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I - INTRODUCTION

Le Paludisme ou Malaria est une parasitose due a des hématozoaires du genre Plasmodium. Cette
affection est essentiellement transmise a I’homme par la piqiire infestante d’un moustique femelle
du genre Anopheles. Cependant il existe d’autres voies de contamination telles que la voie
sanguine (transfusion sanguine) et foeto-maternelle (1 ; 2).

Quatre especes sont inféodées a I’homme : Plasmodium falciparum (P. falciparum), Plasmodium
malariae, Plasmodium ovale, Plasmodium vivax. Chez I'homme P. falciparum est le plus
redoutable et le plus intensément implanté en Afrique (3).

En ce 21°™ sigcle, le paludisme reste la plus importante des maladies parasitaires tropicales dans le
monde ; C’est une maladie fébrile, hémolysante qui constitue un probleme majeur de santé
publique. Deux milliards d’individus sont exposés au paludisme; Il est enregistré chaque année
pres de 500 millions de cas cliniques avec 3 millions de morts dont 90% surviennent en Afrique

noire subsaharienne chez les enfants de moins de 5 ans ( 4 ; 5).

Tous les efforts de I’Organisation Mondiale de la Santé (OMS ) pour controler ce fléau étaient
dirigés vers I’éradication du paludisme. L’efficacité et la bonne tolérance de la chloroquine
permettaient de prévenir facilement la maladie ; complétées par la lutte antivectorielle en zone
d’endémie, elles laissaient entrevoir la possible éradication du paludisme (6).

Cependant a partir des années 60, 1’avenir s’est assombri par la découverte des souches résistantes
de P. falciparum et d’ Anopheles respectivement aux antipaludiques et aux insecticides (7).

En 1968, 'OMS a du renoncer a ce programme d’éradication trop ambitieux et s’en tenir a des
projets plus limités de controle de la mortalité et de la morbidité. La chimiorésistance des souches
de Plasmodium falciparum a la chloroquine est un probleme ancien qui a évolué dans le temps et
dans I’espace (Figure 1).

Les premiers cas de résistance a la chloroquine ont été notés en Colombie, par Young et Moore. En
Afrique elle a été signalée pour la premiere fois en 1978 (8 3 9; 10 ).

Au Mali, les premiers cas furent signalés chez des expatriés frangais y ayant sé¢journés en 1987.
Plus tard, les premiers cas chez les autochtones ont été décrits en 1989 (11).

Au fil du temps, la chimiorésistance pose de sérieux problemes cliniques, thérapeutiques, sociaux

et économiques.
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Figure 1: Propagation de la chloroquinorésistance. ( Tom E. Wellems, NIH)
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Plusieurs méthodes et protocoles ont été élaborés afin de mesurer plus objectivement ce
phénomene de résistance : le test in vivo de ’OMS, les tests in vitro et les techniques moléculaires
(PCR) (12).

Les avancées scientifiques dans le domaine de la biologie moléculaire ont montré le role principal
de la protéine transmembranaire de la vacuole parasitophore du P. falciparum (PFCRT) dans la
résistance a la chloroquine (13, 14).

Cependant les taux de résistances de P. falciparum aux antipaludiques mesurés par les méthodes
in vitro et moléculaires sont plus élevés que les niveaux de chimiorésistances mesurés in vivo.
Ceci pourrait suggérer que des parasites résistants puissent étre éliminés in vivo par des facteurs
inconnus liés a I’héte (14, 15, 16).

La réponse immunitaire de 1’hdte joue un grand rdle dans la physiopathologie des maladies
infectieuses (17, 18). Décrite pour la premiere fois par Sergent et al. (1924), I'immunité anti-
plasmodiale modifie la présentation clinique de la maladie et laisse persister une infection
minimale. Cette protection est liée au niveau d’exposition de ces sujets aux piqlres de moustique
ainsi qu’a I’age (19, 20).La capacité d’éliminer des souches résistantes étant fortement liée a 1’age
de I’hote, I’'immunité partiellement acquise au fil du temps pourrait étre responsable de la clairance

de P. falciparum chloroquino-résistant (21, 22).

La pathogénie de I’infection palustre résulte des interactions entre le parasite et le systeéme de
défense de I’hote. 11 existe une tres grande variabilité de réponse a I’infection entre des individus
vivant dans les mémes zones d’endémie. Les cartes du génome humain établies récemment sur la
base de marqueurs polymorphiques sont un outil fondamental dans les études impliquant des
marqueurs génétiques (23, 24).

Le développement des méthodes de génétique épidémiologique utilisant les cartes génétiques, ainsi
que le nombre croissant de génes candidats, ont conduit a des avancées substantielles dans
I’identification des genes humains impliqués dans le paludisme. Les études dans ce domaine ont
progressé selon deux voies complémentaires, la recherche de genes influencant la survenue du
phénotype clinique “paludisme sévere” par des études cas-témoins et I’étude de la régulation
génétique de phénotypes biologiques (niveaux d’infection, réponse immunitaire) par des analyses
familiales.

Le role de facteurs génétiques régulant la sévérité de l’infection paludéenne et les niveaux

d’immunisation par certains antigénes parasitaires a ét€ démontré chez I’animal (25, 26).
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Les méthodes expérimentales étant inapplicables chez I’homme, c’est I’épidémiologie génétique
qui cherche a identifier et déterminer la nature et la part respective des facteurs génétiques et du
milieu (en particulier, les facteurs de contamination par 1’agent infectieux). L’épidémiologie
génétique se base sur 1’observation de concentrations familiales et/ou d’informations apportées par
les marqueurs génétiques (27, 28).

Ainsi la confirmation de I'implication de certains génes au cours des affections humaines telle que
le paludisme doit provenir d’études épidémiologiques approfondies sur certaines populations a

haut risque.

Ce travail se propose de caractériser les facteurs liés a I’hote qui pourraient étre responsables de la
clairance des parasites mutants. Il s’agira d’une part de mesurer 1’association entre 1’un des
marqueurs spécifiques de la réponse immunitaire (cytokines) et la capacité de I’hdte a éliminer des
parasites résistants ; et d’autre part de déterminer I’implication de certains polymorphismes au

niveau du génome humain dans la clairance des parasites ayant un génotype résistant.

L’identification de ces facteurs pourrait améliorer la compréhension des éveénements
immunologiques nécessaires au controle de I’infection a P. falciparum, précisera le role exact de
certains genes déja identifiés et montrera probablement I’existence d’autres génes encore non
identifiés.

L’impact de ces découvertes sur la compréhension de la pathogénie du paludisme et sur le

protocole des futures stratégies de prévention et de traitement sera considérable
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IT - OBJECTIFS DE L’ETUDE

OBJECTIF GENERAL

Etudier les facteurs immunologiques et génomiques de 1’hdte impliqués dans la clairance de P.

falciparum portant la mutation 76T du gene pfcrt.

OBJECTIFS SPECIFIQUES

1. Déterminer les taux de résistance parasitologique, d’échec thérapeutique et de résistance

moléculaire de P. falciparum a la chloroquine dans la population d’étude.

2. Mesurer la fréquence de la clairance des parasites ayant un génotype résistant dans la

population d’étude.
3. Comparer les taux sériques médians de I'IL-1f, I'IL-2, I'IL-4, I'IL-5, I'IL-6, I'TL-8, I'IL-
10, 'IL-12, 'IFN-y et du TNF-a entre les patients ayant pu éliminer les souches mutantes

de P. falciparum et ceux n’ayant pu le faire.

4. Comparer la fréquence de 2 a 5 SNPs sur les genes codants pour le TNF-o, IFN-y, IL-10,
IL-8, G6PD, ICAM-1, HBC, HBS, et IL-4 entre les patients ayant pu éliminer les souches

mutantes de P. falciparum et ceux n’ayant pu le faire.
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III - GENERALITES

III. 1 - LA REPONSE IMMUNITAIRE

Au cours d’une infection palustre, I’organisme humain réagit selon deux types de mécanismes
immunitaires :
¢ [’immunité naturelle ou résistance innée.
e L’immunité acquise qui est une réponse spécifique d’espece, de souches et de stade de
développement du parasite, impliquant la réponse humorale et cellulaire, et se développant

apres plusieurs expositions en zone d’endémie.

II1.1.1 - L’IMMUNITE NATURELLE

La résistance innée au paludisme se traduit chez I’homme par un état réfractaire au parasite des le
premier contact.

Les mécanismes qui déterminent cette résistance impliquent essentiellement les facteurs liés au
stade érythrocytaire et peuvent affecter 1’habilité du parasite a envahir les érythrocytes ou inhiber
son développement intra-érythrocytaire.

Cette résistance peut résulter soit de la présence chez I’homme d’une substance non propice au
développement du parasite ( hémoglobine anormale, déficit en G6PD), soit de 1’absence de
récepteurs impliqués dans la pénétration du parasite dans la cellule hote (ex. : Antigene Duffy)

(29).

L’invasion des érythrocytes par les mérozoites nécessite leur adhérence a la surface des
érythrocytes par I’intermédiaire des récepteurs ou des antigenes spécifiques. La déformation des
globules rouge lors de la pénétration du mérozoite est un important facteur de résistance innée. Les
principaux facteurs intra érythrocytaires de résistance innée chez ’homme sont d’origine génétique
et concernent les déficits enzymatiques, notamment le déficit en glucose-6-phosphate
déshydrogénase (G6PD), des modifications structurales de I’hémoglobine (hémoglobine S, C, E)
ou des déficits quantitatifs dans la synthese des chaines de I’hémoglobine (thalassémies) (30, 31,

32, 33).
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Les études cas témoins réalisées en Gambie et au Kenya ont montré que le polymorphisme G6PD-
A était associé a une réduction d’environ 50% du risque de développer un paludisme sévere chez
les femmes hétérozygotes et les hommes hémizygotes (34).

Une autre étude a confirmé Deffet protecteur de I’at” thalassémie a I’état homozygote chez des
enfants vivant en Papouasie Nouvelle Guinée, une région ou cette hémoglobinose touche 90 % de

la population (35).

II1.1.2 - L’IMMUNITE ACQUISE

Décrite pour la premiere fois par SERGENT et al. (1924), I'immunité anti-plasmodiale modifie la
présentation clinique de la maladie et laisse persister une infection minimale qui entretient une
semi-immunité ou prémunition.
Dans les zones d’endémies stables, les piqlres répétées d’anopheles permettent aux autochtones de
développer une prémunition contre I’infection a P. falciparum. L’installation de cette immunité est
d’autant plus précoce que la transmission est intense et stable et son maintien dépend de la durée
d’exposition.
L’immunité acquise se manifeste par deux types de réponses :

e Laréponse humorale (anticorps anti-plasmodiaux)

e La réponse cellulaire qui implique les monocytes, les lymphocytes T(CD4+ et CDS), les

polynucléaires.

Actuellement plusieurs mécanismes immunologiques ont été proposés dans les processus de
protection de I’hdte : La destruction des hématies infectées ou des mérozoites par le systeéme
ADCC, la phagocytose des hématies infectées ou des mérozoites libres par les monocytes et les
polynucléaires. Ce dernier mécanisme est majoré par ’action du TNF-q, IL-4 et de I'IFN-y (36).
La destruction des globules rouges parasités par P. falciparum en I’absence des anticorps peut aussi
se faire par les cellules tueuses (37). Cependant la contribution de ces différents mécanismes a
I’immunité antipalustre n’est pas encore bien comprise. Au cours de I’infection palustre, a chaque

stade du cycle de développement du parasite correspond une réponse immune spécifique (Figure

2).
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Figure 2: Résumé schématique des antigénes plasmodiaux ( Filip Dubovosky,creating a vaccine against malaria)
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I11.1.2.1 - La réponse immune dirigée contre les formes pré-érythrocytaires

Les anticorps dirigés contre les sporozoites sont capables d’altérer leur revétement de surface,
d’inhiber leur pénétration dans les hépatocytes ou de ralentir leur développement intra-

hépatocytaire.

I11.1.2.1.1 - Blocage de I’invasion des hépatocytes

Des travaux ont montré que les anticorps anti-TRAP (Thrombospondin Related Adhesion Protein)
inhibent in vitro I’invasion des hépatocytes par les sporozoites et que 1’antigene LSA-3 (liver stage
antigen-3) exprimés a la surface des sporozoites induit une réponse humorale spécifique (38).
Durant la phase hépatique, les parasites envahissent les hépatocytes et induisent la réponse a
médiation cellulaire et humorale. L’immunité & médiation cellulaire fait intervenir des cellules
effectrices qui agissent directement (lymphocytes T cytotoxiques) ou indirectement sur les formes
exo-érythrocytaires par production de substances cytolytiques (monoxyde d’azote) et de cytokine
(IFN-y, IL-1, IL-2, TNF-o) produites par les cellules T helper (Thl, Th2) et d’autre cellules (
Macrophages, NK etc...).

Apres I’invasion de I’hépatocyte, de nombreux sporozoites libérent les antigenes sporozoaires
(surtout la Circum Sporozoite Protéine: CSP) dans le cytoplasme des hépatocytes ; C’est
uniquement au cours de cette phase que les antigénes sont exposés pendant un long moment aux
anticorps secrétés par I’homme. A ce niveau les molécules d’antigénes sont réduites en peptides (
épitopes ) qui s’associent aux molécules HLA de classe I. Ces épitopes associés aux molécules
HLA de classe I sont exprimés a la surface des hépatocytes. Ce complexe est reconnu par les
récepteurs des lymphocytes T. Cette reconnaissance entraine une stimulation des cellules T qui

proliferent et produisent des cytokines (39).

I11.1.2.2 - La réponse immunitaire dirigée contre les formes érythrocytaires

Durant la phase érythrocytaire, les parasites se cachent dans les hématies. Les globules rouges
n’exprimant pas de molécule du Complexe Majeur d’Histocompatibilité, I'immunité cellulaire
interviendrait secondairement a ce stade. En effet cette derniere est basée sur la reconnaissance des
antigenes présentés aux lymphocytes T par I'intermédiaire des molécules du CMH. C’est donc
I’immunité humorale avec la production d’anticorps par les plasmocytes issus des lymphocytes B

qui serait la réponse appropriée.
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Celle-ci s’effectue principalement par des anticorps anti-plasmodiaux dirigés contre les mérozoites.
Ce sont des immunoglobulines G (Ig G) cytolytiques qui activent les fonctions effectrices
cytotoxiques et phagocytaires des neutrophiles et des monocytes (40). Aucan et al. (2000) ont
établi une corrélation entre la protection contre 1’infection palustre, le taux élevé d’Ig G2 et le taux
bas d’1gG4 (41).

L’infection plasmodiale implique aussi une production élevée d’immunoglobuline E (IgE). Le
complexe immun (IgE— Antigéne) est impliqué dans I’activation des monocytes qui produisent du

monoxyde d’azote, substance trés toxique pour les mérozoites.

Les travaux d’expérimentation sur le modele animal ont montré que 1’antigene AMA-1 (Apical
Mererozoite Antigen 1) induit une réponse immune de type humorale qui bloque la pénétration des
mérozoites dans les globules rouges. Les mémes travaux ont montré que les antigenes de surface

des mérozoites (MSP 1) sont tres immunogenes et induisent une réponse de type humorale (42).

Les cellules T impliquées dans la réponse immune du stade érythrocytaire sont essentiellement les
cellules CD4+. Des expériences sur le modele animal ont permis de définir le role des cellules Thl
et Th2 productrices de cytokines (IL-2, IFN-y, lymphotoxine, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 et IL-13)
(43, 44). Les cytokines participent a la pathogénie de I’infection palustre mais également a la

suppression de la réponse immunitaire (45).

II1.1.2.2.1 - Interleukine 1

Décrite pour la premiere fois par Gery et Waskman en 1971, I'IL-1 est surtout produite par les
macrophages mais aussi par d’autres cellules : LB, LT et cellules endothéliales. On distingue dans
la famille de I'IL-1 : IL-1a, 'IL-1P et I’IL-1ra (antagoniste du récepteur de I'TL-1) (46).

Ces trois protéines sont codées par des genes tres proches les unes des autres situés sur le
chromosome 2.

L’IL-1 est une cytokine pro-inflammatoire et ses effets sont assez semblables a ceux du TNF. Elle
favorise la production d’autres facteurs hématopoiétiques, notamment 1‘1L-6 (47).

Elle est impliquée dans la différentiation et la croissance des lymphocytes T et B et joue ainsi un

role important dans la régulation de la réponse immunitaire spécifique.
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II1.1.2.2.2 - Interleukine 2

Initialement appelé © Facteur de croissance des lymphocytes T “(TCGF), elle est 'une des
premieres interleukine a avoir été caractérisée. Elle appartient a la grande famille des
Hématopoiétines incluant I'IL-4 et I'IL-10.

Le gene codant pour I’'IL-2, situé sur le chromosome 4 (q26-q27), contient 4 exons qui codent pour
153 acides aminés (48, 49, 50, 51).

Le rdle principal de I’IL-2 sur les LT est d’accroitre I’activité des CD4 et des CD8. Elle exerce une
action autocrine sur les Thl et paracrine sur les Th2. L’IL-2 n’a aucune influence sur la balance
Th1/Th2. (Figure 3)

L’IL-2 est une cytokine pléitrope avec une action pro-inflammatoire sur le systéme immunitaire a

médiation cellulaire (NK, Monocytes) et humorale (LB et LT).

