l'arrêt de la réplication de l'ADN, une diminution de la synthèse de la méthionine 

et une conversion réduite de la glycine en sérine. Leur faible présence au niveau de la cellule 

provoque l'arrêt du cycle cellulaire et par finir la mort cellulaire [62]. 

 Les naphtoquinones 

 
L'atovaquone est un antipaludique qui inhibe la chaine de transfert d'électrons en 

bloquant la liaison ubiquinone (une protéine mitochondriale) cytochrome bc1 (complexe III) 

au niveau du domaine cytochrome Q0 [63]. 

 

 Les antibiotiques 

 
Les antibiotiques agissent sur le parasite en bloquant certaines fonctions de l'apicoplaste 

tels que la transcription des apicoplastes (rifampicine), la réplication du génome de 

l'apicoplaste (ciprofloxacine) ou le blocage des systèmes de traduction procaryotes 

(doxycicline, spiramycine, clindamycine) [64]. 
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2.7 La résistance aux antipaludiques  

 

 

Figure 6. Apparition des premiers cas de résistance aux antipaludiques [16].
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L’apparition et la diffusion de parasites résistants aux antipaludiques ont eu des conséquences 

désastreuses en santé publique dans la seconde moitié du XX 
e
 siècle. Elles ont alourdi le coût 

économique du paludisme et ont mis à mal les progrès obtenus lors de la campagne mondiale 

d’éradication lancée dans les années 1950 [10]. La gravité de la maladie dépend largement du 

statut immunitaire de la personne infectée [16] (figure 6). 

 

La résistance des parasites contre les antipaludiques peut être induite par : 

 le polymorphisme génétique de P. falciparum due à un taux élevé de mutation dans 

son génome;  

 un taux important de parasite présent chez les individus;  

 la sélection par la pression médicamenteuse des parasites résistants;  

 les erreurs de réplication de l'ADN dans les cellules [16]. 

 

2.8 Le support génétique de la résistance de Plasmodium 

 P. falciparum chloroquine resistance transporter (Pfcrt) 

Le gène Pfcrt code une protéine transmembranaire qui se trouve à l’intérieur de la 

membrane de la vacuole digestive [65]. C'est un gène qui est localisé sur le chromosome 7 et 

code pour une protéine de 49 kDa [66]. La position 76 a été associée à la résistance du 

parasite à la chloroquine liée par le remplacement de la lysine par la thréonine (K76T) [66]. 

 P. falciparum multi-drug resistance 1 (Pfmdr1) 

Le gène Pfmdr1 est situé sur le chromosome 5 et code pour un transporteur de type 

ABC [68]. Pfmdr1 est constitué de moitiés homologues [68]. La protéine PfMDR1 est 

impliquée dans la résistance des antipaludiques tels que la chloroquine, la méfloquine, les 

CTA [69]. Cinq (5) mutations N86Y, Y184F, S1034C, N1042D et D1246Y ont été identifiées 

au niveau mondial [67]. L’augmentation du nombre de copies du gène (86N) augmente la 

résistance à la méfloquine et à l’inverse accroît la sensibilité à la chloroquine [10]. 

 P. falciparum dihydroptoroate synthase (Pfdhps) 

Ce gène code une enzyme le dihydroptoroate synthase cofacteur de la synthèse des folates et 

cible des sulfamides [19]. Les mutations des codons K437G, K540E, A581G et A613S/T du 

gène dhps conféraient une résistance à la sulfadoxine [70]. 
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 P. falciparum dihydrofolate réductase (Pfdhfr) 

Le gène est situé sur le chromosome 4 de P. falciparum. Ce gène code le dihydrofolate 

réductase une enzyme appartenant à la voie de synthèse des folates qui est nécessaire à la 

réplication de l'ADN du parasite et constitue la cible des antifoliniques (pyriméthamine) [10]. 

Plusieurs mutations ponctuelles des codons 50, 51, 59, 108 et 164 du gène dhfr conféraient 

une résistance à la pyriméthamine [70]. 

 P. falciparum cytochrome b (Pfcytb) 

Chargé du transport du flux d'électron, le cytochrome b est une protéine codée par 

l'ADN mitochondrial possédant une longueur de 6 kDa [71]. Le cytochrome b est la cible de 

l'atovaquone et l'association atovaquone/proguanil [72].Une mutation ponctuelle observée sur 

le codon 268 du gène Pfcytb conférait une forte diminution de la sensibilité du parasite à 

l'atovaquone en empêchant toute synergie d'action avec le proguanil sur le potentiel de 

membrane mitochondrial [19]. 

 P. falciparum Kelch 13 (PfK13) 

Le gène PfK13 code pour une protéine de 726 acides aminés constitués d’une région N-

terminal d'apicomplexa mal conservé et de trois domaines hautement conservés : CCC 

(bobine spiralée) BTB (complexe large, tramway et bric-à- brac) et KREP (hélice à répétition 

de Kelch C-terminal) [8]. La fonction exacte de PfK13 n'a encore été totalement élucidée 

cependant elle est proposée comme une analogue de la protéine humaine Keap1 [73]. 

Le domaine de Kelch est le siège de plusieurs interactions entre protéines [8] parmi 

lesquelles , le stress oxydatif résultant de l'action inhibitrice de la protéine Kelch-like ECH-

associated protein 1 (Keap1) sur la protéine de nuclear factor erythroid-2-related factor 2 

(Nrf2) qui joue un rôle de protecteur contre le stress oxydatif [8]. On s’attend à ce que le 

domaine BTB se lie à une protéine cullin en échafaudage, par ailleurs, KREP se lie 

probablement à la ou aux molécules de substrats lesquels sont ubiquitinées et dégradées par 

protéasome. Le gène K13 semblerait être essentiel pour la croissance intra-érythrocytaire des 

parasites asexués de P. falciparum [8]. 
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Tableau IV : Marqueurs moléculaires de résistance des antipaludiques et cibles d'action 

[56][16] 

Les antipaludiques Cible Gène de résistance 

Chloroquine Formation de l'hémozoïne Pfcrt 

Pfmdr1 

Amodiaquine Pfmdr1 

Pfmrp 

méfloquine Pfmdr1 

Quinine Pfnhe-1 

Pfmdr1 

Arthemether Digestion de l'hémoglobine, cristallisation 

de l'hème 

Kelch 13 

Pfmdr1 

Artéméther Pfserca 

Sulfadoxine Dihydopteroate synthétase Pfdhps 

Pyrimétahmine Dihydofolate réductase Pfdhfr 

Luméfantrine Formation d'hemozoïne Pfmdr1 

Proguanil Dihydofolate réductase Pfdhfr 

Atovaquone Fonction mitochondriale Pfcytb 

Les marqueurs moléculaires de résistances sont des outils qui permettent la mise en évidence 

de modification du gène de parasite impliqué dans la résistance de P. falciparum aux 

antipaludiques [16]. 