X

Autocrine > Lymphocytes CD4
N’

(IL-4, IL-5, IL6)

Paracrine :
v v
Monocytes
Cellules
Réponses cytotoxiques Réponse humorale

Figure 3: Activité immune de I’'IL-2 (Theze J, Alzari P and Bertoglio J (1996), Immunology Today 17: 481-486)
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II1.1.2.2.3 - Interleukine 4

Le gene de I'IL-4 est situé sur le chromosome 5 et code pour une protéine de 153 acides aminés.

L’IL-4 est essentiellement produite par les LT du type CD4 (Figure 3) et joue un grand rdle dans la
réponse cellulaire a médiation humorale. Elle augmente la croissance et la différentiation des LB
préalablement activés. Elle favorise ainsi la sécrétion d’immunoglobulines (IgE, I1gGl) et la

mobilisation des éosinophiles.

I11.1.2.2.4 - Interleukine 5 (eosinophil colony stimulating factor)

L’IL-5 est sécrétée par les LT CD4+ et certains mastocytes. Elle stimule la croissance, la
différenciation et I’activité des éosinophiles qui jouent un rdle important dans la lutte contre les
infections parasitaires.

Elle induit la prolifération des lymphocytes B et active les lymphocytes T cytotoxiques.

I11.1.2.2.5 - Interleukine 6 (hepatocyte stimulating factor » ou « B cell stimulating
factor)

L’IL-6 est une glycoprotéine sécrétée par les monocytes, les cellules endothéliales, les
lymphocytes T et B, les fibroblastes etc.

L’IL-6 est une cytokine pro-inflammatoire ; elle stimule la croissance et la différenciation des LB
et augmente la production des plaquettes. Elle provoque, par activation des hépatocytes, la
sécrétion des protéines de I'inflammation (le fibrinogeéne et la protéine C réactive) et elle joue un

role central dans les mécanismes de défense de 1'hote.

I11.1.2.2.6 - Interleukine 8 (neutrophil activating peptide)

L’IL-8 est un médiateur important de I’inflammation. Elle stimule la libération par les neutrophiles
de molécules pro-inflammatoires et a un effet bactéricide par activation de radicaux oxygénés. Elle

augmente l'activité des neutrophiles par chimiotactisme, et diminue 1'adhésion des neutrophiles.

II1.1.2.2.7 - Interleukine 10

Le gene de I’IL-10 est localisé sur le chromosome 1; Il est composé de 4 exons qui couvrent plus
de 5,1 kb du génome.

L’IL-10, cytokine anti-inflammatoire, est produite par plusieurs types de cellules: LT activé,
monocytes, LB, Kératinocytes, carcinome du colon, cellules du mélanome (52).

Comme plusieurs cytokines, I’IL-10 exerce une action pléitrope (53) :
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e Une interaction directe entre I'IL-10 et son récepteur situé sur le lymphocyte T, entraine
une suppression de la transcription du gene IL-2 et donc une suppression de la prolifération
des LT. En plus de ces effets sur les Th1, IL-10 inhibe la synthese de I'IFN-y par les CD8
sans pour autant affecter leur cytotoxicité (54).

e Les différentes études expérimentales ont montré que les macrophages et les monocytes
sont les premieres cibles de I'IL-10. Elle a un effet proéminent sur leur morphologie, leur
phénotype et aptitude a produire les cytokines. En effet, par la suppression de la production
de I'IL-12 par les monocytes, elle inhibe la production de I'IFN-y par les NK (55 ; 56).

e [’IL-10 inhibe la production du TNF alpha.

Contrairement a son action sur les monocytes, I'IL-10 agit en synergie avec IL-2 dans la

différenciation des LB (57, 58) et induit I’expression du CMHII sur les LB.

Des études ont montré une corrélation entre les taux sériques élevés d’IL-10 et la sévérité de
I’infection palustre a P. falciparum. (59, 60).
Par ailleurs, de récentes études ont montré qu’un faible taux d’IL-10 peut protéger contre 1’anémie

palustre (61).

I11.1.2.2.8 - Interleukine 12

Elle a été découverte entre 1986 et 1990, grace a son activité co-stimulante pour les LT et les NK,
par quatre groupes indépendants de chercheurs.

L' interleukine-12 est une cytokine hétérodimérique au large spectre d'activités biologiques. Son
role principal est de potentialiser 1'activité cytotoxique et de participer a la régulation de la
prolifération des lymphocytes T et des cellules NK. Elle induit la production de 1" interféron
gamma, et favorise la différenciation des cellules auxiliaires de type Th-1.

L'TL-12 intervient dans la phase précoce de la réponse immune contre les infections bactériennes et
parasitaires et joue ainsi un grand r6le dans la résistance naturelle et le développement de

I'immunité spécifique.

I11.1.2.2.9 - Tumor Necrosis Factor (TNF-o)

Le TNF-a est une cytokine pro-inflammatoire non glycosylée de 17 kilodaltons qui dérive d’une
molécule transmembranaire par clivage protéolytique. Durant I’infection, les macrophages
synthétisent de grandes quantités de TNF-o. Celui ci est également produit par les LT, LB, NK et

les mastocytes.
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L’ensemble formé par le TNF-o et son récepteur membranaire conduit a 1’apoptose, a la
prolifération et & I'expression d’un large spectre de gene. L’expression de ces genes assure la
production de cytokine, de facteurs de prolifération, de molécules d’adhésion cellulaire et de
protéines du complexe majeur d’histocompatibilité. Ce complexe renforce non seulement la

phagocytose, mais sert de médiateur dans la production de radicaux oxygénés et nitriques.

Il existe de nombreux indices pour penser que le TNF-a joue un role décisif dans la pathogenese de
I’acces pernicieux. Son role bénéfique ou délétere sur 1’évolution d’un acces palustre est fonction
de sa concentration (62, 63).

Au cours de I'acces palustre, I’activité de la multiplication du parasite entraine la production de
cette cytokine par les macrophages activés.

De faible taux du TNF-a sécrété confere une protection relative, tandis que des taux élevés peuvent
étre un facteur de mauvais pronostic au cours du neuropaludisme. Des études ont également permis
d’établir une association entre des taux sériques élevés de TNF-a et plusieurs criteres de gravité du
paludisme (hypoglycémie, fievre et hyperparasitémie) (64, 65).

Cette cytokine joue un rdle dans la production des lésions vasculaires et des nécroses

hémorragiques.

I11.1.2.2.10 - Interféron y

Cette cytokine a été décrite pour la premiere fois en 1965 par Wheelock et est essentiellement
produite par les cellules lymphoides. Les NK, LB, LT peuvent synthétiser I'IFN-y aprés une
stimulation adéquate.

Le gene de I'IFN-y est situé sur le chromosome 12. C’est une protéine de 143 acides aminés.

IFN-vy augmente la reconnaissance et la présentation de I’antigene au LT. Elle a un rdle régulateur
sur la production des immunoglobulines par les LB.

La production de I'IFN-y par les CD8 activés par les antigenes des formes pré-érythrocytaires
permet la protection de 1’hote contre 1’anémie palustre (66).

Des expériences sur le model animal suggerent que la clairance des parasites au cours de

I’ affection palustre simple nécessite une production précoce de I'IFN-y (67).
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I1II.1.3 - ROLE DE LA RATE

La rate joue un rdle crucial dans la protection contre I’infection palustre par 1’élimination des
globules rouge parasités.

Des études histologiques sur le modele animal et sur I’homme ont montré qu’elle est un important
site d’élimination des hématies parasitées au cours des infections aigués.

Les expériences de laboratoire ont montré que la rate est un important site de phagocytose et de
production d’anticorps au cours de I’infection plasmodiale.

Par ailleurs la phagocytose et I’hypertrophie splénique observées au cours de I'infection palustre

entrainent I’élimination des parasites et des débris de globules rouges de la circulation sanguine.

III. 2 - DIAGNOSTIC BIOLOGIQUE

Il s’agit d’un diagnostic d’urgence qui repose sur la mise en évidence du parasite. Les prélevements
sont réalisés par piqlire au vaccinostyle au bout du doigt apres désinfection usuelle et séchage.
» Le frottis mince : Il facilite le diagnostic d’espece et celui d’autres agents pathogenes. 11
permet également la détermination de la parasitémie.
» La goutte épaisse : Elle permet une concentration des parasites et la quantification de la
parasitémie avec une plus grande sensibilité.
» Les autres techniques de mise en évidence directe du Plasmodium ou d’antigenes
plasmodiaux :
= La concentration en tube capillaire et réalisation d’un frottis.
= [’utilisation de I’acridine d’orange et lecture au microscope a fluorescence QBC.
= L’utilisation d’anticorps monoclonaux : Parasight F®, Optimal® Test, Elisa

= L’utilisation d’outil moléculaire : PCR (Polymerase chain reaction)

III. 3 - TRAITEMENT ET PROPHYLAXIE

La prise en charge d’un cas de paludisme est une urgence. Toutefois, la décision thérapeutique
repose sur I’analyse clinique, le contexte épidémiologique et la confirmation biologique.

Les schémas thérapeutiques présentés dans le tableau I correspondent a ceux établis par le
Programme National de Lutte contre le Paludisme (PNLP). Ils tiennent compte du niveau de
chimiorésistance et de I’état de prémunition de la population.

La prophylaxie peut étre soit collective soit individuelle :
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» Collective : Elle comporte 2 cibles, la lutte contre 1’anophele adulte par 1’utilisation

d’insecticides et la suppression des gites larvaires par traitement mécanique, chimique ou

biologique.

» La prophylaxie individuelle générale repose sur la lutte contre la piqlre de l’insecte et

Iutilisation des moustiquaires imprégnées. La chimioprophylaxie est systématique pour les

femmes enceintes et les sujets.

Tableau I: Schéma thérapeutique établi au niveau national par le PNLP

Premiere intention : Deuxieme intention
Chloroguine : 10 mg/Kg/ voie Sulfdoxine-pyriméthamine :
ACCES SIMPLE orale les 2 premiers jours, puis 25mg/kg de sulfadoxine et
5 mg/Kg le troisieme jour. 1.25mg/kg de pyriméthamine en
prise unique par voie orale
Sels de quinine injectable a relayer par la voie orale a la dose de
ACCES GRAVE 24mg/kg par jour pendant 7 jours

( Sumaquine, Quinimax, Sulfate de quinine)

ITI. 4 - GENERALITE SUR LA RESISTANCE DU Plasmodium falciparum

AUX ANTIPALUDIQUES

Actuellement la chimiorésistance de Plasmodium falciparum aux antipaludiques est un phénomene

constaté sur tous les continents. Plusieurs études ont été menées pour expliquer le mécanisme de la

résistance. Comme chez les bactéries, les principaux mécanismes de la résistance pourraient étre

dus :

® A I'inactivation enzymatique ou a la dégradation du médicament (68).

e A une altération du site de fixation du médicament(68).

e A une inhibition de I’entrée du médicament (69).

e A une excrétion active du médicament.
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I11.4.1 - LA RESISTANCE AUX ANTIMETABOLITES

La pyriméthamine et le proguanil sont les seuls antipaludiques dont le mode d'action est
relativement bien connue (70).

Les geénes de la résistance du P. falciparum a la sulfadoxine (dhps) et a la pyriméthamine (dhfr)
sont situés respectivement sur le cinquieme et le quatrieme chromosome.

Les mutations ponctuelles en position 51, 59 et 108 sur le dhfr peuvent étre a 1’origine des cas de
résistances a la pyriméthamine observées in vitro (71, 72).

Les mutations ponctuelles en position 437 et 540 sur le dhps ont été associées a la résistance du P.
falciparum ala sulfadoxine (73).

Le role des mutations DHFR et DHPS dans la résistance de Plasmodium falciparum a la
pyriméthamine et a la sulfadoxine in vivo n’est pas encore établi avec certitude malgré les données
in vitro (74).

Cependant les cumuls de mutation dhfr et dhps sont déterminantes dans la survenue de la résistance

du P. falciparum a I’association sulfadoxine-pyriméthamine (75, 76).

I11.4.2 - LA RESISTANCE AUX AMINES ALCOOLS:

Le gene pfmdr (Plasmodium falciparum multi drug resistance) a été décrit comme intervenant dans
la résistance de Plasmodium falciparum a cette famille de médicament, notamment a 1’halofantrine

et a la méfloquine. Le mécanisme est peu élucidé (77, 78).
I11.4.3 - LA RESISTANCE AUX AMINO-4-QUINOLEINES

111.4.3.1 - La chloroquine : (diéthylamino-4' méthyl-1' butylamino)-4 chloro-7 quinoléine
C18H26CIN3

CHs3 CzHs
1
NH-CH-CH,-CH>-CH2-N
== C;Hs
/
Gl N

Figure 4: Structure de la chloroquine
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La chloroquine a été découverte par les chercheurs allemands en 1934 (Resorchin®) puis

développée en 1944 aux Etats-Unis (Nivaquine®, Aralen®) (79, 80).

Mécanisme d’action de la chloroquine : La chloroquine est une base capable de traverser
la membrane de 1’érythrocyte parasité. Elle s’accumule dans la vacuole digestive du
parasite en suivant le gradient de pH. A l'intérieur de cette vacuole, I’hémoglobine est
dégradée par les protéases pour fournir une alimentation en acides aminés au parasite.
Cette dégradation produit des groupements d’heme toxiques (hématine). Le parasite
détoxifie I’héme en polymérisant le dérivé en hémozoine. La chloroquine exerce son
activité antimalarique en formant un complexe avec I’héme toxique pour le parasite, lequel
inhibe sa séquestration en hémozoine. L heme libre est lytique pour la cellule. En tant que
base faible, elle agit en bloquant I’activité des lysosomes. La chloroquine inhibe également

I’ ADN polymérase des hématozoaires, et les protéases acides parasitaires (81, 82).

Pharmacocinétique : Aprés administration orale de la chloroquine, son absorption est
rapide et quasi complete (80%). Elle apparait dans le sang aprées 30 minutes. La
chloroquine se fixe aux protéines plasmatiques dans 50% des cas, a des protéines
tissulaires de nombreux tissus: foie, rein, rate, myocarde... Sa pénétration dans les hématies
normales est treés rapide, aboutissant a une concentration de 3 a 6 fois celle du plasma.
Cette derniere s’éleve considérablement dans les hématies parasitées par une souche
sensible, de I’ordre de 100 fois. Les hématies parasitées par une souche résistante sont en
revanche incapables de concentrer la chloroquine qui ressort de I’hématie. La chloroquine
est éliminée lentement. Une partie est éliminée dans les selles (10%), la majorité dans les
urines, dont 60% sous forme intacte et 30% sous forme métabolisée. Le principal
métabolite est la mono-deséthylchloroquine, active également sur les hématozoaires. La
demi-vie de la chloroquine est dose dépendante, de 3 jours apres une prise de 150 mg, 5

jours apres 600mg.

111.4.3.2 - La résistance a la chloroquine

La chloroquine est un des médicaments les plus utiles jamais développés. Les souches chloroquino-

résistantes de Plasmodium falciparum sont fréquentes dans certains sites, entrainant des échecs

thérapeutiques. Au cours des dix dernieres années, de nombreux génotypes associés a la résistance

de Plasmodium falciparum a la chloroquine ont été identifiés. Actuellement, c’est a partir de deux
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genes qu’on tente d’expliquer la chloroquino-résistance: Le pfindr et le pfcrt qui est la derniere

découverte.

I11.4.3.2.1 - Le gene pfmdr (Plasmodium falciparum Multidrug Résistance)

Des homologues du geéne mdr, responsables de la résistance multiple des cellules cancéreuses aux
médicaments anticancéreux ont été découverts chez P. falciparum et nommés pfimndrl et pfimdr2.
Les variations au niveau du gene pfindrl, situé sur le chromosome 5, ont été initialement
considérées dans la chloroquino-résistance (83, 84).

Cette protéine serait impliquée dans le transport trans-membranaire de la chloroquine et d’autres
molécules médicamenteuses (85).

Une mutation ponctuelle au niveau du Pfimdrl Asn-Tyr en position 86 peut contribuer a la
chloroquinorésistance (86).

Des études récentes effectuées in vivo au Mali, n’ont pas montré une forte corrélation de ces

variations de copies a la résistance (14).

I11.4.3.2.2 - Le gene cg2 (Candidate gene 2)

Situé sur le chromosome 7, le géne cg2 code pour une protéine transmembranaire localisée dans la
vacuole parasitophore et la membrane digestive (87).

Un polymorphisme de ce gene a été associé a la chloroquino-résistance dans certaines clones
africains et asiatiques de P. falciparum. Cependant des travaux supplémentaires ont démentis le

role de ce gene dans la chloroquino-résistance.

111.4.3.2.3 - Le pfcrt (Plasmodium falciparum chloroquine resistance transporter)

Plusieurs mutations ont été identifiées au niveau de ce gene. Cependant, FIDOCK et al ont trouvé
que la mutation en position 76 du gene pfcrt, présent sur le chromosome 7 de Plasmodium
falciparum, peut conférer la résistance a la chloroquine (88).