 

2.9 Les différents types de mutations 

La mutation est définie comme étant un processus par lequel un gène subit un 

changement de structure [74]. Il existe trois (3) grandes classes de mutations (les substitutions 
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nucléotidiques, les insertions ou délétions nucléotidiques, les réarrangements génomiques) et 

d’autre type de mutation tel que les mutations dynamiques. 

 

 Les substitutions nucléotidiques  

Elles résultent soit à un remplacement d'une base pyrimidique (C ou T) ou purique par 

une autre base de même nature appelée mutations de transitions où soit par le remplacement 

d'une base pyrimidique à une autre base purique ou inversement appelé mutations de 

transversions. Les substitutions sont les résultats des agents environnementaux mutagènes 

(substances chimiques, rayonnement et autre), ou par le métabolisme [75]. 

 Les insertions ou délétions nucléotidiques 

Les insertions ou délétions nucléotidiques sont respectivement l'ajout ou la 

suppression d'un ou de plusieurs nucléotides. Ils représentent près de 25 % des anomalies 

répertoriées dans la base de données HGMD (Human Gene Mutation Database) [75]. 

 

 Les mutations dynamiques 

Les mutations dynamiques impliquent des répétitions importantes de certains triplets 

au niveau de l'ADN. 

 

 Les réarrangements génomiques : délétion, duplications, inversion et 

translocations 

Les réarrangements génomiques résultent en général, mais non obligatoirement, 

d’évènements de recombinaison homologue non allélique (NAHR, non allelic homologous 

recombination) intra- ou extrachromosomique, impliquant des séquences très semblables mais 

non nécessairement identiques [75]. 

 

2.10 Les moyens de détection des mutations 

 Les courbes de fusion à haute résolution ou HRM 

Introduite en 1997 [76], la fusion à haute résolution est une technique basée sur la 

détermination des changements de fluorescence, résultant de la fusion de produit de PCR 

double brin en réponse à des étapes d’augmentation de température [77]. La température de 

dissociation et les caractères distinctifs de la courbe de fusion des produits amplifiés 
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dépendent de la séquence des nucléotides. La substitution d’une seule base peut apporter des 

changements au niveau de la température de fusion (Tm) [77]. Les hétérozygotes ont une 

forme différente de celle des homozygotes dans la région de bas point de fusion de transition. 

Toute la région située sous la sonde est prise en compte lors de l'analyse de la courbe de 

fusion [76].  

 Le séquençage  

Le séquençage de l’ADN est une méthode qui a pour but d’identifier la succession 

linéaire des bases nucléiques adénine (A), cytosine (C), guanine (G) et thymine (T) prenant 

part à la structure de l’ADN. Il existe deux générations de séquençage : la première génération 

de séquençage (la méthode de Maxam Gilbert et de Sanger) et la nouvelle génération de 

séquençage (NGS) [78]. 

 La méthode de Sanger 

En 1977, Frederick Sanger invente une méthode de séquençage de l’ADN par la 

synthèse enzymatique. La méthode de Sanger est basée sur l'analyse des spectres d'émission 

spécifique émise par les didésoxyribonucléotide-triphosphate (ddNTP) obtenus sur les 

fragments de tailles différentes [78]. Les fragments sont alignés pour reconstituer la séquence 

complète.  

Le mélange réactionnel de la réaction d’amplification par la méthode de Sanger est 

composé du produit de PCR préalablement purifié issue d’une première réaction 

d’amplification, de l’amorce sens (5’-3’) ou anti-sens (3’-5’), de l’ADN polymérase 

permettant de synthétiser le brin complémentaire à partir de l’amorce, d’un mélange de 

désoxyribonucleotide-triphosphate (dNTP) et du didésoxyribonucleotide-triphosphate 

(ddNTP) qui est de l’ordre de 1 :10. Le groupe ddNTP (ddATP, ddTTP, ddCTP, ddGTP) est 

démuni de groupement 3’-hydroxyle [78]. Chaque ddNTP est marqué par un fluorophore 

spécifique. Au cours de la réaction de séquençage, après dénaturation de l’ADN, L’ADN 

polymérase effectue la synthèse du brin complémentaire à partir de l’amorce en y incorporant 

soit des dNTP complémentaires et de façon aléatoire et constance des ddNTP. 

L’incorporation d’un ddNTP empêche la formation d'une nouvelle liaison phosphodiester en 

position 3' provoquant ainsi l'arrêt de l'élongation [78]. Le produit de la réaction de la 

séquence purifiée est ensuite fractionné par électrophorèse sur gel d'acrylamide en condition 

dénaturante. Les groupes de bandes obtenus pourront être analysés à travers l’analyse 

spectrale de la fluorescence spécifique émise par le ddNTP ce qui permettra d’assigner la base 

correspondante et de déterminer la séquence nucléotidique [79]. 
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 Les nouvelles générations de séquençage  

La seconde génération de méthode de séquençage (NGS) a été développée en 2007. Le 

terme seconde fait référence à l’évolution des technologies de séquençage depuis la méthode 

de Sanger [80]. Elle utilise les techniques de pyroséquençage, le séquençage à l’aide de 

terminateurs réversibles et le séquençage par ligation [80]. La NGS opte pour des 

technologies qui possèdent une grande capacité de séquencer des millions de modèles 

d’AND. Elles sont moins coûteuses, rapides et possèdent une grande sensibilité. 

 

 

 L’étude d'association pangénomique ou GWAS  

L'analyse par GWAS portée sur le polymorphisme nucléotidique (SNP) chez plusieurs 

d’individus permet d'identifier de manière reproductible les associations de variantes 

génétiques [81]. Une première investigation a été menée dans le cadre du Plasmodium GWAS 

sur les isolats d'Afrique, d'Asie, d'Amérique et de Papouasie-Nouvelle-Guinée [82]. 

L’étude d’association pangénomique porte sur 3 étapes : 

 la sélection de nombreux SNP dans le génome; 

 la reproduction des signaux d'associations; 

 l'identification des variantes causal [83]. 

 

2.11 La relation entre la mutation sur le gène K13 de P. falciparum et la résistance à 

l'artémisinine 

La résistance de Plasmodium à l'artémisinine serait provoqué par une sensibilité réduite 

du médicament durant la quiescence qui a lieu au stade du jeune anneau. L’arrêt du 

développement au stade de l’anneau permet aux parasites de survivre pendant la période 

relativement courte de concentration élevée en artémisinine. Cette capacité est conférée par 

les mutations d'un gène appelé PfK13. Un stress oxydatif faible est plus gérable chez le 

parasite, surtout ceux possédant une mutation sur le gène K13 [73].  

Les mutations dans les domaines de Kelch diminuent la liaison au substrat, l'ubiquitylation et 

le ciblage des protéasomes : l'effet net est une augmentation des niveaux d'accumulation de 

substrat [84]. 
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Figure 7.  Représentation schématique et structurelle de PfK13 et sa fonction putative d’adaptateur de substrat [8].
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 (a) Annotation de domaine PfK13. Trois domaines de PfK13 sont annotés dans les bases de 

données : contenant des bobines enroulées (CCC), BTB et hélice à répétition Kelch 

(KREP). Le domaine N-terminal spécifique à Apicomplexa devrait présenter une 

conformation de bobine aléatoire. Les domaines BTB et KREP avec la structure cristalline; le 

domaine CCC former de deux hélices s'enroulant ensemble.  

(b) Modèle simplifié proposé du complexe protéique contenant PfK13, basé sur 

l'annotation de domaine PfK13 et les expériences de co-immunoprécipitation. On s’attend à ce 

que le domaine BTB de PfK13 se lie à une protéine Cullin d’échafaudage, tandis que le 

domaine KREP se lie probablement à la ou aux molécules de substrat d’avantage ubiquitinés 

et éventuellement dégradées par protéasome. Surtout, les régions et les sites de PfK13 

impliqués dans la liaison sont inconnus (représentés par le symbole rouge «?» Sur la figure).   

Pour faciliter la représentation, PfK13 a été montré comme un monomère bien que la structure 

cristalline de PfK13 BTB-KREP ait été résolue comme un dimère [8] (figure 7). 

La mutation sur le gène K13 n'est considérée comme marqueur de résistance que si la 

mutation a été corrélée à un retard de clairance dans les études cliniques jointes à une 

diminution de la sensibilité au médicament in vitro (ring-stage survival assay RSA-3h) 

réalisées sur isolats frais [85]. Les mutations associées à une clairance lente au cours des 

essais cliniques mais non validées par les données in vitro sont des candidats associés. 

Certaines mutations peuvent présenter des génotypes de passants en l'absence de preuve de la 

sélection du génotype K13 du mutant. La présence du parasite au jour 3 est un indicateur de 

choix de la surveillance dans le but d'identifier une résistance partielle suspectées à 

l'artémisinine chez P. falciparum. La proportion d'échecs thérapeutiques au 28
ème

 ou au 42
ème

 

jour (les jours de suivi) sont déterminés en fonction de la demi-vie du médicament partenaire 

CTA [85]. 

 

2.12 La clairance parasitaire de P. falciparum 

Les médicaments antipaludiques exercent une action plus centrée contre les 

trophozoïtes matures, le stade le plus actif du développement du parasite asexué qui précède 

la réplication de l’ADN. Les parasites morts et endommagés dans les érythrocytes en 

circulation sont éliminés principalement par la rate, bien que le foie, la moelle osseuse et 

d’autres tissus lymphoïdes jouent un rôle secondaire important dans la clairance parasitaire 

des érythrocytes [86].  
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Le DHA metabolites actif de toutes les artémisinine à une demie-vie courte allant de 2 à 5 

heures [85] dans le plasma; par conséquent, les médicaments parténaires à demie-vie plus 

longue ( environ 7 à 21 jours) sont nécessaire pour éliminer les parasites residuels [88]. La 

demi-vie de l' artésunate est inférieure à une (1) heure et compte 2 heures à 4 heures pour 

l'arthémether [85]. La clairance de la fièvre associée aux artémisinines est de 32 heures 

contrairement à d'autres agents qui sont de 2 à 3 heures. Les médicaments sont évalués 

suivants les événements survenus au cours des jours de traitements au jour 3; 7; 14; 28; et 

récemment au jour 42 [89].  

 

2.13 Les marqueurs moléculaires associés à la résistance à l'artémisinine 

La première découverte de résistance du parasite à l'artémisinine a été observée au 

Cambodge à la position 580 mutation non synonyme qui a entrainé le remplacement de l'acide 

aminé Cystéine en Tyrosine du gène PfK13 [7] en 2008 [59]. Les mutations N458Y, Y493H, 

I543T, R539T, C580Y, R561H, F446I et la mutation M476I ont été associées à la résistance 

entrainant un retard de clairance in vivo du parasite et un échec thérapeutique in vitro de P. 

falciparum par RSA-3h. [85][9]. Les polymorphismes moléculaires d’autres gènes dans pfcrt, 

pfdhfr, pfdhps, pfmdr1, pfmrp1 et pfnhe-1 ont été associés à la pharmacorésistance du 

médicament partenaire [7]. 
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3. METHODOLOGIE 

3.1 Le contexte de l’étude 

Cette étude s’inscrit dans le cadre de la surveillance des mutations sur le gène PfK13 au 

cours de l’utilisation des combinaisons thérapeutiques à base d’artémisinine. Elle a porté sur 

les échantillons du projet International Center of Excellence for Malaria Research (ICEMR) à 

Dioro et du projet President’s Malaria Initiative (PMI) à Sélingué. Les dépistages du 

paludisme étaient passifs et volontaires. Les échantillons étaient collectés par prélèvements 

sanguins sur papier confettis (un minimum de trois (3) spots par confetti et par patient). Les 

enfants étaient âgés de 0 à 59 mois dans le projet PMI et 24 à 180 mois dans le projet ICEMR. 

Les enfants inclus dans ces études étaient diagnostiqués avec un accès palustre simple, une 

goutte épaisse positive allant de 2000 à 199 999 trophozoïtes/ µL de sang. Chaque enfant 

participant à ces études recevait des doses d’artémether-luméfantrine pendant 3 jours 

consécutifs allant des jours 0 à 2 pour le projet ICEMR et l’artésunate-amodiaquine ou 

l’artémether-luméfantrine pour le projet PMI. Les enfants étaient suivis comme indiqué dans 

le tableau V.  

 

Tableau V : Plan de suivi des enfants au cours des deux projets (ICEMR et PIM) 

Visites J0 J1 J2 J3 J7 J14 J21 J28 J35 J42 

Examen Clinique X X X X X X X X X X 

Prise de température X X X X X X X X X X 

Goutte épaisse X X X X X X X X X X 

Taux d’hémoglobine (ICEMR) X       X   

Taux d’hémoglobine (PIM) X         X 

Traitement pat ART+LUM X X X        

Traitement par ARTS+AQ X X X        

Confettis X X X X X X X X X X 

TDR X X         
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 ICEMR  

ICEMR est un réseau mondial de centre de recherche indépendants dans le contextes 

d’endémie palustre, mise en place par le National Institute of Allergy and Infectious Diseases 

(NIAID) pour fournir les connaissances, les outils et les stratégies observables essentielles à la 

compréhension, au contrôle et, finalement, à la prévention du paludisme. 

L'objectif de ICEMR est d'étudier l'efficacité des interventions de lutte antipaludique et leur 

impact sur les interactions entre les parasites du paludisme (génotypes, réponse aux 

traitements médicamenteux), le vecteur (écologie, comportements et réponse aux insecticides) 

et l'hôte humain (réponse immunitaire et génétique de l'hôte) dans trois contextes écologiques 

différents de l'Afrique de l'Ouest. 

 

 PMI 

PMI est un programme du gouvernement fédéral des Etats Unis pour lutter contre le 

paludisme à travers la prévention et le contrôle. Il a pour but de réduire la mortalité et la 

morbidité lié au paludisme, ainsi, que l’élimination du paludisme. 