Une étude réalisée au Mali, adoptant le protolcole modifié de 'OMS 1996 a montré que les
patients présentant une infection palustre apres traitement a la chloroquine présentaient ce gene
(14). Ce résultat a été confirmé par une autre étude réalisée au Mali en 1999 (21). Cette étude a
permis de confirmer le rdle déterminant du geéne pfcrt K76T comme bon marqueur de

chloroquinorésistance
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IIL. 5 - EVALUATION DE LA CHIMIORESISTANCE

L’évaluation de la chimiorésistance a été standardisée par I’OMS pour I'espece P. falciparum. 11
s'agit des épreuves d’évaluation in vitro et in vivo. (Tests standardisés de I’OMS de 14 jours et de

28 jours)

ITIL.5.1 - TEST IN VITRO

Il consiste a mesurer 1’inhibition de la maturation en schizontes des parasites isolés chez un sujet,
en présence de doses croissantes d’un antipaludique donné.
On distingue :

e Tests optiques: Le micro-test OMS et le semi-microtest de Le Bras (89, 90).

e Tests isotopiques: Le microtest isotopique de Desjardins et le semi-microtest isotopique de
Le Bras et Deloron (91, 92).
e Test rapide de KROGSTAD (93).

e  Microtest de MARKII
e Test de MAKLER (94).

II1.5.2 - TESTS “IN VIVO”

Elle consiste a administrer, a un sujet porteur de Plasmodium falciparum, la dose ordinairement
recommandée de I’antipaludique a tester, et a contrdler la disparition des parasites du sang au bout
d’un temps donné. L’évaluation de I’efficacité des schémas thérapeutiques se fait directement avec

ces tests ( le test prolongé de 28 jours, le test standard de 14 jours)

I11.5.2.1 - Test standard de ’OMS . de 28 jours

Il consiste a administrer une dose de 25 mg de chloroquine base/kg poids corporel repartie en 3
jours chez un patient présentant une infection monospécifique a Plasmodium falciparum avec
contrdle de la parasitémie aux jours Jy, Jo , J3, J7, puis a Ji4, 2 Jo1, et a Jog. Le suivi se faisait pendant

28 jours.

I11.5.2.2 - Test standard de ’OMS . de 14 jours:

C’est le test actuellement admis pour 1’évaluation de la chimiosensibilité.
Le principe consiste a administrer chez un patient une dose de 25 mg de chloroquine base par

kilogramme de poids corporel repartie en 3 jours, soit 10 mg par kilogramme le premier jour, 10
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mg le deuxieme jour, et 5 mg le troisieme jour avec contrdle de la parasitémie a J3, J; et J;4. Le test
se réalise pendant une période de 14 jours

Il est applicable au Fansidar avec I’administration de 25mg de sulfadoxine et 1,125mg de
pyriméthamine en dose unique suivi de contrdle clinique a J1, J2, et de contrdle clinique et

parasitologique a J3, J7 et J14

III. 6 - GENETIQUE HUMAINE, SUSCEPTIBILITE ET RESISTANCE AU
PALUDISME

La pathogénie de 'infection palustre résulte des interactions entre le parasite et le systeme de
défense de I’hote. 11 existe une trées grande variabilité de réponse a I’infection palustre entre les
individus vivant dans les mémes zones d’endémie (95).

L’information apportée par les marqueurs génétiques sont les principaux outils de I’épidémiologie
génétique. Ces informations permettent de déterminer la part des facteurs génétiques et identifier la
nature de ces facteurs en cause (carte du génome humain, typage des Marqueurs génétiques).
L’avenement de I'immunogénétique moléculaire a ouvert une nouvelle ere dans la compréhension
des facteurs génétiques impliqués dans la susceptibilité ou la résistance au paludisme. Les
différentes stratégies adoptées sont essentiellement basées sur I’identification des genes et la
recherche des régions chromosomiques susceptibles d’étre impliquées dans le contrdle des
phénotypes cliniques et biologiques de I’infection palustre.

Dans le paludisme, les études d’épidémiologie génétique les plus nombreuses ont concerné la
recherche des facteurs génétiques impliqués dans les formes graves de I'infection a Plasmodium
falciparum (neuropaludisme, anémies séveres) (95).

Les premiers polymorphismes dont le role a été suggéré dans la survenue des paludismes séveres
sont les anomalies génétiques touchant les globules rouges (hémoglobinopathies, déficits
enzymatiques). En outre ceux qui sont liés a des anomalies génétiques du globule rouge, les
polymorphismes qui ont été les plus étudi€s dans la survenue des formes graves du paludisme sont
situés au niveau du complexe HLA -TNF du chromosome 6p21 (95).

Ces études concernaient surtout les travaux de Hill menés en Gambie sur le role protecteur d’un
antigéne de Classe I, HLA-B-53, dont la fréquence était plus basse parmi les cas de paludisme
sévere (15,7%) (96).

Des études de polymorphisme situé au niveau du promoteur du gene codant pour le TNF-a ont
montré que ce gene candidat est fortement associé avec la susceptibilité au neuropaludisme (97).

D’autres travaux dans le domaine de 1’épidémiologie génétique du paludisme ont mis I’accent sur
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I’étude de phénotypes biologiques reflétant soit les niveaux d’infection par le parasite, soit la
réponse immunitaire (taux d’anticorps ou de cytokines spécifiques ou non de certains antigenes).
C’est ainsi que les études menées au Cameroun et au Burkina Faso ont mis en évidence, puis
confirmé le role de la région 5¢31-¢33 dans le controle des niveaux d’infection par Plasmodium
falciparum (95).

Cette région contient plusieurs geénes codant pour des molécules immunologiques telles que
I’interleukine-4 et I’interleukine-12 qui sont impliquées dans la régulation de la balance des
lymphocytes T auxiliaires: Th1 et Th2.

Luoni G et al.(2001) ont montré que I’allele [L4-524T est fréquent chez la plupart des Peulhs
(75%) qui sont moins susceptibles au paludisme que les Mossi et les Rimaibé (98, 99). La présence
de cet allele est corrélée a une forte production d’anticorps dirigés contre les antigenes CSP et
Pf322.

Des travaux sur le polymorphisme du gene HLA classe I ont montré que 1’allele HLA-B53 associé
a Dlantigene LSA-3 induit une réponse a médiation cellulaire de type CTL (cytotoxic T
lymphocytes) (100).

D’autres études de polymorphisme ont montré que les porteurs de 1’allele HLA classe I H131
avaient une forte production d’immunoglobuline G2 anti-RESA (Ring Erythrocyte Surface

Antigen) qui est associée a la résistance contre 1’Infection palustre (101).
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IV - METHODOLOGIE

IV.1- LIEUX D’ETUDE :

Notre étude s’est déroulée simultanément a Kollé et a Bandiagara. L accessibilité géographique,
I’existence de données épidémiologiques antérieures, I’adhésion de la population aux études
antérieures et la présence de I’équipe du DEAP & Bandiagara et a Kollé étaient des facteurs

prometteurs pour le bon déroulement de cette étude.

IV.1.1 - KOLLE

Koll¢ est un village situé dans la savane Nord soudanienne du Mali au sud-ouest de Bamako, la
capitale. Il est distant de 57 Km de la capitale Bamako. Limité au sud par le fleuve Niger, il est
distant de ce dernier de 9 Km. (Figure 5)
La transmission du paludisme y est saisonniere avec une allure hyper-endémique sur une courte
saison, 3 a 4 mois. Le Taux d’inoculation entomologique durant la période de forte transmission
est de 5,2 piqlires infestantes par personne et par mois (22).
Le village est bati sur une plaine d’environ 5020 hectares avec des zones inondables et des zones
exondées.
Le climat est du type soudanien avec deux saisons distinctes au cours de 1'année:

e L’une pluvieuse du mois de mai au mois d’octobre avec un maximum de pluie en aofit et

septembre;
e [autre seche, allant du mois de novembre a celui d’avril. Cette derniére se subdivise a son
tour en période fraiche (novembre- janvier) et une période chaude (février- mai).

La population de Kollé est estimée a 2500 habitants environ (102).
Elle est principalement constituée de Malinkés qui cohabitent et tissent des liens étroits avec les
autres ethnies : Bambara, Peuhls, Sénoufo.
La population de Koll€ est essentiellement constituée de musulmans.
L’agriculture, I’élevage et le petit commerce représentent les principales activités économiques du
village.
Le village de Kollé dispose d’un magasin de stockage des céréales, un dispensaire actuellement

tenu par un aide soignant et une matrone, trois forages fonctionnels.
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Sur le plan éducatif, le village dispose d'un centre d'alphabétisation, d'une medersa, d’une école

primaire d'enseignement publique.

IV.1.2 - BANDIAGARA

La ville de Bandiagara est une commune rurale située dans la 5°™ région administrative du Mali,
en zone sahélienne. Elle va de I’isohyete 200 mm a I’isohyete 700 mm. Elle est située sur le plateau
Dogon et le relief est dominé par une grande table de gres. (Figure 5)

La transmission du paludisme y est saisonniere avec une allure hyper-endémique Le Taux
d’inoculation entomologique durant la période de forte transmission est de 4,0 piqlires infestantes
par personne et par mois (103).

Le climat est caractérisé par une courte saison des pluies allant du mois de juin/juillet au mois de
septembre, avec une pluviométrie de 400 a 700 mm d’eau par an. La ville est irriguée par le Yame,
affluent du fleuve Niger.

La végétation y est de type sahélien.

La ville de Bandiagara est peuplée de 12500 habitants (103).

Cette population est composée majoritairement de Dogons (environ 65%) suivi de Peuhls et
d’autres ethnies.

L’activité est essentiellement agropastorale et le tourisme y est aussi développé.

Sur le plan éducatif, la ville dispose de trois groupes scolaires, et d’un lycée.

Comme infrastructure sanitaire la ville dispose d’un centre de santé de cercle tenu par quatre
médecins, d’un Centre Régional de Médecine Traditionnelle (CRMT), et d’un centre de santé

communautaire dirigé par un infirmier d’état.

IV.2- TYPE ET PERIODE D’ETUDE

Nous avons réalisé une étude longitudinale prospective du mois d’aolit 2002 au mois de janvier

2003 a Kollé et Bandiagara.

IV.3 - POPULATION D’ETUDE

Notre étude a concerné tous les patients atteints de paludisme simple a P. falciparum et agés de 6 mois

et plus ayant consulté pendant la période de 1'étude.
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Figure 5: Sites d’études (Source: GIS/GPS MRTC)

METHODOLOGIE %



IV.4 - ECHANTILLONAGE ET TAILLE DE L’ECHANTILLON

Les résultats antérieurs a cette étude indiquent que la fréquence des polymorphismes que nous nous
proposions d’étudier variait entre 5 et 20% dans la population. La prévalence de pfcrt 76T était
estimée a 70% et le taux de clairance a 50% dans notre population. L’inclusion de 740 cas de
paludisme simple permettrait la détection d’un effet protecteur de 40% pour un polymorphisme
dont la prévalence est de 10% avec une puissance de 80% et un intervalle de confiance de 95%
(Epi-IFNo 6, CDC d’Atlanta). Pour tenir compte des perdus de vue, nous avons porté la taille de
notre échantillon a 800.

Pour la premiere année de la constitution de cet échantillon notre recrutement exhaustif a porté sur
I’ensemble de la population se présentant au dispensaire pour un acces palustre simple pendant la
période d'étude. Pour les analyses biologiques nous avons sélectionné les échantillons selon un

organigramme précis (Figure 6).

IV.4.1 - CRITERES D'INCLUSION

Les criteres d'inclusion étaient basés sur la définition stricte des cas a savoir:

e Etre résident de Kollé/ Bandiagara depuis au moins 6 mois,

e Avoir un age compris entre 6 mois et 70 ans

e Avoir des signes cliniques évocateurs d'un acces palustre simple (température axillaire non
corrigée comprise entre 37,5 °C et 39°C)

e Avoir une goutte épaisse positive monospécifique a P. falciparum avec une densité
parasitaire comprise entre 2000 et 100000 formes asexuées par millimetre cube de sang
avec possibilité de traitement par voie orale sans contre indication a la chloroquine.

e Ne pas avoir de signes de paludisme grave ou compliqué (incapacité de boire,
vomissements incoercibles, obnubilation, notion de convulsion récente, anémie sévere,
détresse respiratoire etc.)

e Avoir le consentement éclairé du sujet ou I'assentiment éclairé des parents.
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Figure 6: Schéma du processus d’échantillonnage
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IV4.2 - CRITERES DE NON - INCLUSION

Tous les sujets qui ne répondaient pas aux criteres d’inclusion ci-dessus mentionnés, les sujets

atteints de paludisme grave et les femmes enceintes ont été exclus de cette étude.

IV.5 - METHODES DE COLLECTE DES DONNEES

Les données ont été collectées dans les locaux du dispensaire de Kollé et au centre de santé
communautaire de Bandiagara par les équipes de recherche au moyen d’un dossier individuel
d’enquéte élaboré conformément aux objectifs de 1’étude (Cf. Annexe).

Le test in vivo de 14 jours de ’'OMS modifié a été utilisé pour évaluer les échecs thérapeutiques
(RCA, ETP et ETT) et les différents types de résistances parasitologiques (RI, RII et RIII).

Les données collectées ont été classées en trois types : renseignements généraux, cliniques et

biologiques.

IV.5.1 - RENSEIGNEMENTS GENERAUX

Les renseignements généraux recueillis au poste d’accueil par la technique d’interview directe,
portaient essentiellement sur les variables d’identification et les motifs de consultation (Cf.
Annexe). Ces données étaient ensuite consignées sur une feuille de papier par 'infirmier de

I’équipe.
IV.5.2 - DONNEES CLINIQUES ET TRAITEMENTS

Les données cliniques ont été recueillies au poste clinique par interview directe et par 1’examen
physique complet des sujets par le médecin généraliste de I’équipe de recherche.

Les principales variables cliniques mesurées étaient le poids corporel, la taille, la température
axillaire non corrigée, la splénomégalie selon la classification de Hackett, les fréquences cardiaque
et respiratoire, la coloration des conjonctives...

Tous les sujets inclus de 1’étude ont recu en traitement la chloroquine en raison de 10mg/kg poids
les deux premiers jours et 5 mg/kg le troisieme jour. Dans le but d’'une bonne observance du
traitement, tous les sujets ont été observés 30-60 minutes sur place apres administration du
traitement. Tous les sujets qui ont vomi pendant ce temps d’observation ont bénéficié du

renouvellement de leur dose de médicament. La fievre a été traitée avec un antipyrétique.
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IV.5.3 - DONNEES BIOLOGIQUES

Elles ont été collectées au poste de biologie a partir de prélevements directs de sang capillaire et de
sang veineux sur EDTA et tube sec par I'interne en pharmacie. Ces prélevements ont servi a la
confection de :

e Goutte épaisse et frottis mince

e Confettis

e Obtention du culot globulaire et du Sérum

e Mesure du taux d’hémoglobine.

IV.5.4 - DEROULEMENT DE L’ENQUETE

IV.5.4.1 - Calendrier des activités de base et suivi des sujets de I’étude :

Le premier jour du traitement étant JO, les sujets inclus étaient activement suivis les jours 3, 7 et
14.

En plus du suivi actif, ils ont également bénéficié d’un suivi passif du fait de la présence
permanente de 1’équipe de recherche sur place (visites imprévues dans le dossier individuel

d’enquéte (Cf. Annexe).

Tableau II: Calendrier des activités de base et suivi des sujets de 1'étude

EXAMENS |GOUTTE | . PRELEVEMENT
JOURS . HEMOGLOBINE | TRAITEMENT
CLINIQUES | EPAISSE VEINEUX
Jo X X X X X
J X X
J2 X X
J3 X X
J7 X X X X
J14 X X X X
Autres
X X X X
jours

METHODOLOGIE 29




IV.5.4.2 - Criteres de jugement de I’efficacité du traitement :

L’efficacité thérapeutique de la chloroquine sur P. falciparum a été appréciée en fonction de
I'évolution des symptomes, des signes cliniques et de la parasitémie apres le traitement pendant les
14 jours de suivi. La réponse clinique a été classifiée en réponse clinique satisfaisante (RCS), échec
thérapeutique précoce (ETP) ou en échec thérapeutique tardif (ETT). La réponse parasitologique,
elle a été classifiée en sensible, résistant de niveau RI, résistant de niveau RII et résistant de niveau
RIII (12).

Les cas de parasitémie et de signes cliniques persistants ont été évalués par le médecin de I’équipe
et traités a la sulfadoxine-pyriméthamine (Fansidar®) comprimée ou a la quinine injectable selon le

besoin.
IV.5.5 - TECHNIQUES DE LABORATOIRE

IV.5.5.1 - Examens parasitologiques

La recherche des hématozoaires du paludisme a été effectuée sur la goutte épaisse et le frottis
mince. La goutte épaisse a servi a déterminer la densité parasitaire (DP). Le frottis mince, il a été

utilisé pour déterminer I’espece plasmodiale

IV.5.5.2 - Examen hématologique

L’examen hématologique a surtout concerné la mesure du taux d’hémoglobine. Pour ce faire nous
avons utilisé un systeme d’Hémocue. Le sang est placé dans une microcuvette et un photometre
portable détermine 1’hémoglobine.
Ce systeme comporte des microcuvettes a usage unique qui contiennent trois réactifs sous forme
déshydratée qui convertissent I’hémoglobine en méthémoglobinazide (HiN3) :

Le désoxycholate de sodium hémolyse les cellules sanguines,

Le nitrite de sodium convertit I’hémoglobine (fer ferreux) en méthémoglobine (fer
ferrique),

L’azide de sodium convertit la méthémoglobine en méthémoglobinazide (HiN3).
Le sang total est placé dans la microcuvette par action capillaire et insérée dans le photometre de
I’Hémocue. La lumiere passe a travers I’échantillon et I’absorption de la méthémoglobinazide est
mesurée a deux longueurs d’ondes (570 nm et 880 nm) pour compenser de facon automatique la
turbidité (due a la lipidémie et la leucocytose). Les résultats sont fournis apres 45 a 60 secondes en

g/l sur la fenétre numérique.
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I1V.5.5.3 - Etudes de biologie moléculaire :

Les études moléculaires ont été faites dans les locaux de I’unité de biologie moléculaire (MEDRU) du
Département d’Epidémiologie des Affections Parasitaires (DEAP). Il s’agissait d’identifier les de
résistance de P. falciparum a la chloroquine en utilisant la PCR.