 

3.2 Le type et la période d'étude 

Il s’agit d’une étude tranversale rétrospective qui s’est déroulée 

de novembre 2017 à août 2019. Les prélèvements de sang étaient collectés 

auprès des enfants atteints de paludisme simple à P. falciparum à Dioro et 

Sélingué. 

 

3.3 La description des sites de l’étude 

 Dioro  

La commune de Dioro est au Nord-Est de Ségou. Limitée au nord par le fleuve Niger, 

sa situation géographique est un facteur qui favorise la transmission du paludisme. En période 

pluvial, plusieurs cas de paludisme sont à déplorer au sein de la population de Dioro. Presque 

toutes les couches de la société sont atteintes et plus particulièrement les enfants qui sont les 

plus touchés pour multiples raisons. 
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Dioro relève du district sanitaire de Markala et dispose d’un Centre de Santé 

Communautaire bien établi (en ressources matérielles et humaines) 

accessible pour tous les villages environnants.  

 
 

 Sélingué  

 

Sélingué est au Nord-Ouest de Sikasso. C’est une localité endémique où la transmission 

du paludisme est favorisée par deux phénomènes : le barrage de Sélingué et la pluviométrie. 

Sélingué est aussi représentatif de l’un des faciès épidémiologiques au Mali. 

Le district sanitaire de Sélingué regroupe un Centre de Santé de Référence et onze (11) aires 

de santé organisées en centres de santé communautaires (CSCom) et gérées par des 

associations de santé communautaire (ASACO). 
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Figure 8. Localisation de Dioro et Sélingué sur la carte du Mali  

3.4 La collecte des échantillons 

Les échantillons étaient collectés dans les sites des deux projets conformément au 

protocole de ces projets à Dioro et Sélingué puis envoyés au LBMA. Nous avons procédé à 

un inventaire des échantillons puis vérifié le nombre de spot de sang par confetti. Chaque 

échantillon a été divisé en deux lots, un lot est resté au LBMA et le deuxième lot est envoyé 

au CDC, Atlanta. Un total de 410 échantillons a été collecté allant du premier jour de visite au 

42
ème

 jour. 

3.5 Les critères de sélection des échantillons  
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- Tous les échantillons de sang recueillis sur papier confettis des deux projets (ICEMR 

et PMI), qui étaient disponibles au LBMA au moment de l’envoi des échantillons au 

CDC en Atlanta;  

- Tous les échantillons de sang sur confettis ayant au moins deux spots de sang. 

3.6 La technique au laboratoire 

Les travaux moléculaires ont été réalisés au LBMA en collaboration 

avec le CDC (Atlanta, Georgia, USA). Le gène d’intérêt a concerné le gène 

PfK13.  

 

3.6.1 L’extraction de l’ADN de P. falciparum 

L’extraction de l’ADN de P.  falciparum a été réalisée avec le kit QIAamp DNA mini 

kit (Qiagen, Valencia, CA USA). Un minimum de trois (3) spots de sang (séché) recueillit sur 

du papier confetti pour chaque échantillons de l’étude a servi pour extraire l’ADN de P.  

falciparum conformément aux instructions du fabricant. 

 

3.6.2 La PCR 

Nous avons utilisé un protocole de PCR nichée pour l'amplification du domaine propeller 

du gène PfK13 en utilisant des amorces oligonucléotidiques suivant : 

 les amorces de la 1
ère

 réaction de PCR :  

- K13R1 5’-GGGAATCTGGTGGTAACAGC- 3’ et  

- K13R1 5’-CGGAGTGACCAAATCTGGGA- 3’  

 les amorces de la 2
ème

 réaction de PCR : 

- K13R2 5’- GTAAAGTGAAGCCTTGTTG -3’ et  

- K13R2 5’- TTCATTTGTATCTGGTGAAAAG -3’.  

Le volume du mélange réactionnel était de 19 L auquel a été ajouté 1 L d’extrait d’ADN 

pour la 1
ère

 réaction de PCR. Nous avons pris un volume de 19 L de Master Mix pour la 

seconde réaction de PCR auquel nous avons ajouté 1 L du produit de fin PCR de la 1
ère

 

réaction d’amplification. Chacune des deux réactions de PCR faisaient 30 cycles. Les 

protocoles du mélange réactionnel et les conditions des cycles de PCR dans le thermocycleur 

(qui va de la dénaturation initiale, la dénaturation, l’hybridation des amorces aux extrémités 

de la séquence recherchée , l’élongation et une étape finale de maintien à 4 °C) ont été 

énumérées dans la partie annexe 3. 
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3.6.3 Le séquençage du gène PfK13 

Les amplicons de la 2
ème

 réacrion de PCR ont été séquencés selon la méthode de 

séquençage de Sanger. Nous avons recherchés après séquençage les mutations du gène PfK13 

qui ont été signalées par l'OMS (mutations énumérées dans la partie annexe 2). 

 

Figure 9. Répartitions des échantillons analysés en fonction de la quantité de l'ADN 

pour le séquençage 

NA : Non Applicable, pas d’amplification / qualité d’ADN faible pour l’analyse. 

Bon : Amplification / quantité d’ADN suffisante pour l’analyse. 

 

 

3.7 L’analyse des séquences  

Au cours de cette étude, la souche P. falciparum MRA1236 a été utilisée comme souche 

sauvage et la souche MRA 1239 comme souche mutée pour le gène PfK13. 

Après importation des données brutes dans le logiciel, toutes les séquences dont la qualité des 

données est inférieure à 40 % ont été exclues de l’analyse au même titre que les extrémités 

des séquences qui comportent très souvent des données de faible qualité. Les séquences ont 

été alignées et analysées avec le logiciel Geneious R11 pour rechercher les mutations. 

 

Echantillons 

n = 410 

Jour zéro(0) 

n = 320 

NA 

n = 68 

Bon 

n = 252 

Jours 1 à 3 

n = 27 

NA 

n = 14 

Bon 

n = 13 

Jours 7 à 42 

n = 63 

NA 

n = 34 

Bon 

n = 29 
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3.8 La gestion et l’analyse des données 

Les données ont été saisies et enregistrées sur le logiciel Excel 2011. L’analyse des 

données a été faite avec le logiciel SPSS IBM version 20 et Microsoft office Word et 

Excel 2011. Nous avons utilisé chi2 avec α = 5 % pour vérifier s’il y a une différence 

entre les proportions trouvées. Les séquences obtenues ont été analysées avec le logiciel 

Geneious R11. 

 

3.9 Les considérations éthiques et déontologiques 

Les protocoles de recherches des deux projets ont été approuvés par le 

comité d’éthique de l’INRSP actuel INSP (Ministère de la Santé Publique). 

Les protocoles ont été revus et approuvés par le comité institutionnel de 

Tulane University (Nouvelle Orléans, Louisiane, États-Unis d’Amérique) et 

du NIAID/NIH et du CDC, Atlanta, Georgia, États-Unis d’Amérique. 
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4.  RESULTATS 

Nous avons sélectionné 410 échantillons au départ, 116 ont été rétiré à cause de la faible 

quantité de l’ADN pour l’analyse. Le séquençage a porté sur les extraits d’ADN de 294 

échantillons, soit 265 échantillons allant du jour de l’enroulement du malade (Jour 0) au 3
ème

 

jour (Jour 3), plus 29 échantillons de recrudescences parasitaires (les échantillons de J7 à J42) 

suivant le calendrier de suivi des extraits de souches de P. falciparum.  

 

Tableau VI : Les mutations identifiées sur le gène PfK13 et les acides aminés correspondants 

 

Numéro d’identifiant 

de l’échantillon 

Acide aminé 

correspondant 

Modification de 

nucléotide 

Acide aminé modifié 

correspondant 

SL188J0 C469 TGC -> TGT 469C 

SL303J0 

 

C469 TGC -> TGT 469C 

SL112J0 

 

K503 AAG -> AAA 503K 

SL136J0 

 

Q613 CAA -> CAG 613Q 

SL146J0 

 

T478 WT/ACC -> ACG 478T 

SL168J0 

 

Y493 TAC -> TAT 493Y 

3KB050J0 

 

P413 CCG -> CCA 413P 

SL026J1 

 

Y493 TAC -> TAT/WT 493Y 

SL026J2 

 

Y493 TAC -> TAT 493Y 

SL052J21 

 

Q613 CAA -> CAG 613Q 

 

Les mutations observées étaient des mutations synonymes, identifiées à la positions 469 

(cystéine  cystéine); 503 (lysine  lysine); 413 (proline  proline); 613 (glutamine  

glutamine); 478 (thréonine  thréonine) et 493 (tyrosine  tyrosine). 
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4.1 Les échantillons de J0 à J3 

Suivant le calendrier de révaluation clinique nous avons analysé 265 échantillons de J0 

à J3 des extraits de souches de P. falciparum. 

 

 

 

Figure 10. Répartition des échantillons en fonction du profil muté et sauvage du gène 

PfK13 

Le profil muté représentait 3,4 % (9/265) et le profil sauvage représentait 96,6 % (256/265) 

des échantillons (figure 10). 

 

Tableau VII : Répartition des échantillons en fonction des mutations identifiées sur le gène 

PfK13 

Mutation identifiée sur le gène PfK13 jours 0 à 3 Effectif Pourcentage 

C469C 2 0,8 

K503K 1 0,4 

P413P 1 0,4 

Q613Q 1 0,4 

T478T 1 0,4 

Y493Y 3 1,1 

WT (sauvage) 256 96,6 

Total 265 100 

 

La mutation Y493Y était la plus représentée avec une fréquence de 1,1 % (3/265), suivi de la 

mutation C469C soit 0,8 % (2/265). 

          Muté 

 

          Sauvage 

 

96,6 % 

 

3,4 % 

n = 265 



 

 

 

41 

Tableau VIII : Répartition des mutations en fonction des sites de l'étude 

Mutation jours 0 à 3 Site Total 

Dioro Sélingué 

C469C 0 2 2 

K503K 0 1 1 

P413P 1 0 1 

Q613Q 0 1 1 

T478T 0 1 1 

Y493Y 0 3 3 

WT (sauvage) 11 245 256 

Total 12 253 265 

 

Les mutations observées représentaient respectivement :  

8,3 % (1/12)= la mutation P413P observée à Dioro,  

3,1 % (8/253)=les mutations C469C+K503K+Q613Q+T478T+Y493Y étaient observées à 

Sélingué. 

 

Tableau IX : Répartition des mutations en fonction du temps de clairance parasitaire  

Mutation jours 0 à 3 

  

Temps de clairance parasitaire Total 

  
24 heures 48 heures 72 heures 

C469C 1 1 0 2 

K503K 1 0 0 1 

P413P 0 1 0 1 

Q613Q 0 1 0 1 

T478T 0 1 0 1 

Y493Y 0 1 1 2 

WT (sauvage) 96 116 17 229 

Total 98 121 18 237 

 

 

Pearson chi2 (12) = 10.0797   P = 0.609 

Seule la mutation Y493Y était associée à un retard de clairance parasitaire soit 0,42 % 

(1/237). Les mutations C469C, P413P, Q613Q, T478T, Y493Y étaient associées à un temps 

de clairance parasitaire de 48 heures, elles représentaient 2,11 % (5/237) cas. 
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Le temps de clairance parasitaire après l’administration des antipaludiques entre 24 

heures et 72 heures. 

Pour chaque combinaison administrée, nous avons estimé la moyenne nécessaire pour la 

clairance des parasites sur 72 heures (à partir du temps d’administration). 
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Figure 11. Courbe de Kaplan-Meier pour le TCP des participants avec une goutte 

épaisse positive après le traitement avec AA versus AL. 

La clairance parasitaire avec le bras AA était comparable au bras AL, Hazard Ratio = 1,519 

IC 95 % (0,9596 à 2,404), p = 0,0745. En 24 heures environ 54.08 % (53/98) des parasites 

étaient éliminés avec AA contre 45,92 % (45/98) avec AL. En 48 heures, près de 42,15 % 

(51/121) des parasites étaient éliminés avec AA contre 57,85 % (70/121) avec AL. En 72 

heures, les proportions d’élimination des parasites étaient respectivement de 38,89 % (7/18) 

avec AA et 61,11 % avec la molécule AL. La différence n’était pas statistiquement 

significativement significative, p = 0,166 (figure 11). 
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Tableau X : Répartition des mutations en fonction du temps de clairance de la fièvre  

 

Mutation Jours 0 à 3 

  

Temps de clairance de la fièvre Total 

   0 heure 24 heures 48 heures 72 heures 

C469C 1 1 0 0 2 

K503K 0 1 0 0 1 

P413P 1 0 0 0 1 

Q613Q 0 0 1 0 1 

T478T 1 0 0 0 1 

Y493Y 1 1 0 0 2 

WT (sauvage) 113 103 18 3 237 

Total 117 106 19 3 245 

 

 

Pearson chi2 (18) = 15.8129   P = 0.606 

47,75 % (117/245) des patients n’avaient pas fait d’épisode de fièvre, par ailleurs aucune 

mutation n’étaient associées à un retard de clairance de la fièvre. 

La mutation Q613Q était associée à un temps de clairance la fièvre de 48 heures. 
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Le temps de clairance de la fièvre après l’administration des antipaludiques entre 24 

heures et 72 heures. 

Pour chaque combinaison administrée, nous avons estimé la moyenne nécessaire pour la 

clairance de la fièvre sur 72 heures (à partir du temps d’administration). 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 12. Courbe de Kaplan-Meir pour le TCF des participants après le traitement 

avec la combinaison Al et AA.  

Parmi les 245 participants évalués pour la fièvre, 47,76 % (117/245), n’ont pas fait d’épisode 

de fièvre au cours de leur traitement.  Ce taux était de 48,72 % (57/117) et 51,28 % (60/117) 

respectivement dans le bras AL et AA (p = 0,054).  