Le matériel biologique qui a servi a cette étude moléculaire €tait I’ ADN plasmodial extrait a partir
des confettis réalisés le jour de I’inclusion.

Le principe de cette technique moléculaire est d'utiliser de maniere répétitive 1'une des propriétés
des ADN polymérases, celle de pouvoir synthétiser un brin complémentaire d'ADN a partir d'une
amorce. Les acteurs de la PCR sont essentiellement 1'ADN, deux amorces sens et anti-sens, une
enzyme (la Taq Polymérase) et les 4 nucléotides : dGTP, dATP, dTTP, dCTP. La réaction
correspond a la succession d'un certain nombre de cycles comportant chacun 3 étapes : une
dénaturation, une hybridation et une élongation.

Les produits d'amplification sont ensuite soumis a une électrophorese sur gel d'agarose contenant

du Bromure d'Ethidium.

Pour la détermination du génotype nous avons utilisé la restriction enzymatique. Le principe de ce
type de PCR est de procéder a une premicre amplification de la portion du géne susceptible de
comporter la mutation K76T, puis a une seconde amplification afin d’obtenir des amplicons plus
petits et enfin on procede a une digestion enzymatique a I’aide d’une enzyme spécifique, Apo 1.
Une bonne réaction se traduit par la présence de bandes conformes a celle attendues. Il faut
observer la conformité de la taille du produit attendu ainsi que celle des témoins positifs. Il ne doit
pas y avoir de bande au niveau des témoins négatifs. L’enzyme ne coupe que les souches de
génotypes sensibles. Les bandes de la méme taille que le témoin sensible (100pb) correspondent
aux souches sensibles a la chloroquine. Par contre celles qui ont la méme taille que le témoin
résistant (134pb) correspondent aux souches résistantes a la chloroquine. Les bandes qui

apparaissent a la fois au niveau des deux témoins correspondent aux souches mixtes.
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La taille attendue pour les produits d’amplifications est de 537 pb pour la 1 amplification et de

134 pb pour la 2°.

IV.5.5.4 - Etude immunologique et génomique :

Le matériel biologique pour ces études €tait constitué :
e Des sera pour le dosage du taux sérique de IL-1p, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12,
du TNF-o et de I'IFN-y
e [’ADN humain extrait des monocytes du sang périphérique obtenu a I’aide d’un

prélevement veineux sur tube EDTA pour la détermination du polymorphisme.

IV.5.5.4.1 - Mode opératoire normalisé pour le prélevement veineux :
a - Principe :

Il consiste a prélever du sang veineux dans un tube sans et/ou avec anticoagulant
La quantité de sang prélevé est fonction de I’age du patient :

-5 ml pour les sujets agés de 6 mois a 5 ans.

-10 ml pour ceux agés de plus de 5 ans.
b - Matériel et réactifs :

Pour réaliser les prélevements veineux nous avons utilisé : Gants stériles, coton hydrophile,
Alcool a 70%, tubes sec 5 ml et 10 ml, tube EDTA 5 ml et 10 ml, seringue 5 ml et 10 ml,

aiguilles, épicraniens, portoirs, garrot.

¢ - Mode opératoire :

Attacher le garrot au-dessus du lieu de prélevement ;

e Désinfecter le lieu de prélevement avec un tampon d’alcool a 70% ;

e Inscrire le numéro d’identification du patient, la date et I’heure du prélevement sur les tubes
de prélevement ;

e Introduire avec précaution I’aiguille dans la veine et prélever le volume de sang nécessaire ;

e Apres le retrait de ’aiguille et déposer un coton sec sur le lieu de prélevement ;

e Repartir le sang dans les tubes ;

e Placer les prélevements sous une hotte.
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IV.5.5.4.2 - Mode opératoire normalise pour 1’obtention du sérum

a - Principe :

Il s’agit de prélever le surnageant obtenu apres centrifugation du sang prélever sur tube sec.

b - Matériel et réactifs :

Pour I’obtention du sérum nous avons utilisé: centrifugeuse, tubes Nunc, Congélateur,

Micropipettes, Embouts, Hotte, Boites de cryoconservation.

C -

Mode opératoire :

Centrifuger le prélevement veineux a 1500 tours/min pendant 5 min ;

Replacer le prélevement sous la hotte pour la séparation ;

Inscrire sur un tube Nunc le numéro d’identification du patient ainsi que la date et I’heure du
prélevement ;

Prélever a I’aide d’une micropipette le sérum ;

Répartir ce sérum dans le tube Nunc ;

Placer les tubes Nunc dans une boite de cryoconservation a conserver a —20°.

IV.5.5.4.3 - Mode opératoire normalise pour I’obtention du culot globulaire

a - Principe :

Il s’agit de prélever le culot globulaire obtenu apres centrifugation du sang prélevé sur tube EDTA.

b - Matériel et réactifs :

Pour I’obtention du culot globulaire nous avons utilisé: Centrifugeuse, tubes Nunc, tubes EDTA,

Micropipettes, Embouts, Boites de cryoconservation, congélateur.

C -

Mode opératoire :

Centrifuger le prélevement veineux a 1500 tours/min pendant 5 min ;

Replacer le prélevement sous la hotte pour la séparation ;

Inscrire sur deux tubes Nunc le numéro d’identification du patient ainsi que la date et ’heure
du prélevement. Un tube servira pour la récupération du plasma et le second pour le culot ;

A T'aide d’une micropipette prélever le plasma en évitant de toucher la fine couche de
monocyte situé au-dessus du culot globulaire ;

Répartir le plasma dans le tube Nunc destinés au plasma ;

Prélever a I’aide d’une micropipette le culot globulaire apres 1’avoir mélangé ;

Repartir le culot dans le tube Nunc destinés au culot ;
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e Placer les tubes Nunc dans une boite de cryoconservation puis conserver a —20°.

IV.5.5.4.4 - Dosage des différentes cytokines

Les différents dosages ont été effectués dans les locaux de 1'unité de recherche vaccinale sur le
paludisme MRTC/ DEAP.
Il s’agissait de déterminer le taux sérique de certaines cytokines dans les sera des porteurs de
souches de P. falciparum de génotype résistant. Ces dosages ont concerné les prélevements
effectués avant le traitement le jour de I’inclusion.
Nous avons utilisé la cytométrie de flux pour déterminer ces taux.
Les cytokines concernées sont : IL-1 B, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12, TNF-c, IFN-y.
Pour effectuer ces dosages nous avons utilisé deux types de Kit commercial de la firme BD
Pharmingen, dénommé Cytometric Bead Array ou « spectre de billes cytométriques » également
connu sous le nom d’analyse multiplexée de perles.
e Pour doser I'IL-8, IL-1B, IL-6 et IL-12p70, nous avons utilisé le kit destiné aux cytokines
Proinflammatoire
e Pour doser I'IL-2, IL-4, IL-5, IL-10, IFN-y et TNF-o, nous avons utilisé le kit destiné aux
cytokines TH1/TH2

Le principe du dosage est le méme pour les deux Kits avec un méme mode opératoire

Le CBA est une série de particules spectralement discrete qui peuvent étre employées pour capturer
et doser des analytes solubles. L’analyte est mesurée par détection avec la cytométrie de flux (104).
En 1998, BioErgonomics est I'une des premieres sociétés de biotechnologie a associer la
cytométrie en flux au dosage quantitatif de plusieurs cytokines simultanément dans le méme
échantillon : les MultiFlow ™.

La cytométrie de flux est une technique d’analyse et de tri de constituants de fonctionnalité
cellulaire, dans un systeme fluide trés fin sous pression. La vitesse d’analyse permet I’examen d’un
nombre important de cellules. Les particules en suspension sont guidées dans un fin capillaire,
jusqu'a I’extrémité d’une buse, ol elles vont traverser le faisceau d’un laser qui va exciter le ou les
fluorochromes présents. Chacun d’entre eux va €mettre une fluorescence qui sera séparée et
transformée en signal électrique. L intensité de la fluorescence est représenté sur des histogrammes
prédéfinis qui s’affichent sur I’écran du cytometre au fur et a mesure de 1’acquisitions des données.

Certains cytometres permettent en outre de collecter apres tri les cellules souhaitées.
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Utilisant la cytomérie de flux, le CBA est un ensemble de sondes fluorescentes composées
d’anticorps fluoro-marqués spécifiques a la molécule a doser. Le CBA est basé sur une technique

d’analyse en sandwich représentée sur le schéma suivant:

~ Bille marquée au PerCP

| Ac+PE =

i :
) P |
e £ ¢ |
; + = 3 SR " . o7 a4 ., |

Ac

WASH

d

vl

(it

Figure 7: Schéma de base d'analyse en sandwich pour le CBA

(http://www.bdbiosciences.com/pharmingen/products/display_product.php?keyID=9 )

Les principaux éléments du CBA sont :
e Billes de capture fluoro-marquées spécifiques pour la cytokine a doser : Dans les cas des
Kits de BD Pharmingen, il s’agit d’un mélange de 6 séries différentes de billes marquées

par le méme fluorochrome (PERCP). Chaque série de billes a une intensité propre pour ce
fluorochrome et est attachée a un anticorps spécifique dirigé contre une des cytokines a
doser.

e Le réactif de détection fluoro-marquées : qui est constitué par les anticorps dirigés contre
les cytokines a doser couplés a un autre fluorochrome la Phycoerythrine (PE).

e Un standard pour chaque cytokine permettant de déterminer les équations faisant la relation

entre les fluorescences mesurées et les concentrations sériques des cytokines.
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a - Mode opératoire :

Le dosage des différentes cytokines par la cytométrie de flux a partir des Kits se fait en plusieurs

étapes :

JOURO JO :MARQUAGE JOUR3 J3 : DOSAGE

1. PREPARATION DES STANDARDS ET

3. LAVAGE ET RESUSPENSION DES

DES ECHANTILLONS BILLES MARQUEES

| it

4. PREPARATION DES BILLES DE

2. MARQUAGE DES ECHANTILLONS ET CALIBRATION

STANDARD PAR LES BILLES DE CAPTURE
ET LE REACTIF DE DETECTION.. #

5. ACQUISITION DES DONNEES

N

ANALYSE DES RESULTATS

Figure 8: Les différentes étapes du dosage cytométrique

Chacun des Kits contient :

Un tube pour chacune des séries de billes de captures spécifiques aux cytokines

Un tube de billes pour le calibrage de 1’appareil ;

Un tube d’anticorps spécifiques fluoromarqués par du PE pour la réaction en sandwich ;
Un tube de control positif de détection du PE destiné aux des billes de calibrage ;

Un tube de control positif de détection du FITC destiné aux billes de calibrage ;

Un tube de standard lyophilisé des cytokines ;

Deux tubes de solution tampon pour le lavage ;

Deux tubes de solution diluante pour les différentes dilutions.

a.l - Dilution des standards :

Les standards sous forme de lyophilisat doivent étre reconstitués et dilués avant d’ajouter le

mélange des 6 billes de capture et du réactif de détection PE.

e Ajouter 0.2 ml de la solution de dilution pour obtenir un standard a 10X ;
e Agiter et laisser a la température ambiante pendant 15 min ;

e Inscrire sur 10 tubes de 12 x 75mm les différentes dilutions et les ranger dans 1’ordre

suivant : 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32, 1:64, 1:128, 1:256 et témoin négatif.
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e Ajouter 900 ul de la solution diluante dans le premier tube ;

e Ajouter 300 ul du diluant dans chacun des autres tubes ;

e Transférer 100 ul de la solution a 10X dans le premier tube a essai et mélanger;

e (Commencer la série de dilution en transférant 300 ul du premier tube dans le second
tube (1:2) et mélanger. Puis 300ul du tube 1:2 dans le tube 1:4 et ainsi de suite jusqu’au

tube 1:256.

e Le dernier tube ne contenant que la solution diluante servira de contrdle négatif.

a.2 - Mélange des billes de capture :

Les six billes de capture sont conditionnées dans des flacons individuels.

Il est indispensable de les additionner avant de les ajouter au réactif de détection PE, aux standards

ou aux échantillons.

Déterminer le nombre de tube d’essais (y compris les standards, les deux témoins positifs et
le contrdle négatif=18 tubes) ;

Meélanger vigoureusement chacun des flacons contenant les billes de capture ;

Prendre 8 ul par billes de capture et par échantillon a analyser ;

Me¢élanger vigoureusement la solution ainsi obtenue.

Le mélange de bille de capture pres pour le transférer dans les différents tubes test a raison de 40ul

/ tube.

a.3 - Marquage :

Etiqueter les tubes a essai en fonction des échantillons ;

Transférer 40 ul du mélange des billes de capture dans chacun des tubes a essais ;
Ajouter 40 ul du standard dilué dans le tube approprié;

Ajouter 40 ul de chaque échantillon a doser dans le tube a essai approprié;
Ajouter 40 ul du réactif de détection PE dans chaque tube et mélanger ;

Laisser incuber a 4 °C pendant 3 jours et a I’abri de la lumiere;

a.4 - Lavage :

Les échantillons colorés sont lavés trois jours apres l’incubation pour éliminer toutes les

substances excédentaires.

Ajouter Iml de solution tampon de lavage dans chacun des tubes et centrifuger a 1500 rpm/
min pendant 5 min;
Verser le surnageant;

Ajouter 300ul de la solution tampon de lavage pour resuspendre les billes de capture

METHODOLOGIE 37



a.5 - Préparation des billes de calibrage :

e Ajouter 40 ul des billes de calibrage dans 3 tubes a essais A, B et C
e Ajouter 40ul du FITC, contrdle positif de détection, dans le tube B
e Ajouter 40ul de PE, contrdle positif de détection, dans le tube C
e Laisser a la température ambiante pendant 30 min a I’abri de la lumiere les 3 tubes.
e Ajouter 400ul de la solution de lavage dans les tubes de contrdle positif B et C
e Ajouter 450ul de la solution de lavage dans le tube A
Utiliser les tubes A, B et C pour démarrer le dosage cytométrique

a.6 - Acquisition des données :

Elle se fait en passant les tubes marqués une a une dans le cytometre. Il s’agit dans un premier
temps de passer les tubes de calibrage pour délimiter les régions des histogrammes ou on s’attend a
avoir les intensités extrémes. Ensuite le passage des différentes dilutions des standards permettra
de recueillir les données pour le tracé ultérieur de la courbe de référence. Ce n’est qu’apres ces
étapes que les tubes contenant les échantillons seront passés au cytometre. Les données de cette
acquisition seront représentés sur les histogrammes de facon a ce que I’intensité en PerCP des
différentes séries de billes de capture figurent sur ’axe des ordonnées. L’intensit¢é en PE

représentée sur I’axe des abscisses correspond a la quantité de cytokine mesurée.
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Figure 9: Exemple d’histogrammes
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a.7 - Analyse des résultats

Nous I’avons fait sous le logiciel Excel 2000. Les valeurs obtenues en canal de fluorescence lors de
I’acquisitions des donnée sur le cytometre seront converties en pg/ml. La conversion comprend

plusieurs étapes :

1. Le tracée la courbe de référence de chacune des différentes cytokines a partir des

fluorescences émises par les standards :

IFN-gamma CBA1

g 25
< 20
8 15 -
S0
3 5
m 0 T T 1

0 500 1000 1500

concentration prédite (pg/ml)

Figure 10: Exemple de Courbe Standard (cas de 'TFN-7y)

2. Déterminer I’équation de la droite de régression

IFN-gamma CBA1
y = 0,0163x + 0,2097

[} 2_
g 30 R®=0,9994
§ 20 —@— Series
g 10 Linear (Series1)
2 0 T T 1
[T
0 500 1000 1500
concentration prédite
(pg/ml)

Figure 11: Exemple de courbe avec droite de régression (cas de I'IFN-Y)

3. Appliquer I’équation aux valeurs obtenues a partir du dosage des différents échantillons.

A partir des différentes courbes standards tracés, on détermine I’intervalle de sensibilité du test.
Toutes fluorescences convertis en pg/ml devrons étre comprise entre ces deux valeurs.
Lorsque la valeur de la fluorescence convertie en pg/ml est supérieure a la concentration maximale,

le résultat n’est pas interprétable. L’échantillon devra étre dilué et dosé de nouveau.
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Cependant lorsque la valeur est inférieure au seuil minimal de détection, elle est ramenée a la

concentration minimale.

IV.5.5.4.5 - L’étude génomique :

L’étude génomique a été réalisée dans les locaux du Wellcome Trust Center de 1’Université
d’Oxford en Angleterre. Cette étude comprend:

1. Une extraction de I’ ADN génomique

2. Une quantification et dilution de I’ADN

3. La détermination du polymorphisme par le SEQUENOM

4. L’analyse et interprétation des données
a - Mode opératoire normalisé pour ’extraction de ’ADN :
Il consiste a extraire I’ADN contenu dans le culot globulaire obtenu du prélevement veineux du
patient.
L’extraction n’a été réalisée que sur des échantillons pour lesquelles la PCR a montré la présence
de souche de Plasmodium falciparum mutant a pfct.
Pour réaliser cette extraction nous avons utilisé Kit d’extraction Nucleon BACC2 DNA extraction
Kit (#RPN-8501, Amersham Pharmacia biotech, Buckinghamshire, UK Limited) conformément

aux recommandations du fabriquant.

b - Mode opératoire normalisé pour la quantification et la dilution de ’ADN :

b.1 - Quantification

Il s’agit de déterminer la concentration de I’ADN contenu dans les différents tubes d’ADN apres
extraction par le « Nucleon BACC2 DNA extraction Kit ». Pour effectuer cette quantification nous
avons utilisé un Kit de dosage, Picogreen R dsDNA Quantitation Kit *200-2000 assays
conformément aux recommandations du fabriquant.

Le réactif Picogreen R dsDNA, est une substance fluorescente ultra sensible qui se fixe aux brins

d’ADN en solution. Le principe consiste a fixer ce fluorochome aux brins d’ADN et de mesurer
ensuite la fluorescence émise a 520 nm apres une excitation a 480 nm.
Le dosage fluorométrique est une technique tres sensible pour déterminer la concentration de

I’ ADN en solution (105).
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b.2 - Dilution :

Tous les échantillons pour lesquels la concentration sera supérieure a 20 ng/ml seront
préalablement dilués afin d’obtenir un stock de travail a 20 ng/ul. La dilution se fait avec du TE
faible (pH 8.0).

Toujours selon la concentration initiale, on effectue une deuxieme dilution dans des plaques ELISA

afin d’obtenir une concentration finale d’ADN a 1ng/ul.
¢ - Mode opératoire normalisé pour le SEQUENOM ( MALDI-TOF Mass Spectrometry)

Au cours de ces dernieres années, 1’étude du polymorphisme humain et d’autres génomes a connu
une grande avancée. Ainsi la nécessité de développer de nouvelles technologies qui permettent
d’obtenir le maximum d’informations sur le génome en un temps minimum et colit moins
considérable s’est fait sentir.

L’étude du polymorphisme d’un seul nucléotide (SNPs) et d’autres points de mutation constituent
la majorité des études menée dans le domaine de la génétique clinique. De nombreuses techniques
de génotypage des SNPs ont été mises au point ces dernicres années. La plus importante de ces
techniques est la spectrométrie de masse assistée d’un laser de désorption et d’ionisation en temps
réel (matrix-assisted laser desorption/ionisation time-of-flight (MALDI-TOF) mass spectrometry
(MS)

Introduite pour la premiere fois en 1988 par Karas et Hillenkamp cette technique a récemment été
améliorée pour différencier le génotype en fonction de la masse de la séquence de I’ADN. Elle
présente I’avantage d’accroitre la résolution et la sensibilité en réduisant le temps entre I’ionisation
et I’extraction des ions au cours de 1’analyse spectrométrique.

La technique fait appel a des amorces d’extensions spécialement concues pour le génotypage de
SNPs présents dans I’ADN génomique amplifié au cours d’'une PCR multiplex. Une matrice
assistée d’un laser d’ionisation/désorption et de spectrométrie de masse permet de mesurer la
masse d’une petite amorce d’extension terminée par un acide di-désoxiribonucleique.

L’analyse des acides nucléiques avec le MALDI-TOF MS présente quelques avantages :

e La rapidité : I’ionisation, la séparation par taille et la détection de 1’acide nucléique ne
durent que quelques millisecondes contrairement aux méthodes électrophorétiques
usuelles

e Les résultats sont essentiellement basés sur la propriété intrinseque de la masse/ratio.
Contrairement aux techniques électrophorétiques et techniques d’hybridations qui sont
toutes deux susceptibles a des complications dues a la structure secondaire des acides

nucléiques.
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e La robotisation de chacune de ces étapes depuis la préparation des échantillons jusqu’a
I’acquisition et a I’analyse des données assure une grande potentialisation de
I’application de 1’analyse des acides nucléiques.

L’utilisation de la spectrométrie de masse dans la détermination des polymorphismes connus,
devient particulierement avantageuse du fait que plusieurs polymorphismes sont détectables au
cours d’une seule réaction.

Le SEQUENOM comprend essentiellement une premiere phase manuelle et une seconde étape

robotisée (Figure 11).

| PHASE MANUELLE II. PHASE ROBOTISEE
1. PEP-PCR 7. ANALYSE ET INTERPRETATION
(Plaques de 96 puits) "‘
6. SPECTROMET 5. LAVA
RIE DE MASSE - GE
2. PCR MULTIPLEXE 3 DEPHOSPHORI 4. REACTION
(Plaques de 384 puits) ‘ LATION ‘ D'EXTENSION

Figure 12: Etapes du SEQUENOM

c.1 - PEP (Primer Extension Pre-amplification) :

Le but de cette premiere PCR est d’amplifier tout le génome a partir de 15 amorces.
e Transférer 5 ul d’ADN a 1 ng /ul dans les puits correspondant d’une plaque Elisa.
e Préparer le MIX pour la réaction d’amplification.
e Repartir 45 pl de ce MIX dans chacun des puits a 1’aide d’une pipette multicanaux.

e Mettre la plaque dans le thermocycleur et exécuter le programme correspondant.
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Tableau III: Composition du milieu réactionnel de la PEP PCR

POUR 1 REACTION POUR 100 REACTIONS
10X PCR Buffer Sul 500 ul
50mM Mg~ 2,5ul 250 ul
20 mM dNTPs 2ul 200 pl
N15 primer 2,2 ul 220 pl
H,O 32,8 ul 3280 ul
Taq Polymerase 0,5 ul 50 ul
Tableau I'V: Programme d'amplification de la PEP PCR
ETAPE TEMPERATURE TEMPS
1 94°C 3 min
2 94°C 1 min
3 37°C 2 min
4 Descendre d’0,1°C /sec jusqu'a 55°C
5 55°C 4 min
6 Retourner a I’étape 2, 49 fois
7 72°C 5 min
8 15°C 15 min

¢.2 - Deuxieme PCR :

IL s’agit au cours de cette deuxieme PCR, d’utiliser le produit de la PEP PCR et selon le(s) SNPs

que I’on veut observer, d’amplifier la (les) portion(s) de la fraction d’ADN contenant le (les) SNPs.

L’amplification se fera dans les plaques de 384 puits.

e FEtablir une maquette de transfere des échantillons de la plaque Elisa a celle de 384 puits ;

e Transférer a I'aide d’une pipette multicanaux le produit de la PEP PCR dans le puits

correspondant d’une plaque P1 de 384 puits ;

e Faire une dilution au 20eme du produit PEP dans une nouvelle plaque P2 de 384 puits avec

du Phénol « rouge » a 50 ug/ml ;

e Transférer dans une nouvelle plaque P3 de 384 puits 2 pul la dilution de P2 ;

e Préparer le MIX pour la réaction d’amplification ;

e Transférer 3 pl de ce MIX dans chaque puits ;

e Mettre la plaque dans le thermocycleur et exécuter le programme correspondant.
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Tableau V: Composition du milieu réactionnel pour la PCR multiplex

COMPOSANTS POUR UN PUITS
10X PCR Buffer 0,5 ul

8 mM dNTPs 0,25 ul

50 mM Mg 0,2 ul

Taq polymerase 5U/ul 0,025 ul
Pour chaque amorce 0,01

H,0O Compléter a 3 ul
TOTAL 3 pul

Tableau VI: Programme d'amplification de la PCR multiplex

ETAPE TEMPERATURE TEMPS
1 96°C 1 min
2 94°C 45 secs
3 56°C 45 secs
4 12°C 30 secs
5 Retourner a I’étape 2, 5 fois

6 94°C 45 secs
7 65°C 45 secs
8 72°C 30 secs
9 Retourner a I’étape 6, 29 fois

10 72°C 10 min
11 15°C

¢.3 - Déphosphorylation :
Le but de cette étape est de déphosphoryler tous les résidus de nucléotide qui n’auront pas été
utilisés au cours de la réaction de PCR et pourraient fausser la suite des opérations. Il s’agira
d’ajouter au produit de la deuxieme amplification une solution alcaline, SAP (Artric Shrimp
Alkaline Phosphatase) :
e Ajouter au produit de la deuxieme amplification, a I’aide du “’Beckman MultiMek *’ la
solution SAP ;

e Mettre les plaques dans un robocycleur et exécuter le programme suivant :

Tableau VII: Programme déphosphorylation

ETAPES | TEMPERATURE | TEMPS
1 37°C 20 min
2 85°C 5 min
3 4°c
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c.4 - Réaction d’extension :

Au cours de cette réaction, on utilise des amorces d’extensions spécifiques de la mutation que 1’on
veut observer. L’extension débute juste au niveau ou dans une région trés proche du SNP et elle est
fonction du polymorphisme : Elle permettra de faire la différence entre 1’homozygote normal,
I’hétérozygote mutant et ’homozygote mutant. La différenciation se fera a partir de la différence
de masse entre les différents produits de 1’extension selon que le produit soit un allele normal ou
mutant en ayant recours a la spectrométrie de masse. La mesure du poids moléculaire permet de
caractériser avec exactitude le génotype.

e Préparer le MIX pour la réaction d’amplification ;

e Transférer le MIX dans les différents puits en utilisant le Beckman MultiMek ;

e Mettre la plaque dans un thermocycleur et exécuter le programme correspondant ;

Tableau VIII: Composition du milieu réactionnel pour la réaction d'extension

COMPOSANTS POUR 1 PUITS
H,O 1,728 ul
10X hMR terminator mix 0,200 pl
Amorce d’extension 0,054 ul
Thermosequenase (32U/ul) 0,018 ul

2 ul

Tableau IX: Programme d'extension

ETAPES | TEMPERATURE | TEMPS
1 94°C 110 min
2 94°C 5 secs
3 52°C 5 secs
4 72°C 5 secs
5 4°C

¢.5 - Lavage :

Le but de ce lavage est d’éliminer tous les résidus de nucléotides. Pour se faire, on ajoute une
solution de lavage aux produits d’extension ; puis I’on centrifuge a 1600 tours/min pendant 25
minutes.

c.6 - Analyse spectrométrique et Bioinformatique :

Pour réaliser 1’analyse spectrométrique, le Robot transfert 15 nanolitres du produit d’extension lavé

de la plaque de 384 puits sur une plaque spéciale appelée SpectroCHIP.
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Le génotype est ensuite déterminé simultanément par un logiciel approprié, le SpectroTYPER-RT.
Ce logiciel utilise des modules spécifiques :

e La détermination du poids moléculaire

e Lacompression des résultats (Figure 15).

e L’interprétation.

Le génotype est déterminé grice a un graphique. La position de chacun des pics est fonction du

poids de la séquence amplifiée ( Figure 12, 13 et 14).
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Figure 13: Compression des résultats
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Sequenom D Group DO _IL1 aSS89new A 20701 1 charles 1 2M 172001 = ]
SEROTYPE_ID | ASSAN D | WHELL POSITION | DESCRIPTION | EMTRY_OPERATOR

SAMPLE_|D_DR

Figure 14: Exemple de représentation graphique ( cas d’un hétérozygote CT de IL-1 a 889)

Secuenom DH Group DHOO1 _IL1 a889new. 120701 1 charles 124 172001 e 1
SAMPLE_ID DR SEMOTYRE_ID | ASEaN_| | wELL_PosiTIoN | DESCRIPTIC:R | ErMTRY _OFPERATOR | A_‘J

1

Figure 15: Exemple de représentation graphique ( cas d’un homozygote T de I’IL-1 a 889)
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IV. 6 - METHODES DE GESTION DES DONNEES

Le dossier individuel d'enquéte, la lame de goutte épaisse, les confettis et les prélevements veineux
portent le numéro d identification du sujet pour lequel ils ont été confectionnés.
L’ensemble des données (lame de goutte épaisse, confettis, dossiers individuels d’enquéte, cahiers

et registres) sont soigneusement gardés sous clef dans une cantine métallique.

IV.7 - PLAN D'ANALYSE DES DONNEES

Les dossiers individuels d’enquéte ont été relus et corrigés au besoin. Ils ont ensuite €té saisis et
analysés a I’aide des logiciels: Epi-IFN 2000, SPSS, Intercooled STATA 7.

Le test de khi carré et de probabilité exacte de Fisher ont été utilisés pour la comparaison des
variables qualitatives.

L’odds ratio et le risque relatif ont permis de rechercher les facteurs de risque ou de protection.
Pour I’analyse des données immunologique nous avons procédé a la détermination des différents
taux sériques médians afin de répartir la population d’étude en deux grands groupes. Ceux qui
avaient un taux sérique inférieur ou égal a la médiane ont été placé dans le groupe TSI (Taux
sérique inférieur). Ceux qui avaient un taux sérique supérieur a la médiane ont été placé dans le
groupe TSS (Taux sérique supérieur). Le test de khi carré et de probabilité exacte de Fisher ont été

utilisés pour 1’analyse comparative.

IV. 8 - CONSIDERATIONS ETHIQUES ET DEONTOLOGIQUES

Le protocole de I'étude a été soumis a I'approbation du Comité d'Ethique de la faculté de Médecine
de Pharmacie d'Odontostomatologie de I'Universite de Bamako, ainsi qu'a ceux de 1’Université de
Maryland et de I’Université d’Oxford.

Il a été expliqué en langue nationale, Bambara, aux sujets ou parents concernés par I’étude.

Nous avons obtenu les consentements éclairés des autorités coutumieres, des adultes malades et
I’assentiment pour les enfants mineurs avant de procéder a la collecte des données. Il a été spécifié

a la population que la participation a 1’étude était volontaire.
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IV. 9 - DEFINITIONS OPERATIONNELLES DES CONCEPTS ET DES

VARIABLES

IV.9.1 - REPONSE CLINIQUE

On distingue :

Echec thérapeutique précoce (ETP) : On parle d’ETP, si le malade présente I’un de des signes

suivants au cours des trois premiers jours de suivi :

1.

Apparition de signes de danger ou d’un paludisme grave les jours 1, 2 ou 3 en réponse
d’une parasitémie ;

Température axillaire non corrigée >37,5°C le jour 2 avec une parasitémie supérieure ou
égale a celle du JO.

Température axillaire non corrigée >37,5°C le jour 3 en présence d’une parasitémie

Parasitémie supérieure d’au moins 25% a celle du jour 0.

Echec thérapeutique tardif (ETT): La réponse au traitement est classée comme échec thérapeutique

tardif (ETT), si le malade présente I’un des signes suivants pendant les jours 4 a 14 de la période de

suivi:

1.

Apparition de signes de danger ou d’un paludisme grave en présence d’une parasitémie
n’importe quel jour entre le jour 4 et le jour 14, sans que le malade ait auparavant répondu
aux criteres d’échec thérapeutique précoce ;

Température axillaire corrigée >37,5°C en présence d’une parasitémie n’importe quel jour
entre le jour 4 et le jour 14, sans que le malade ait auparavant répondu aux criteres d’échec

thérapeutique précoce ;

Réponse clinique satisfaisante (RCS): La réponse au traitement est classée comme réponse clinique

satisfaisante (RCS), si lemalade ne présente pas de parasitémie le jour 14 quelle que soit la

température axillaire ou si la température axillaire non corrigée <37,5°C avec ou sans parasitémie

sans que le malade ait auparavant répondu aux criteres d’échec thérapeutique précoce ou tardif au

cours de la période de suivi.
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IV.9.2 - REPONSE PARASITOLOGIQUE

Il s’agit de déterminer le comportement du parasite vis a vis de I’antipaludique utilisé a J3, J7 et
J14. La réponse parasitologique est classée selon les types sensibles et résistants (RI, RII, RIII)

Résistance « in vivo » : C'est la possibilité pour une souche de parasites (P. falciparum) de survivre

et/ou de se multiplier dans I'organisme d'un malade en dépit de I'administration et de la résorption
d'un médicament a des doses égales ou supérieures a celles habituellement recommandées, sans
toutefois dépasser les limites de la tolérance du sujet (12).

Souche sensible « in vivo » (S) : Une souche est dite sensible lorsque la parasitémie a J3, J7, J14 est

nulle ou lorsque la parasitémie a J3 est inférieure a 25% de la parasitémie a JO et que la parasitémie

al7, J14 est nulle (12).

Résistance de type I (RI) : Disparition de la parasitémie a J3 et réapparition entre J7 et J14 (12).

Résistance de type Il (RII): La parasitémie a J3 est inférieur a 25% de la parasitémie a JO en

présence d’une parasitémie positive a J7 et a J14 (12).

Résistance de type III (RIII) : La parasitémie J3 est supérieure ou égale a 25% de la parasitémie a

JO ou lorsque la parasitémie augmente progressivement de JO a J14 (12).
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V - RESULTATS

V.1 - CARACTERISTIQUES SOCIO-DEMOGRAPHIQUES

V.1.1 - LE SEXE

Tableau X: Distribution de I'échantillon par sexe dans les deux sites d'étude

SITES|  pANDIAGARA KOLLE TOTAL
SEXES N % N % N %
MASCULIN 65 46.4 130 47.6 195 472
FEMININ 75 53.6 143 52.4 218 52,8
TOTAL 140 100 273 100 413 100

La population d’étude de Koll¢ était constituée a 47,6% de sujets de sexe masculin. Le sexe ratio
féminin masculin était de 1,1.

La population d’étude de Bandiagara était constituée a 46,4% de sujets de sexe masculin. Le sexe
ratio féminin masculin était de 1,1.