La médiane de la clairance de la fièvre était de 24 heures dans les 2 bras. La fièvre était 

rapidement plus éliminée avec AA qu’avec AL. En 24 heures, plus de 54,72 % (58/106) 

n’avait plus de fièvre da le bras AA contre 45,28 % (48/106) dans le bras AL (p = 0,012). 

Après 48 heures, la différence du temps de clairance de la fièvre était remarquable 78,95 % 

(4/19) avec AL contre 21,05 % (15/19) dans le bras AA (chi2 = 5,82; p = 0,015). Le temps de 

clairance de la fièvre variait significativement entre 24, 48 et 72 heures (p = 0,012).  

Seuls 3 participants avaient fait la clairance en 72 heures dont 1 en AA et 2 en AL         

(figure 12).  
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4.2 Les échantillons de J7 à J42  

Tableau XI : Répartitions des mutations en fonction des sites de l'étude   

Mutation jours 7 à 42 Site Total 

Dioro Sélingué 

Q613Q 0 1 1 

WT (sauvage) 10 18 28 

Total 10 19 29 

 

La mutation Q613Q était associée à une recrudescence parasitaire de P. falciparum. 

 

Tableau XII : Répartition des mutations en fonction de la molécule administrée  

Mutation jours 7 à 42 AA AL Total 

Q613Q 0 1 1 

WT (sauvage) 8 20 28 

Total 8 21 29 

 

AL : Artémether-Luméfanthrine; AA : Artésunate-Amodiaquine. 

La combinaison artémether-luméfantrine était associée à la mutation Q613Q du gène PfK13. 

Cette mutation n’était pas associée à un retard de clairance parasitaire. 
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4.3 Les échantillons de J0 à J42  

294- 265= 29; 29 corresponds aux échantillons de recrudescences.  

Un total de 294 échantillons dont la qualité de l’ADN était suffisante pour l’analyse a été 

amplifié, parmi lesquels se trouvaient 29 échantillons de recrudescence. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 13. Répartition des échantillons en fonction des sites de l'étude 

92,5 % (272/294) des échantillons analysés étaient en provenance de Sélingué et 7,5 % 

(22/294) des échantillons provenaient de Dioro sur un total de 294 échantillons (figure 13). 

 

 

Tableau XIII : Répartition des mutations en fonction des sites de l'étude 

Mutation en général Site Total 

Dioro Sélingué 

C469C 0 2 2 

K503K 0 1 1 

P413P 1 0 1 

Q613Q 0 2 2 

T478T 0 1 1 

Y493Y 0 3 3 

WT (sauvage) 21 263 284 

Total 22 272 294 

 

Sur l’ensemble des échantillons traités, les mutations observées représentaient 3,4 % 

(10/294), soient respectivement : 0,34 % (1/294) et 3,06 % (9/294) à Dioro et Sélingué. 

92,5 % 

  

         Dioro 

 

         Sélingué 

7,5 % 

n = 294 
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Tableau XIV : Répartition des mutations en fonction des mutations signalées par l’OMS 

Mutation  Non signalée par l'OMS Signalée par l'OMS Total 

C469C 2 0 2 

K503K 1 0 1 

P413P 1 0 1 

Q613Q 1 0 1 

T478T 1 0 1 

Y493Y 3 0 3 

Total 9 0 9 

 

Toutes les mutations observées sur le gène PfK13 à Dioro et Sélingué ne faisaient pas parties 

des mutations signalées par l’OMS. 
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5.  COMMENTAIRES ET DISCUSSION 

 

Les échantillons ont été collectés dans les deux sites d’études suivant une période de 

suivi, qui va du jour ou le malade reçoit sa première dose de médicament appelé jour 0 et les 

périodes de réévaluations cliniques qui ont été effectuer aux jours 1, 2, 3, 7, 14, 21, 28 et 42. 

Au total nous avons sélectionnés pour cette étude 410 échantillons en provenance de Dioro et 

Sélingué. Ce nombre était en rapport avec les échantillons disponibles au LBMA au moment 

de la sélection des échantillons. Sur les 410 échantillons sélectionnés, 116 n’ont pas été 

amplifiés à cause de la faible quantité de l’ADN pour l’analyse. La majorité des échantillons 

de l'étude qui ont été analysé provenait de Sélingué (272 échantillons de Sélingué et 22 

échantillons de Dioro). Aussi, les données relatives à la parasitemie et la température 

corporelle des échantillons de J0 à J3 de certains participants à l’étude, ne nous étaient pas 

disponible au moment de l’analyse des données.  

 

La méthode de Sanger a été utilisée dans la recherche des mutations sur le gène PfK13. 

C’est une méthode qui reste largement appliquée comme principale méthode de validation de 

la présence des variants [90]. Après analyse des séquences du gène PfK13, six (6) mutations 

synonymes a été identifiée; soit une prévalence globale de 3,4 % (0,34 % des mutations 

identifiées étaient de Dioro et 3,06 % des mutations identifiées étaient de Sélingué) ce qui 

indique une diversité génétique plus élévée à Sélingué. Les mutations observées étaient 

respectivement C469C; K503K; P413P; Q613Q; T478T et Y493Y. Des mutations similaires 

ont été observées par Edwin Kamau et al. en 2015, au cour de leur étude sur le 

polymorphisme de PfK13 sur les échantillons en provenance de 12 pays de l’Afrique 

subsahariennes : la mutation C469C (Ghana), la mutation T478T (Côte d'Ivoire, Kenya), la 

mutation Y493Y (République Démocratique du Congo, Ghana, Tanzanie) [9]. Dans cette 

même étude, au Mali, c’est la mutation A578S avec une prévalence de 1,1 % qui a été 

observée [9] et que nous n’avons pas retrouvé dans notre étude. Cette mutation a été signalée 

par Bjorkman et al. à Bougoula-Hameau et Bandiagara un autre site du Mali [29]; et par 

d’autres études faites par Conrad et al. en Ouganda en 2006 et Muwanguzi et al. au Kenya en 

2009 [91][92].  

 

Les mutations de types sauvages étaient prédominantes et la mutation synonyme 

Y493Y avec une fréquence de 1,1 % étaient la plus représentée. Cette mutation (Y493Y)     
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soit 0,42 % cas était associée à un retard de clairance parasitaire. Cependant, elle ne faisait 

pas partie des échantillons ayant une recrudescence parasitaire. Seule la mutation Q613Q 

retrouvé sur un échantillon traité avec la combinaison AL était associée à une recrudescence 

parasitaire. Nous n’avons pas trouvé d’association entre la mutation Q613Q et le retard de 

clairance parasitaire.  Une étude faite par Miotto et al. en 2013, ont suggéré que la résistance à 

l’artémisinine est peut-être due à une action combinée des mutations sur l’hélice K13 ajouté 

par d’autres facteurs génétiques ou non génétiques [93].  