Il n’y a pas de différence significative entre les deux villages quant a la répartition de I’échantillon

par sexe (Chi’= 0,05 ; p=0,82)
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Figure 16: Distribution de 1'échantillon par sexe dans les deux sites d'étude
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V.1.2 - L’AGE

Tableau XI: Distribution de la population d'étude par classe d'age dans les deux sites d'étude

SITES| BANDIAGARA KOLLE TOTAL

CLASSES D’AGES N % N % N %

6 mois -1 an 11 7.8 18 6.6 29 7.0
2-3ans 35 25 33 12.1 68 16.5
4 -5 ans 20 14.3 34 12.5 54 13.1
6 —12 ans 48 34.3 141 51.6 189 45.8
>12 ans 26 18.6 47 17.2 73 17,6
TOTAL 140 100 273 100 413 100

Les enfants agés de 6-12 ans étaient les plus représentés dans les deux sites avec 34,3 % a
Bandiagara et 51,6 % a Kollé.
Il y a une différence statistiquement significative entre les deux sites quant a la distribution de

I’échantillon par classe d’age ( Chi’= 16,01 ; p=0,003).
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50 1 W <lan
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= 50 - M 6-12 ans
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Bandiagara Kollé

Site d'étude

Figure 17: Distribution de la population d'étude par classe d'dge dans les deux sites d'étude
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V.2 - CARACTERISTIQUES PARASITO-CLINIQUES

Il s’agissait d’étudier la réponse clinique et parasitologique au traitement par la chloroquine dans

nos deux populations d’étude.

V.2.1 - REPONSE CLINIQUE

Tableau XII: Distribution de la réponse clinique dans les deux sites

SITES| BANDIAGARA KOLLE TOTAL
REPONSES CLINIQUES N % N % N %o
RCS 132 94,4 257 94,1 389 94,2
ETP 4 2,8 7 2,6 11 2,7
ETT 4 2,8 9 3,3 13 3,1
TOTAL 140 100 273 100 413 100

La RCS était de 94,4% a Bandiagara contre 94,1% a Kollé.
Le taux global d’échec thérapeutique était de 5,6% a Bandiagara contre 5,9% a Kollé.

Statistiquement la différence entre ces taux n’était pas significative (p=0,9).
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Figure 18: Distribution de la réponse clinique dans les deux sites d'étude
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Tableau XIII : Distribution de la réponse clinique par tranche d’age a Bandiagara.

REPONSES CLINIQUES RCS ETP ETT TOTAL
CLASSES D’AGES N % N % N % N

6 mois—1 an 10 90,9 0 0 1 9.1 11
2 -3 ans 30 85,7 2 5,7 3 8,6 35
4- 5 ans 20 100 0 0 0 0 20
6-12 ans 46 95,8 2 4,2 0 0 48
>12 ans 26 100 0 0 0 0 26
TOTAL 132 944 4 2,8 4 2,8 140

Les cas d’ETT ont été observés chez les enfants d’un age inférieur a 3 ans avec un taux plus élevé

dans la tranche 6 mois — 1 an (9,1%)

Quant aux ETP, ils ont été observés chez les sujets 4gés de 2 a 12 ans avec une fréquence plus

élevée dans la tranche 2-3 ans (5,7%).

Tableau XIV : Distribution de la réponse clinique par tranche d’age a Kollé.

CLASSES D’AGE N % N % N % N
6 mois — 1 an 13 722 2 11,1 ] 3 167 18
23 ans 29 879 | 1 30 | 3 9.1 33
4-5 ans 34 100 | 0 0 0 0 34
6-12 ans 135 958 | 3 2.1 3 2.1 141
>12 ans 46 979 | 1 2.1 0 0 47
TOTAL 257 941 | 7 26 | 9 33 273

Les cas d’ETT ont été observés chez les enfants de 6 mois a 12 ans avec un taux plus élevé dans la

tranche 6 mois — 1 an (16,7%)

La survenue des ETP était plus élevés dans la tranche d’age 6 mois-1 an (11,1%).
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V.2.2 - REPONSE PARASITOLOGIQUE

Tableau XV: Distribution de la réponse parasitologique en fonction du site d'étude

SITES| BANDIAGARA KOLLE TOTAL
REPONSE
PARASITOLOGIQUE N % N % N %
Sensible 126 90,0 188 68.9 314 76,0
RI 12 8,6 76 27.8 88 21,3
RII 0 0,0 5 1,8 5 1,2
RIII 2 14 4 1,5 6 15
TOTAL 140 100 273 100 413 100

90% des souches de P. falciparum étaient sensibles a la chloroquine a Bandiagara contre 68,9% a

Kollé. La résistance parasitologique globale était de 10% a Bandiagara contre 31,1 % a Kollé. La

différence entre ces deux valeurs était statistiquement significative ( Chi’= 23,32; p<107™).

Dans chacun des sites la résistance parasitologique était dominée par la résistance de type RI avec

8,6% a Bandiagara contre 27,8 % a Kollé.
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gn " m SENSIBLE
‘g RI
9]
% 40 - H RII
= Bl RIII

20 8.6

w0 14 1,5
0 n T 1
BANDAGARA KOLLE
Site d'étude

Figure 19: Distribution de la réponse parasitologique en fonction du site d'étude
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Tableau XVI: Comparaison de la résistance parasitologique de P. falciparum a la chloroquine par classe d'age

entre les sites d'étude

SITES

BANDIAGARA KOLLE TESTS

CLASSES D’AGES % N % N STATISTIQUE

6 mois — 1 an 9,1 11 61,1 18 P de Yate= 0,01
2-3 ans 17,1 35 48,5 33 Chi2= 7,62 p= 0,006
4-5 ans 10 20 44 1 34 Chi2=6,8 p= 0,009
6-12 ans 10,4 48 27,0 141 P de Yate= 0,02
>12 ans 0 26 10,1 47
TOTAL 10,0 140 31,1 273 Chi2= 22,68 p=2. 10°

Il y avait une différence statistiquement significative dans la répartition de la résistance

parasitologique a la chloroquine entre les deux villages chez les sujets de 6 mois a 12 ans. La

résistance globale a la chloroquine était plus forte a Kollé (p=2. 107).

Pourcentage
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61,1
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6 mois — 1 an
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il 9-12 ans
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Figure 20: Répartition de la résistance parasitologique de P. falciparum a la chloroquine par classe d'age en

fonction du site d'étude
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V.3 - ETUDE MOLECULAIRE : FREQUENCE DE LA MUTATION pfecrt
K76T

Tableau XVII: Prévalence de la mutation pfcrt K76T de P. falciparum dans la population d'étude a JO par site

SITES| BANDIAGARA KOLLE TOTAL
GENOTYPES N % N %o N %
S 86 61,4 49 18,4 135 33,2
R 54 38,6 218 81,6 272 66,8
TOTAL 140 100 267 100 407 100

L’analyse moléculaire des souches de P. falciparum a JO a montré qu’a Bandiagara 61,4 % des
souches étaient de génotype sensible. A Kollé 18,4% des souches étaient de génotype sensible. La

différence était statistiquement significative (Chi’= 76,88; p>10°).
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Figure 21: Prévalence de la mutation pfcrt K76T de P. falciparum dans la population d'étude a JO par site
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Tableau XVIII: Distribution des génotypes de P. falciparum a J0 par tranche d’age a Bandiagara

GENOTYPES S R TOTAL
CLASSE D’AGES N % N % N
6 mois- 1 an 8 72,7 3 27,3 11
2 -3 ans 23 65,7 12 34,3 35
4 —5 ans 11 55,0 9 45,0 20
6 — 12 ans 27 56,2 21 43,8 48
>12 ans 17 65,4 9 34,6 26
TOTAL 86 61,4 54 38,6 140

La fréquence des souches de génotypes résistants était inférieure a 50% dans toutes les tranches

d’ages.

Tableau XIX: Distribution des génotypes de P. falciparum a J0 par tranche d’age a Kollé

GENOTYPES S R
TOTAL

CLASSES D’AGES N % N %

6 mois-1 an 0 0,0 17 100 17
2 -3 ans 5 15,6 27 84,4 32
4 -5 ans 5 15,6 27 84,4 32
6 —12 ans 28 20,1 111 79,9 139
> 12 ans 11 23,4 36 76,6 47
TOTAL 49 18,3 218 81,7 267

La prévalence de la mutation était plus élevée chez les enfants de 6 mois a 5 ans avec 100%,

84.,4% et 84,4 % respectivement dans les tranches 6 mois-1 an, 2-3 ans et 4-5 ans.
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Tableau XX: Répartition de la population globale d'étude par site en fonction de la clairance

CLAIRANCES| CLAIRANCE + CLAIRANCE - TOTAL
SITES N Yo N %o N %
BANDIAGARA 43 79.6 11 20.4 54 19.9
KOLLE 146 67.3 71 32.7 217 80.1
TOTAL 189 69.7 82 30.3 271 100

Sur I’ensemble des sujets porteurs

parasites.

de P. falciparum résistants, 69.7% ont pu éliminer leurs

Le taux de clairance était de 79.6% a Bandiagara et 67.3% a Kollé. Il n’y avait pas de différence

significative entre les deux sites. (p =0.07 ; Chi’=3.12)
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Figure 22: Répartition de la population globale d'étude par site en fonction de la clairance
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Tableau XXI: Distribution de la population globale d'étude par tranche d'age et en fonction de la clairance

CLAIRANCE | CLAIRANCE + | CLAIRANCE - TOTAL

CLASSE D’AGE N %0 N Y% N %

6 mois- 1 an 8 40 12 60.0 20 7.4
2 — 3 ans 20 51.3 19 48.7 39 14.4
4 —5ans 22 61.1 14 38.9 36 13.3
6 —12 ans 100 75.8 32 24.2 132 48.7
> 12 ans 39 88.6 5 11.4 44 16.2
TOTAL 189 69.7 82 30.3 271 100

La clairance des parasites résistants augmente en fonction de la tranche d’age. La différence est

statistiquement significative entre les différents groupes d’ages ( p=3. 107
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Figure 23: Distribution de la population globale d'étude par tranche d'age et en fonction de la clairance
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Tableau XXII: Taux d'élimination des parasites de génotypes résistants en fonction de 1'age et du site

SITES BANDIAGARA KOLLE

CLASSES D’AGES N % N %

6 mois- 1 an 2 66,7 6 35,3
2 -3 ans 8 66,7 12 44 .4
4 -5 ans 7 77,8 15 55,6
6 —12 ans 17 81,0 83 74,8
>12 9 100 30 85,7
TOTAL 54 79,6 271 67,3

A Bandiagara plus de 66% des enfants de moins de 3 ans ont réussi a éliminer les souches de
génotypes résistants. A Kollé moins de 45% des enfants du méme age ont éliminé les souches de

génotypes résistants.
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Figure 24: Taux d'élimination des parasites de génotypes résistants en fonction de 1'age et du site
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V.4 - ETUDE IMMUNOLOGIQUE

L’étude immunologique a porté sur les sera prélevés sur 238 sujets porteurs de souches de P.
falciparum de génotype résistant. Le taux sérique des différentes cytokines a été mesuré par
cytométrie de flux.

Nous avons déterminé les taux sériques médians de chacune des cytokines pour définir deux grands
groupes. Ceux qui avaient un taux sérique inférieur ou égal a la médiane ont été placé dans le
groupe TSI (Taux sérique inférieur). Ceux qui avaient un taux sérique supérieur a la médiane ont

été placé dans le groupe TSS (Taux sérique supérieur).

V.4.1 - DESCRIPTION DE LA POPULATION D’ETUDE

Tableau XXIII: Description de la population d’étude en fonction de la clairance des souches de P. falciparum de

génotype résistants par site d'étude

Clairance CLAIRANCE + CLAIRANCE-
Site N % N % TOTAL
KOLLE 130 77,8 63 88,7 193 81,1
BANDIAGARA 37 22,2 8 11,3 45 9,9
TOTAL 167 70,2 71 29,8 238 100

Sur I’ensemble des échantillons analysés, 81,1% provenaient de Kollé. Au total, 70,2% des

échantillons appartenaient au groupe ‘’clairance +’.
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V.4.2 - ETUDE COMPARATIVE DES TAUX SERIQUES MEDIAN

Tableau XXIV: Répartition de la population globale d’étude en fonction du taux sérique médian et de la

clairance.

CLAIRANCE +

CLAIRANCE -

CYTOKINES | Taux median (pg/ml) | Groupe N % e > P

IL-1 20 TSI 109 65.3 53 74.6 02
TSS 58 34.7 18 25.4

IL-2 14.4 TSI 85 5.09 34 47.9 0.7
TSS 82 49.1 37 52.1

IL-4 23 TSI 82 49.1 37 52.1 0.7
TSS 85 50.9 34 47.9

IL-5 10 TSI 161 96.4 69 97.2 1
TSS 6 3.6 2 2.8

IL-6 18.4 TSI 83 50.0 36 507 | 40
TSS 83 50.0 35 49.3

IL-8 13.8 TSI 80 48.0 39 54.9 03
TSS 86 51.8 32 45.1

IL-10 115.7 TSI 88 52.7 31 437 02
TSS 79 47.3 40 56.3

IL-12 10 TSI 117 70.1 54 76.1 04
TSS 50 29.9 17 23.9

TNF-o 10 TSI 159 95.2 69 97.2 07

TSS 8 4.8 2 2.8
TSI 92 55.1 27 38.0

IFN- 334 )

o TSS 75 44.9 44 62.0 0.02

La proportion de sujet ayant un taux sérique IFN-y bas (55,1%) est plus élevé chez les sujets qui

ont pu éliminer leurs parasites de génotype résistant. La différence était statistiquement

significative. (p=0,02)

Pour toutes les autres cytokines nous n’avons observé aucune différence entre les deux groupes.
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Figure 25: Répartition de la population globale d’étude en fonction du taux sérique médian et de la clairance.
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Tableau XXV: Répartition de la population d’étude en fonction du taux sérique médian et de la clairance a

Bandiagara.
CYTOKINES | Taux médian (pg/ml) |Groupe ALALENIAD | LA N = P
N % N %

IL-1 40 TSI 40 85.1 7 875 | 4
TSS 7 14.9 1 12.5

IL-2 15 TSI 19 51.4 4 50.0 0.9
TSS 18 48.6 4 50.0

IL-4 25 TSI 17 45.9 5 62.5 0.4
TSS 20 54.1 3 375

IL-5 10 TSI 35 94.6 7 87.5 0.4
TSS 2 5.4 1 12.5
TSS 20 55.6 2 25.0

IL-8 67.7 TSI 16 44 .4 6 75.0 0.1
TSS 20 55.6 2 25.0

IL-10 114.3 TSI 18 48.6 4 500 | 4
TSS 19 51.4 4 50.0

IL-12 10 TSI 19 51.4 6 750 | o,
TSS 18 48.6 2 25.0

TNF-o 10 TSI 31 83.8 7 875 | |
TSS 6 16.2 1 12.5
TSI 22 59.5 1 12.5

- 12.8
LI TSS 15 40.5 7 87.5 0.02

La production de I'IL-1, IL-5, IL-12 et du TNF-o était relativement nulle dans la population

d’étude.

Le taux médian de I’IL-2 est tres faible (15 pg/ml) tandis que ceux de IL-6, IL-8 et de I'IL-10 sont

élevées (respectivement 105,9 pg/ml, 67,7 pg/ml et 114,3 pg/ml).

La proportion de sujet ayant un taux sérique IFN-y bas (59,5 %) est plus élevé chez les sujets qui

ont pu éliminer leurs parasites de génotype résistant. La différence était statistiquement

significative. (p=0.02)

Pour toutes les autres cytokines nous n’avons observé aucune différence entre les deux groupes.
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Figure 26: Répartition de la population d’étude en fonction du taux sérique médian et de la clairance a

Bandiagara
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Tableau XXVI: Répartition de la population d’étude en fonction du taux sérique médian et de la clairance a

Kollé.

CYTOKINES | Taux median (pg/ml) |Groupe | CHATRANCE + | CLAIRANCE - | 4,
N % N %

IL-1 20 TSI 109 83.8 53 84.L | g
TSS 21 16.2 10 15.9

IL-2 14.2 TSI 71 54.6 25 397 005
TSS 59 45.4 38 60.3

IL-4 223 TSI 70 53.8 27 429 02
TSS 60 46.2 36 57.1

IL-5 10 TSI 126 96.9 62 98.4 {
TSS 4 3.1 1 1.6

IL-6 10.1 TSI 67 51.5 29 46.0 0.5
TSS 63 48.5 34 54.0

IL-8 10 TSI 72 55.4 36 57.1 0.
TSS 58 44.6 27 42.9

IL-10 117 TSI 69 53.1 28 444 |,
TSS 61 46.9 35 55.6

IL-12 10 TSI 98 75.4 48 762 |9
TSS 32 24.6 15 238

TNF-o. 10 TSI 128 98.5 62 %84 |,
TSS 2 1.5 1 1.6

IFN-y 357 TSI 70 53.8 26 413 01
TSS 60 46.2 37 587

De toutes les cytokines dosées seules I’IFN-y et I'IL-10 étaient légerement élevées.

Les différents taux sériques observés n’ont aucune influence sur la clairance. Nous n’avons observé

aucune différence entre les patients ayant un taux sérique de cytokine bas et ceux ayant un taux

élevé quant a leur comportement face a la clairance.
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Figure 27: Répartition de la population d’étude en fonction du taux sérique médian et de la clairance a Kollé.
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V.5 - ETUDE GENOMIQUE

L’étude génomique a porté sur 190 sujets 4gés de 6 mois a 12 ans. Une étude menée par Djimdé au
Mali (22) montrait qu’au dela de 12 ans le taux de clairance était supérieur a 80%. La tranche d’age
critique était celle de 1-3 ans. Par ailleurs le taux de clairance chez les sujets de 4- 12 ans variait
entre 50- 80%. De ce fait il est plus important d’axer I’étude génomique chez les sujets de moins de

12 ans.

V.5.1 - DESCRIPTION DE LA POPULATION D’ETUDE

Tableau XXVII: Description de la population d’étude en fonction de la clairance des souches de P. falciparum de

génotype résistant

FREQUENCE N 7
CLAIRANCES

CLAIRANCE + 126 66,3
CLAIRANCE- 64 33,7
TOTAL 190 100

Dans notre population d’étude, 66,3% appartenaient au groupe *’clairance +’.

B CLAIRANCE +
B CLAIRANCE-

Figure 28: Fréquence de la clairance des souches de P. falciparum de génotype résistants en fonction du site
d'étude
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V.5.2 - FREQUENCE DES DIFFERENTS GENOTYPES ET ALLELES

Tableau XXVIII: Fréquences des différents génotypes dans la population d'étude :

202 c T
89.5 10.5

376 c T
32.8 67.2

29 A T
68.5 31.5

469 A G
86.2 13.8

HBC A G
7.3 92.7

HBS A T

93.6 6.4

-589 ¢ T
21.5 78.5

2243251 ¢ T
14.5 85.5

781 c T

93.5 6.5

-308 A G
10.7 89.3

-1031 c T
9.6 90.4

-376 A G
17.1 82.9
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-1616 c T
46.1 53.9

2200 c T
4.5 95.5

3234 c T
23.7 76.3

4640 c T

97.3 2.7

5173 A G
84.7 15.3

874 A T
86.8 13.2

893 c G

97.3 2.7

-56 Cc T
48.7 51.3

-1082 c T
29.3 70.7

-592 G T
50.7 49.3

-819 A G
28.8 71.2

Sur I’ensemble des SNPs étudié, 7 de ces SNPs avait un allele dont la fréquence était inférieure a

10%.
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Tableau XXIX: Fréquence des différents alleles dans la population d'étude en fonction de la clairance.

GENE CODON Clairance + Clairance - p
c t c t
202 " 209 29 106 8 0.1
GerD freq| 878 12.2 93 7
c t c t
376 " 82 160 42 76 0.7
freq| 339 66.1 35.6 64.4
a t a t
29 " 159 69 88 34 0.6
CAMLL freq| 697 30.3 72.1 27.9
a g a g
469 . 205 37 108 12 0.1
freq 84.7 15.3 90 10
a g a g
HBC " 20 216 5 115 0.1
UB freq 8.5 91.5 4.2 85.8
a t a t
HBS " 217 13 113 9 0.5
freq 94.3 5.7 92.6 7.4
c t c t
- 589 " 63 181 33 89 0.8
- freq| 258 742 27 73
c t c t
243251 | " 40 198 28 90 0.1
freq 16.8 83.2 23.7 76.3
a g a g
- 308 " 35 211 8 116 0.03
freq| 142 85.8 6.5 93.5
a g a g
TNF-0, - 376 " 42 152 26 90 0.9
freg| 216 78.4 224 77.6
a g a g
- 1031 " 16 188 13 95 0.2
freq| 78 92.2 12 88
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GENE CODON Clairance + Clairance - p
c t c t
- 1616 " 99 107 51 53 0.9
freq | 48.1 51.9 49 51
c t t
+2200 8 8 208 109 0.8
freq| 37 96.3 4.4 95.6
c t c t
+3234 ! 7 164 31 93 0.3
freq | 305 69.5 25 75
c t c t
+ 4640 . 241 5 121 5 0.3
INF-y freq 98 2 96 4
a g a g
+5173 " 204 42 11 13 0.09
freq | 829 17.1 89.5 10.5
a t a t
+874 " 181 35 08 8 0.03
freg 83.8 16.2 92.5 7.5
c g c g
+893 ! 241 7 123 3 1
freq | 972 2.8 97.6 2.4
c t c t
INF-yR1-56 | 108 104 46 54 0.4
freq| 509 49.1 46 54
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GENE CODON Clairance + Clairance - p
c t c t
1082 " 87 159 39 85 0.4
freq| 354 64.6 315 68.5
a g a g
IL-10 819 " 91 149 39 83 0.3
freq | 379 62.1 32 63
" g t g t
592 131 119 68 54 0.5
freq| 524 47.6 55.7 443
c t c t
IL-8 +781 ! 213 13 109 9 0.5
freq| 942 5.8 92.4 7.6

74T gtajent 2,2 fois plus élevée chez les

Nous avons observé que les alleles TNF-oe > * et IFN-y
sujets ayant pu éliminer leurs parasites de génotype résistant (14,2 %) que chez ceux n’ayant pu les

éliminer (6,5%). La différence était statistiquement significative

Pour tous les autres polymorphismes étudiés nous n’avons observé aucune différence entre les patients

ayant pu éliminer leurs parasites et ceux n’ayant pas pu les éliminer.
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VI - COMMENTAIRES ET DISCUSSION

Le but de ce travail était d’étudier les facteurs immunologiques et génomiques de 1’hote impliqués
dans la clairance des souches de P. falciparum ayant un génotype résistant.

Pour ce faire nous avons choisi deux sites d’études, le village de Kollé et la ville de Bandiagara,
qui réunissaient les conditions pour mener a bien ce travail.

En effet 1’accessibilité géographique en toute saison, 1’existence de données épidémiologique
antérieures, 1’adhésion de la population aux études antérieures et la présence de 1’équipe du DEAP

a Bandiagara et Kollé était des facteurs prometteurs pour le bon déroulement de cette étude.

VI.1- METHODOLOGIE :

Au cours de cette étude nous avons effectué un suivi longitudinal pour déterminer dans un premier
temps la résistance clinique et parasitologique. Pour ce faire nous avons appliqué le protocole
standard modifi¢ de ’OMS de 14 jours sur un échantillonnage exhaustif de tous les malades
répondant aux criteres d’inclusions.

Ce protocole de 14 jours, utilisé par Traoré a Kollé en 1997 (103), par Djimdé a Bandiagara en
1997 (14) et par Tékété a Bancoumana et Kollé en 1998 (22), est une méthode efficace pour
identifier les différents aspects des échecs thérapeutiques et la résistance de P. falciparum a la
chloroquine.

Pour I’évaluation moléculaire de la chloroquino-résistance nous avons utilisé la PCR. Cette
technique nous a permis de déterminer de la fréquence de la mutation pfcrt K76T.

Tout au long de 1’étude nous avons effectué des prélevements sanguins a JO afin de procéder a
I’étude de certains facteurs immunologiques et génomiques de 1’hote. 11 s’agissait essentiellement
de sera et de culot.

L’étude immunologique a été effectuée chez les sujets porteurs de souche de P. falciparum de
génotype résistants agés d’au moins 6 mois. Le dosage des différentes cytokines a été effectué par
la cytométrie de flux.

Par contre 1’étude génomique a porté uniquement sur les enfants agés de 6 mois a 12 ans et
porteurs de souche de P. falciparum de génotype résistants. En effets, I’étude menée en 1998 par
Tékété montrait que la capacité d’éliminer des souches résistantes €tait fortement liée a 1’age de
I’hdte. Les enfants de 3 a 8 ans avaient pres de 50% de chance d’éliminer les souches de génotypes

résistants tandis q’au-dela de 9 ans plus de 80% des sujets porteurs de souches de génotypes
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résistant €liminent leurs parasites. De plus une étude menée par Djimdé au Mali (22) montrait
qu’au dela de 12 ans le taux de clairance était supérieur a 80%. La tranche d’age critique était celle
de 1-3 ans. Le taux de clairance chez les sujets de 4- 12 ans variait entre 50- 80%. De ce fait il est
plus important d’axer 1’étude génomique chez les sujets de moins de 12 ans.

L’analyse génétique a été effectuée par le SEQUENOM, une nouvelle technique de PCR couplée a
la spectrométrie de masse.

Toutes les techniques utilisés ont été mises au point, validées et sont reproductibles.

VI. 2 - CARACTERISTIQUES SOCIO-DEMOGRAPHIQUES

Les variables démographiques étudiées étaient le sexe et 1’age des sujets inclus.

Notre échantillon était majoritairement constitué de sexe féminin (52,8%) avec un sexe ratio de
1,1. Il n’y a pas de différence significative entre les deux villages quant a la répartition de
I’échantillon par sexe (p= 0,82 ) (Tableau X)

Dans la population globale, les enfants de 6 a 12 ans étaient les plus représentés avec 45.8%.

(Tableau XI)
VI. 3 - CARACTERISTIQUES PARASITOLOGIQUES ET CLINIQUES

VI1.3.1 - ECHEC THERAPEUTIQUE

Le taux global de I’échec thérapeutique était de 5,8% avec 2,7% d’ETP et 3,1% d’ETT.
Statistiquement il n’y avait pas de différence significative entre nos deux sites d’étude (p=0,9).
(Tableau XII)

Ce taux global est comparable a celui observé a Bandiagara en 1997 par DOUMBO S.N (9,6%,
N=282 ) (106), a Kollé en 1999 par TEKETE (7,2%, N=327) et celui trouvé a Bancoumana en
2001 par KATILE (9,6%, N=364) (107).

La stabilité de ce taux d’échec dénote que la chloroquine reste encore efficace pour la prise en

charge des cas de paludisme simple dans nos deux zones d’étude.

A Bandiagara, le taux d’échec thérapeutique était plus élevé dans la tranche 2-3 ans (14,3%).
(Tableau XIII).

Par contre a Kollé, les enfants de 6 mois a 1 an était les plus touchés (27,8%). (Tableau XIV)
TEKETE également observait a Kollé au cours de son étude, que la survenue des échecs

thérapeutiques était plus fréquente dans la tranche 6 mois- 1 an (18,7%).
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Par contre les résultats obtenus 8 Bancoumana par KATILE et TEKETE révelent que la

survenue des échecs thérapeutiques est plus fréquente dans la tranche 1-3 ans.

VI1.3.2 - RESISTANCE PARASITOLOGIQUE

Dans la population d’étude globale, la résistance parasitologique était de 24% avec 21,3% de type
RI, 1,2% de type RII et 1,5% de type RIIIL. (Tableau XV)

La résistance parasitologique était de 10% a Bandiagara contre 31,1 % a Kollé. La différence entre
ces deux valeurs était statistiquement significative ( p<10™ ). Cette différence pourrait s’expliquer
par la présence permanente de I’équipe du DEAP a Bandiagara.

Le taux de résistance observé a Bandiagara et Kollé sont comparables respectivement a ceux
trouvés par DOUMBO S. N.(12,9%) et TEKETE (31,2%).

Dans chacun des sites la résistance parasitologique était dominée par la résistance de type RI avec
8,6% a Bandiagara contre 27,8 % a Kollé. DOUMBO S. N, KATILE et TEKETE ont fait le méme

constat au cours de leurs études.

La résistance parasitologique, chez les enfants de 6 mois a 5 ans, était plus élevée a Kollé qu’a
Bandiagara. (Tableau XVI et Figure 21).

A Bandiagara, la résistance était plus fréquente dans la tranche 2-3 ans tandis qu’a Kollé elle I’était
dans celle de 6 mois- 1 an.

Une étude menée en Céte d’Ivoire en 1995 par VILLADARY et al, a identifié la tranche 6 mois- 5
ans comme €tant un facteur de risque de la résistance (108).

L’élévation de ce taux dans la tranche 2-3 serait due a une faible prémunition.

VI. 4 - ETUDE MOLECULAIRE

Le taux global de résistance moléculaire dans notre population d’étude était de 66,8%.

A Bandiagara 61,4 % des souches étaient de génotype sensible tandis qu’a Kollé 18.4% des
souches 1’étaient. La différence était statistiquement significative (p<10®). (Tableau XVII)
TEKETE avait trouvé a Kollé une prévalence de la mutation pfcrt 76T de 67,2%. La fréquence de
la mutation est statistiquement plus élevée au cours de notre étude (p= 7.107)

La distribution des génotypes en fonction de 1’dge, montre qu’a Bandiagara la fréquence des
souches de génotypes résistants était inférieure a 50% dans toutes les tranches d’ages. (Tableau
XVIII)

A Kollé, la prévalence de la mutation était €levée chez les enfants de 6 mois a 5 ans avec 100%,

84.,4% et 84,4% respectivement dans les tranches 6 mois-1 an, 2-3 ans et 4-5 ans. (Tableau XIX)

COMMENTAIRES ET DISCUSSION 77



Sur I’ensemble des sujets porteurs de P. falciparum résistants, 69.7% ont pu éliminer leurs
parasites. Le taux de clairance était de 79.6% a Bandiagara et 67.3% a Kollé. Il n’y avait pas de
différence significative entre les deux sites (p =0.07). (Tableau XX et Figure 23)

Toutefois, globalement et sur chacun de nos sites, la clairance des parasites de génotypes résistants
augmentait avec I’age. (Tableau XXI et XXII, Figure 24 et 25)

Ce phénomene peut s’expliquer par I’acquisition d’une immunité antipalustre au fil du temps.

VI. 5 - ETUDE IMMUNOLOGIQUE

VL.5.1 - POPULATION D’ETUDE

L’étude immunologique a porté sur 238 sujets dont 81,1% était de Kollé et 9,9% de Bandiagara.
La répartition de la population en fonction de la clairance montre que 70.2 % des sujets ont éliminé

leurs parasites de génotypes résistants. (Tableau XXIII)

VI1.5.2 - ETUDE COMPARATIVE DES TAUX SERIQUES MEDIAN EN
FONCTION DE LA CLAIRANCE

Nous avons déterminé les taux sériques médians de chacune des cytokines pour définir deux grands
groupes. Ceux qui avaient un taux sérique inférieur ou égal a la médian ont été placés dans le
groupe TSI. Ceux qui avaient un taux sérique supérieur a la médian ont été placés dans le groupe 2
TSS.

Concernant les taux sériques médians, nous remarquons que celui du TNF-o est relativement nul
sur chacun de nos sites d’étude. Cette cytokine était a peine décelable chez nos patients. Ceci est
compréhensible vu que notre étude a porté uniquement sur des cas de paludisme simple.

L’IL-10 était la cytokine la plus présente dans les sera analysés. Cette tendance a été observée au
cours d’une étude menée par Othoro C et al au Kenya ( 109).

Bien que les dosages que nous avons effectué ont juste une valeur qualitative sur la production des
cytokines, les taux médians que nous avons observé (117 pg/ ml a Kollé et 114 pg/ ml a
Bandiagara) sont comparables a ceux trouvé par Othoro ( 122+-13 pg/ml). Les taux élevés d’IL-10
concordent avec les taux faibles de TNF-o.

Chez la majorité de nos patients, les taux sériques de I'IFN-y et de I'IL-4 étaient tres faible. Ce

résultat est comparable a celui trouvé par OTHORO au cours de son étude (109).
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Le profil cytokinique des sujets varie d’un site a ’autre. En effet, Il y avait plus de cytokine
décelable dans le sera des sujets de Bandiagara. A Kollé, de toutes les cytokines dosées seules

I’'IFN-y et I’IL-10 étaient légerement élevées.

Quant a la répartition de la population d’étude en fonction de la clairance et du taux sérique
médian, nos résultats montrent qu’a Bandiagara, I’IFN-y avait une association négative a JO avec
la clairance (p= 0.02) tandis qu’a Kollé nous n’avons observé aucune association. Les résultats
combinés de Kollé et de Bandiagara sont identiques a ceux de Bandiagara (p=0.02). (Tableau
XXIV, Tableau XXV, Tableau XXVI)

Ces résultats révelent qu’il y a une différence dans le profil immunitaire entre les sujets de
Bandiagara et ceux de Kollé. Cette différence peut s’expliquer d’une part par la différence
ethnique. A Bandiagara la population est majoritairement Dogon, tandis qu’a Kollé elle est
Malinké. D’autres part I’age pourrait étre un facteur influencgant.

Pour toutes les autres cytokines nous n’avons observé aucune différence entre les deux groupes.
Des études supplémentaires doivent étre menées afin d’éclaircir le rdle de ces cytokines. Durant la

convalescence il y a une variation du taux sériques de ces cytokines et que les dosages effectués

uniquement sur les sera prélevé a I’inclusion ne refletent pas le profile cytokinique du sujet.

VI. 6 - ETUDE GENOMIQUE

L’étude génomique concernait un certain nombre de SNPs qui ont trés souvent été décrits comme
associés a la résistance ou a la suscepibilité au paludisme grave: G6PD**T G6PD V¢ T ICAM-
12947 JCAM-1 % A6 HBC ~C, HBS AT, [L-4 ~589 T/C q[,4 2243251 TIC 1 g +781C/T TNp_¢ 308 GIA.
TNF-0 370 %A TNF-q 1% 7€, [FN-y #6407, [FN-y 33 O, [EN-y 1616 T/C [Ny #2200 T/C [Ny +3234 TIC
[EN-y *5173 A [ENLy 874 AT [EN-y R1 750 O [L-10 7192 7€ 1110 52 O 110 12 %A [L-10
23242BIB0CIA (97 116, 118, 123, 124, 125) .

Le but de cette étude était d’une part de déterminer la fréquence de ces SNPs dans la population
d’étude et d’autre part d’identifier le role de ces polymorphismes dans la clairance de souches de
génotypes résistants au cours du paludisme simple a P. falciparum.