Nous notons deux faits marquants, le premier est relatif à la présence de la mutation 

ponctuelle Y493Y associée à un retard de clairance parasitaire, le patient n’arrive pas à 

éliminer dans les 48 heures les parasites après la prise de AL. Ce qui a été expliqué par les 

auteurs, qui suggèrent que cette mutation signe l’éminence de l’apparition de la mutation 580 

qui est associée à la résistance en Asie du Sud-Est.   

 

Les mutations que nous avons identifiées sur le gène PfK13 à Dioro et Sélingué n’ont 

pas entrainé de changement d’acide aminé. Ces mutations sont classées comme silencieuses 

car elles n’ont quasiment pas d’impact significatif sur la fonction proteique de P. falciparum. 

Souleymane Dama et al. en 2017 avaient observés des mutations différentes à celle observées 

à Dioro et Sélingué, au cours de leur étude sur « la Réduction de la sensibilité in vitro de P. 

falciparum après un traitement oral artéméther-luméfantrine au Mali ». Ils ont identifié trois 

(3) mutations non synonymes (A522C; A578S et G638R) sur les échantillons collectés à 

Sotuba et à Kollé avant traitement [94]. Après traitement à AL, les trois mutations n'ont pas 

été observées [94].  

 

Les mutations C469C; K503K; P413P; Q613Q; T478T; Y493Y que nous avons 

observées dans cette étude étaient des mutations synonymes qui ne faisait  pas partie des 

marqueurs de résistance validés ou candidats/associés signalés par l'OMS [85]. Les origines 

de ces souches seront plutot asiatiques, il s’agit d’une perspectives d’évaluer la sensibilité/ 

resistance de ces souches in vitro par la technique Ring Survival Assay [85]. 

 

Les résultats de cette étude montrent une multitude de mutation au niveau du domaine 

propeller Kelch 13 de P. falciparum dans les deux sites de l’étude (Dioro et Sélingué). La 

seconde remarque est liée à la mutation Q613Q associée à une recrudescence avec la 

combinaison AL. Une étude plus poussé pourrait élucidée cette relation.  
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6.  CONCLUSION ET RECOMMANDATIONS 

6.1 Conclusion 

La méthode de Sanger et l'analyse des séquences nous ont permis d'identifier six (6) 

mutations aux positions : 469; 503; 413; 613; 478 et 493 dans le domaine du gène propeller 

Kelch 13 avec une prévalence globale de 3,4 %. Seule la mutation Y493Y était associée à un 

retard de clairance parasitaire avec une fréquence de 0,42 %, par contre cette mutation n’a pas 

été observée sur les échantillons de recrudescences parasitaires. Seule la mutation Q613Q a 

été observée sur un échantillon de recrudescence parasitaires. 

Nous avons observée un polymorphisme sur le gène PfK13 et démontre une grande flexibilité 

de ce gène qui doit nous pousser à renforcer le monitorage de l’emergence de la resistance de 

P. falciparum aux dérivés de l’artémisinine. 

 

6.2 Recommandations 

Nous recommandons : 

 Au LBMA 

 de continuer les investigations sur les gènes responsables de la résistance à 

l'artémisinine et les médicaments antipaludiques partenaires; 

 de mener des études similaires en partenariat avec d’autres structures de recherche 

dans d'autres localités de forte endémicité palustre. 

 

 Au PNLP 

 de continuer à surveiller la prise correcte des CTA dans les différentes structures de 

santé; 

 de continuer à appuyer le LBMA dans le monitorage de l’émergence de la résistance 

des CTA à P. falciparum. 

 

 À l’USAID 

 de continuer à financer les études d’efficacités thérapeutiques au Mali en étendant 

l’étude à plusieurs sites. 
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8.  ANNEXES 

Annexe 1: Les codes génétiques standards  [95] 

 
 

 

Annexe 2 : Critères de classification des mutations de résistance à l’artémisinine selon 

l’OMS (PfKelch 13) [86] 

 

Classifications de mutation de résistance à l'artemisinine du gène K13 (OMS 2018) 

Validées Corrélée avec la clairance parasitaire retardée 

dans les études cliniques et validée par des 

données in vitro. 

Candidats/associées Corrélée avec une clairance parasitaire 

retardée mais n'a pas été validée par les 

données in vitro. 

Associées / (pas d'importance statistique) Variantes moins fréquentes associées à une 

clairance parasitaire retardée mais sans 

signification statistique en raison du faible 

nombre de cas. 

Pas associées Variantes fréquentes mais non-associées à 

une résistance clinique ou in vitro. 

Non classées par l’OMS Mutation non synonyme ou synonyme 

observée dans cette étude qui n'est pas 

incluse dans les classifications de l'OMS 
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Les mutations validées et candidats/associées signalées par l’OMS 

 

 

Les mutations de résistance validées et candidates associées à la résistance dans le domaine 

K13 BtB / PoZ et l'hélice [86]. 

 

 

Annexe 3 : Les procédures opératoires standardisées du séquençage réalisées au 

laboratoire 

 Les conditions de la PCR nichée 

Tableau XV : Composition du mélange réactionnel de la 1
ère

 réaction 

 

Réactifs Concentration initiale Pour 20,0 L de réaction Concentration finale 

ddH2O ------ 12,4 L --- 

HF Tampon 5X 4,0 L 1X 

1° Amorce allé 10 M 1,0 L 0,5 M 

1° Amorce retour 10 M 1,0 L 0,5 M 

DNTP 10mM 0,4 L 0,2 M 

HF Phusion Taq 5U/L 0,2 L 1U 

Matrice d’ADN ------ 1,0 L --- 

TOTAL  20,0 L  

Diluer le produit de PCR de la 1ère réaction au 1 :10. 
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Tableau XVI : Composition du mélange réactionnel de la 2
ème 

réaction 

 

Réactifs Concentration initiale Pour 20,0 L de réaction Concentration finale 

ddH2O --- 12,4 L --- 

HF Tampon 5X 4,0 L 1X 

1° Amorce allé 10 M 1,0 L 0,5 M 

1° Amorce retour 10 M 1,0 L 0,5 M 

DNTP 10mM 0,4 L 0,2 M 

HF Phusion Taq 5U/L 0,2 L 1U 

Diluat (1 :10)1°RxN --- 1,0 L --- 

TOTAL  20,0 L  

 

 

 

 Les conditions du cycle de la PCR nichée 

   1ère Réaction                                                                    2e réaction 

  

 

 

 

 

 

 

 

Le produit de PCR de la deuxième réaction contient des fragments d’ADN amplifiés de la 

séquence du gène PfK13. 

NB : En cas de besoin, le protocole peut être stoppé à ce niveau et garder l’amplicon entre   

2-8 ºC pour une semaine. 

 

 Le lavage avec ExoSAP (Purification de l’amplicon) 
 

          Cette étape a pour objectif le nettoyage enzymatique des produits de PCR permettant 

l’élimination de l’ADN simple brin, les dNTP et les amorces non incorporés rester en fin 

PCR.  

 

98 °C   2 : 00 min 

98 °C   0 : 10 min 

48 °C   0 : 30 min         30X 

68 °C   2 : 30 min 

    68 °C   10: 30 min 

  4 °C     ∞ 

 

98 °C   2 : 00 min 

98 °C   0 : 10 min 

54 °C   0 : 30 min           30X 

68 °C   2 : 30 min 

     68 °C  10: 00 min 

  4 °C     ∞ 
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Tableau XVII : Mélange réactionnel d'ExoSAP 

 

Réactifs Volumes 

Exonuclease I 2,5 L 

TSAP 3,0 L 

DdH20 494,5 L 

TOTAL 500,0 L 

 
 

 Purification de l’amplicon étape par étape : 
 

 Préparer le mélange réactionnel selon le schéma précédent; 
 

 ajouter 5 µL du mélange à chaque échantillon de 20 µL de la deuxième réaction; 
 

 placer les tubes dans le thermocycleur puis lancer le cycle de purification 

comme illustré ci-dessous.  

Les conditions du cycle de purification par ExoSAP 

 

 

 

 

 

  

 Le cycle de séquençage 

 

Cette étape doit être lancée dans une plaque de 96 puits. 

 

Tableau XVIII : Composition du mélange réactionnel du séquençage 

Réactifs Pour 10,0 L de réaction 

DdH2O 5,5 L 

Big dye Buffer 2,0 L 

Big Dye 1,0 L 

2º For ou Rev 0,5 L 

Diluat (1 :5) 2ºRxN 1,0 L 

TOTAL 10,0 L 

 

       37 °C    25 : 00 min 

       80 °C    20 : 00 min    1X 

         4 °C     ∞ 
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Les conditions des cycles de séquençage 

 

 

 
 

 
 

 

 

 

 

NB : En cas de besoin, le protocole peut être stoppé à ce niveau et garder l’amplicon entre 

2-8 ºC pour une semaine. 

 
 
 

 La précipitation  

Il faut disposer de :  

 

 EDTA 0,125M pH= 8,0 
 

 Sodium Acetate 3M pH= 5,2 
 

 Ethanol 70 % et 100 % tous froids 
 

 HiDi Formamide congelé 
 

 Kimwipes 
 

 Seal pour fermer les plaques 
 

 Centrifugeuses avec portoirs de plaques 

 

 

 La procédure de précipitation 

 

1. Ajouter 2,0 µL d’EDTA 0,125M pH= 8 dans chaque puits de la plaque contenant un 

échantillon; 

2. ajouter 2,0 µL de sodium acétate pH= 5,2 dans chaque puits; 

3. ajouter 30,0 µL d’éthanol 100 % froid dans chaque puits de la plaque contenant u n  

échantillon puis mélanger avec la pipette; 

4. couvrir la plaque de seal et l’incuber à la température ambiante pendant 15-20 

minutes; 

5. centrifuger à 3200 rpm pendant 30 minutes à la température de 20,0 ºC; 

6. enlever le seal et couvrir la plaque de kimwipes puis l’inverser, ensuite centrifuger à 

96 °C   1 : 00 min 

96 °C   0 : 10 min 

50 °C   0 : 05 min         25X 

60 °C   4 : 00 min 

  4 °C   ∞ 
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1000 rpm pendant 5 minutes; 

7. ajouter 30,0 µL d’éthanol 70 % froid dans chaque puits de la plaque contenant un 

échantillon puis mélanger avec la pipette; 

8. couvrir la plaque de seal, puis centrifuger a 3200 rpm pendant 15 minutes; 

9. enlever le seal et couvrir la plaque de kimwipes puis l’inverser, ensuite centrifuger à 

1000 rpm pendant 5 minutes; 

10. laisser sécher la plaque dans la température ambiante pendant 30 minutes à 1 heure; 

11. ajouter 10,0 µL de HiDi Formamide dans chaque puits de la plaque, couvrir la 

plaque et passer au séquençage proprement dit. Pour les puits qui ne contiennent 

pas d’échantillon, on peut mettre de l’eau distillée. 
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Auteur : Béatrice TOGO 

Tel : (00223) 76 82 39 96                         E-mail : togobea6@gmail.com 
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 Résumé en français 

L’émergence de la résistance à l’artémisinine est une préoccupation dans les progrès 

de lutte contre le paludisme dans le monde et une réelle menace pour les régions 

d’Afrique endémique palustre. Nous avons fait une étude rétrospective de novembre 2017 

à août 2019 sur les échantillons de Dioro et Sélingué qui sont situés respectivement dans 

les régions de Ségou et Sikasso, au Mali, afin d’étudier la prévalence des mutations dans 

le domaine propeller Kelch 13 de Plasmodium falciparum. Dioro et Sélingué sont des 

localités où la transmission du paludisme est favorisée par la présence de barrage et des 

aménagements hydro-agricoles.  

 

Les prélèvements de sang sur papiers confettis ont servi à faire l’extraction de l’ADN 

de Plasmodium falciparum à partir du kit Qiagen conformément aux indications du 

fabricant. Les extraits d’ADN de 294 échantillons ont permis le génotypage par la 

méthode de Sanger. Après l’analyse des séquences, 6 mutations synonymes ont été 

identifiées avec une prévalence de 3,4 %. La mutation Y493Y avec une fréquence de    

0,42 %, était la seule mutation associée à un retard de clairance parasitaire.  

Les résultats de l’étude ont montré un polymorphisme sur le gène PfK13 et démontre 

une grande flexibilité de ce gène qui doit nous pousser à renforcer le monitorage de 

l’émergence de la résistance de Plasmodium falciparum aux dérivés de l’artémisinine. 

Mots clés : Prévalence; mutations; Plasmodium falciparum; PfK13; clairance parasitaire. 
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Abstract 
 

The emergence of artemisinin resistance is a concern in progress in the fight against 

malaria worldwide and a real threat to regions of malaria-endemic Africa. We carried out a 

retrospective study from November 2017 to August 2019 on the samples of Dioro and 

Selingue, which are located respectively in the regions of Segou and Sikasso, in Mali, in order 

to study the prevalence of mutations in the propeller Kelch 13 gene in domain of Plasmodium 

falciparum. Dioro and Selingue are localities where the transmission of malaria is favored by 

the presence of dams and hydro-agricultural facilities. 

 

Blood samples from confetti were used to extract Plasmodium falciparum DNA from 

the Qiagen kit according to the manufacturer's directions. DNA extracts from 294 samples 

enabled genotyping by the Sanger method. After sequence analysis, 6 synonymous mutations 

were identified with a prevalence of 3.4 %. The Y493Y mutation with a frequency of 0.42 % 

was the only mutation associated with a delay in parasite clearance. 

           

The results of the study showed a polymorphism on the PfK13 gene and demonstrate a 

great flexibility of this gene, which should push us to strengthen the monitoring of the 

emergence of resistance of Plasmodium falciparum to artemisinin derivatives. 

 

Keywords : Prevalence; mutations; Plasmodium falciparum; PfK13; parasitic cleara. 
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