La détermination de la fréquence des différents SNPs étudiés permettra de calculer la taille de
I’échantillon nécessaire pour d’autres études immunogénétiques. En effet seul les SNPs dont la

fréquence est supérieure ou égale a 10% serons retenus.
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VIL.6.1 - POPULATION D’ETUDE

L’étude a porté sur 190 sujets agés de 6 mois a 12 ans. Le choix de cette tranche d’age a été guidé
par les résultats d’une étude menée par Djimdé au Mali (22).

Ces résultats montraient qu’au dela de 12 ans le taux de clairance était supérieur a 80%. La tranche
d’age critique était celle de 1-3 ans. Par ailleurs le taux de clairance chez les sujets de 4- 12 ans
variait entre 50- 80%. De ce fait il est plus important d’axer 1’étude génomique chez les sujets de
moins de 12 ans.

Sur les 190 sujets sur lesquels nous avons axé I’étude génomique, 66,3% ont éliminé leurs

parasites de génotypes résistant tandis que 33,7 % n’ont pas pu les éliminer ( Tableau XXVII).

VI.6.2 - FREQUENCES DES DIFFERENTS ALLELES

Sur les 24 SNPs étudiés, sept SNPs avait un allele dont la fréquence est inférieure a 10% : IFN-y
4640T, IFN-y 893 G, IFN-y+2200 C, IL-8 +781 T, TNF-a -1031 C, HBC A, HBS T (Tableau
XXVIII).

VIL.6.3 - COMPARAISON DE LA FREQUENCE DES DIFFERENTS ALLELES EN
FONCTION DE LA CLAIRANCE

Nous avons observé que la fréquence des alleles TNF-o0 > * et IEN-y"*™* T était 2,2 fois plus
élevée chez les sujets ayant pu éliminer leurs parasites de génotype résistant que chez ceux n’ayant

pu les éliminer. La différence était statistiquement significative (Tableau XXXIV).

-308 A

Les résultats obtenus au cours de notre étude montrent que 1’allele TNF-o. a une association

positive avec la clairance des souches de P. falciparum de génotypes résistants (110, 111).

—308A

Cependant, HILL et al ont trouvé que les homozygotes pour 1’allele TNF-o avait un risque

accri pour le neuropaludisme. Ce résultat était confirmé par I’étude menée par MEYER, qui a

—308A

montré que 1’allele TNF-o augmentait les risques de réinfections avec P. falciparum chez les

sujets atteints de paludisme grave. Ces deux études ont porté sur des cas de paludisme sévere,
tandis que dans notre étude, il s’agissait de sujets atteints de paludisme simple a P. falciparum.

Cependant, la majorité des études qui ont porté jusqu'a lors sur le TNF-q, =% #

, ont toujours montré
le role négatif de cet allele au cours des manifestations de plusieurs maladies infectieuses et non

infectieuses (112, 113, 114, 115).
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D’un autre coté, nos résultats montrent que 1’allele IFN-y T

a une association positive avec la
clairance des souches de P. falciparum de génotypes résistants. Ce polymorphisme a été associé a
la forte production de L’IFN-y (116). Cependant lorsque 1’on observe les résultats
immunologiques, la proportion de sujet ayant pu éliminer leur parasite est plus élevée chez ceux
pour lesquels, le taux sérique d’IFN-vy était inférieure a la médiane. Ces derniers avaient donc un
taux sérique d’IFN-y relativement bas.
A priori les résultats immunologiques et génomiques sont contradictoires.
Cependant il ne faut pas perdre de vu que :
e Le phénotype de clairance a été défini chez les sujets qui ont été traité a la chloroquine,
médicament qui influence la production de certaine cytokines (117).
e Et que les sera utilisés pour les différents dosages ont été prélevé uniquement le jour de
I’inclusion, donc avant le traitement.

Le fait d’étre porteur de I’allele IFN-y 74T

n’est qu’un facteur favorisant la production d’IFN-y.
Aussi pour mieux observer cette corrélation chez I’homme il faudrait faire des dosages sur des sera
prélevés régulierement chez des sujets porteurs de souches de P. falciparum de génotype résistant
et qui n’auront pas été traité.

Ainsi les résultats obtenus dans notre série ne nous permettent pas de faire une corrélation directe

entre les taux sériques IFN-y et la fréquence de 1’allele [EN*S74T

, car les taux sériques ont été dosés
chez les sujets de facons ponctuelles. Il faudrait pour cela mener d’autres études rétrospectives sur
les sera, les cellules mononuclées du sang et les parasites provenant de sujets inclus dans I’étude ;
et des études prospectives en tenant compte de tous les antécédents des sujets pouvant influencer
la production des cytokines.
Pour tous les autres polymorphismes étudiés nous n’avons observé aucune différence entre les
patients ayant pu éliminer leurs parasites et ceux n’ayant pas pu les éliminer.
Cependant dans la littérature, certains de ces geénes sont impliqués dans la susceptibilité au
paludisme ou d’autres affections et I’augmentation du taux sérique de certaines cytokines:

e [CAM-1 29 T augmenterait la susceptibilité au paludisme cérébrale (118).

e JL-4 589 T Influencerait la production d’IgE, Favorise le développement de I’ Asthme (119,

120).
e TNF-a-376 A augmenterait la production de TNF-o (121).

e JL-10-1082 A est impliqué dans la diminue la production d’IL-10 (122).
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VII - CONCLUSION

Le but de cette étude était de déterminer le rdle des facteurs immunologiques et génétiques
impliqués dans la clairance des souches de P. falciparum de génotypes résistants.

Les résultats in vivo montrent le taux d’échec thérapeutique et de résistance parasitologique a
Bandiagara et a Kollé reste comparable a ceux obtenus les années antérieures par d’autres auteurs.
En tenant compte des définitions de nos différentes variables (ETT, ETP, RCS, RI, RII, RIII) sur
chacun de nos sites, la chloroquine reste un antipaludique efficace, bien qu’a Kollé, le taux de
résistance moléculaire soit alarmant. Cependant il est nécessaire de reprendre cette analyse en
tenant compte des dernieres modifications apportées par I’OMS sur la détermination du niveau de
résistance.

Les résultats immunologiques indiquent qu’un taux sérique élevé d’IFN-y au début d’une infection
palustre n’est pas favorable a la clairance des souches P. falciparum mutants.

Sur le plan génomique nous avons constaté que les alleles TNF-a, % et IFN-y **"*T sont
positivement associés au phénotype de clairance.

Les résultats immunologiques et génomiques recueillies ont jeté un jalon vers la compréhension de
I’'implication des ces facteurs dans la clairance des parasites résistants. Néanmoins des études
supplémentaires plus approfondies tenant compte de nombreux aspects (I’influence possible de
I’antipaludique utilisé, le suivi de la santé des sujets bien avant et apres le traitement etc...) doivent

étre effectuer pour confirmer les résultats préliminaires obtenus.
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VIII - RECOMMANDATION

Au terme de cette étude, nous formulons les recommandations suivantes aux scientifiques :
Aux autorités sanitaires :
e La poursuite de l'utilisation de la CQ comme médicament de premiere intention a

Bandiagara, mais le remplacement de cette molécule par une autre a Kollé

Aux scientifiques :

e La poursuite d’études similaires sur d’autres sites afin de vérifier les résultats préliminaires
obtenus.

e L’approfondissement de la recherche des facteurs génomiques et parasitaires qui pourraient
étre impliqués dans la clairance des souches de génotypes résistants ( génotypage d’autres
genes humains en tenant compte des haplotypes).

e [L’approfondissement de la recherche des facteurs immunologiques qui pourraient &tre
impliqués dans la clairance des souches de génotypes résistants en explorant I'immunité
cellulaire ( La présence de certains anticorps dirigés contre les antigenes plasmodiques
connus, Activité cytotoxique des lymphocytes T, Production de cytokines apres stimulation

par des antigénes plasmodiques in vivo).
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Nom : OUOLOGUEM Prénom : Dinkorma

Nationalité : Malienne Date de soutenance : le 10 Avril 2004

Ville de soutenance : Bamako

Lieu de dépot : Bibliotheque de la Faculté de Médecine de Pharmacie et d’Odontostomatologie.
Secteur d’intérét : Epidémiologie, Parasitologie, Immunologie, Biologie moléculaire

Titre : Déterminants immunologiques et génomiques de la clairance des souches de Plasmodium
falciparum résistantes a la chloroquine.

Résumé :

Nous avons effectué simultanément de juin 2002 a janvier 2003 a Kollé et 2 Bandiagara une
étude des facteurs immunologiques et génomiques de 1’hote impliqués dans la clairance des
souches mutantes de P. falciparum.

Pour la détermination de la résistance in vivo a la chloroquine, nous avons appliqué le protocole
standard modifié de I’OMS de 14 jours.

Nous avons utilisé une technique de PCR, la « Nested PCR », pour la détection de la mutation
ponctuelle du gene Pfcrt K76T. Nous avons mesuré les taux sériques des différentes cytokines par
la cytométrie de flux. La détermination des différents polymorphismes au niveau du génome
humain a été faites par la technique de PCR multiplex couplée a la spectrométrie de masse assistée
d’un laser de désorption et d’ionisation en temps réel (MALDI-TOF MS).

Au total 413 sujets ont été inclus au cours de cette premicre année d’étude.

Les taux d’échecs thérapeutiques étaient de 2,6% d’ETP (Echec Thérapeutique Précoce) et
3,3% d’ETT (Echec Thérapeutique Tardif) & Kollé contre 2,8% d’ETP et ETT a Bandiagara.

A Kollé, les taux de résistance parasitologique était de 31.1% avec 27,8% de type RI, 1,8% de type
RII et 1,5% de type RIII. A Bandiagara, les taux de résistance parasitologique était de 10% avec
8,6% de type Rl et 1,4% de type RIII.

La prévalence de la mutation 76T du gene Pfcrt a Kollé était de 81,6% tandis qu’a Bandiagara elle
était de 38,6%.

Les résultats immunologiques ont montré que les taux sériques élevés d’IFN-y ont une
association négative avec la clairance de souches mutantes de P. falciparum.

Du point de vue génomique les alleles TNF-o0 =% # et IFN-y **"* T ont une association
positive avec la clairance de souches mutantes de P. falciparum.

En conclusion, les résultats immunologiques et génomiques recueillies contribuent a une
meilleure compréhension de l'implication de ces facteurs dans la clairance des parasites résistants a
la chloroquine. Néanmoins des études supplémentaires et plus approfondies doivent étre effectuées
pour mieux élucider la clairance des souches de P. falciparum de génotype résistant par 1’hote.

Mots clé : Paludisme, Pfcrt, Chloroquinorésistance, Cytokines, SNPs.
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Title : Immunologicals and genomics Factors implicated in the clearance of P. falciparum resistant
genotype strain.

Summary :

We performed from June to December 2002 in Kollé and Bandiagara a study on
Immunological and genomics Factors that are possibly implicated in the clearance of P. falciparum
resistant genotype strain.

To determine the in vivo drug-resistance to chloroquine, We used the WHO 14 days standard
protocol.

We performed a nested PCR assay, to find point mutation of the pfcrt K76T gene. We mesured the
level of different cytokines in sera using flow-cytometry. Different polymorphisms was
determinated by mass spectrometry assisted by desorption and ionisation in real time laser
(MALDI-TOF MS).

413 subjects was enrolled.

The clinical response level was de 94.1% of CSR, 2.6% ETF and 3.3% d’LTF in Kollé. In
Bandiagara we found 94.4% of ACR, 2.8% ETF and LTF.

In Kollé, 68.9% of strains was sensibles. The parasitological failure level was 31.1% with 27.8% of
RI type, 1.8% of RII type and 1.5% of RIII type. In Bandiagara, 90% of strains was sensibles. The
level of therapeutic failure was 10% with 8.6% of RI type and 1.4% of RIII type.

The proportion of resistants genotypes strains was 81.6% In Kollé, and 38.6% in Bandiagara.

In Bandiagara, the early production of IFN-y was negatively associated with clearance of P.
Jalciparum resistant genotypes. In Kollé we observed no association.

The alleles TNF-o =% # and IEN-y **"*T was positively associated to clearance phenotype.

To conclude, the informations immunological and genomic found are a light toward the
understanding of those factors implicated in the clearance of chloroquine resistant parasites.
Nevertheless supplementary and advanced studies have to be done to confirme the obtained results.

Key-words : Malaria, Pfcrt, Chloroquine-resistance, Cytokines, SNPs
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FICHE D’ENQUETE INDIVIDUELLE:

Determinants of Clearance of Drug Resistant Malaria

CASE RECORD FORM

Village:

Census Identification No. of the Volunteer :

Name of Volunteer:

First Middle
Family
Name of Chief of Family

First Middle
Family
Address
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IFNORMATION SUR L’INSCRIPTION

Enrollment IFNormation:

Census Identification Number: - - -

Study ID:

Date of Birth: - -

Name of Volunteer:

First Middle
Name of Chief of Family:

First Middle
Gender: (circle one) Male or Female
Signature : Date:

Family

Family
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CALENDRIER DES VISITES EN CLINIQUE - HISTORIQUE ET EXAMEN

CENSUSID __ -

MEDICAL

Visit Day:

Date (dd/mm/yy)

Time (24 h time clock)

History since the last
clinical visit

Fever, chills

Headaches

Vomiting

Diarrhea/abdominal pain

Lethargy/abnormal

consciousness

T I B L
z| 2| Z| 2| z

T I I L

z| 2| Z| 2| z
T I I B L
z| 2| Z| 2| z

T I I B L
z| 2| Z| 2| z

o ] =] =
Z| Z| Z| Z| Z

T I I B L
z| 2| Z| 2| z

Convulsions

Respiratory Symptoms

Pruritus

Anti-malarial Med. since

last visit

B I LS
z| 2| Z| 2

e L I LS

z| 2| Z| 2
e B I LS
z| 2| Z| 2

el B I LS
z| 2| Z| 2

I B B B
z| z| 2| Z

e B I LS
z| Z| 2| z

Physical Exam

Axillary Temperature in

°C

Resp. rate /min

Dehydration

Malnutrition

Anemia/Pallor

Y N

Icterus/Jaundice

N
Y N
Y N

Y N

Y N

Abnormal lung exam

Y N

Y N

Y N

Spleen size

012345

012345

012345

T>37.5°C or any symptom or examination finding marked Yes requires completion of a Symptomatic

Surveillance Form.
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CENSUSID __ -

CALENDRIER DES VISITES EN CLINIQUE
EXAMEN DE LABORATOIRE

Visit Day:

Date (dd/mm/yy)

Time (24 h time clock)

Giemsa smear

Positive by thin

Positive by thick

Parasites/pl

Initials / Date

Filter paper sample

Done

Initials / Date

Venous blood

Done

Initials / Date

HGB

Value

<6 mg/dl

Initials / Date
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CALENDRIER DES VISITES IMPREVUES

HISTORIQUE ET EXAMEN MEDICAL

CENSUSID _ - - - _ _ StwdyID__
Visit Day:
Date (dd/mm/yy) 11 A A R S S R S A
Time (24 h time clock) o - S - - S
History since the last clinical visit
Fever, chills Y N Y N Y N Y N
Headaches Y N Y N Y N Y N
Vomiting Y N Y N Y N Y N
Diarrhea/abdominal pain Y N Y N Y N Y N
Lethargy/abnormal consciousness Y N Y N Y N Y N
Convulsions Y N Y N Y N Y N
Respiratory Symptoms Y N Y N Y N Y N
Pruritus Y N Y N Y N Y N
Anti-malarial Med. since last visit | 'Y N Y N Y N Y N
Physical Exam
Axillary Temperature in °C e e
Resp. rate /min - - - -
Dehydration Y N Y N Y N Y N
Malnutrition Y N Y N Y N Y N
Anemia/Pallor Y N Y N Y N Y N
Icterus/Jaundice Y N Y N Y N Y N
Abnormal lung exam Y N Y N |Y N | Y N
Spleen size 012345 012345 | 012345 | 012345

T>37.5°C or any symptom or examination finding marked Yes requires completion of a

Symptomatic Surveillance Form.
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TESTS DE LABORATOIRE SUPPLEMENTAIRES

CENSUSID _ -

Visit Day:

Date (dd/mm/yy)

Time (24 h time clock)

Giemsa smear

Positive by thin

Positive by thick

Parasites/pl

Initials / Date

Filter paper sample

Done

Initials / Date

Venous blood

Done

Initials / Date

HGB

Value

<6 mg/dl

Initials / Date

Physician notified

Time

Initials / Date
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FICHE D’ASSENTIMENT ECLAIRE

Consentement pour participer a une étude intitulée : <DETERMINANTS DE LA
CLEARANCE DU PALUDISME CHIMIO-RESISTANT A BANDIAGARA & KOLLE »
(sujets agés de 6 mois a <18 ans)

Investigateurs:
Site:
Nom du Volontaire
Prénom 2eme Nom Nom de Famille
Numéro d’Identification _ - - -~ Age années

Nom et prénoms de I’adulte consentant

Prénom 2eme Nom Nom de Famille

Relation avec I’enfant

Nous invitons votre enfant a prendre part a une étude de recherche sponsorisée par la Faculté de
Médecine de Pharmacie et d’Odonto-Stomatologie de 1’Université du Mali et les Instituts Nationaux de
la Santé des Etats Unis d’Amérique. Il est extrémement important que vous compreniez plusieurs
principes généraux qui s’ appliquent a tous ceux qui prennent part a cette étude :

1. La participation de votre enfant a cette étude est entierement volontaire.

2. Des bénéfices personnels pour votre enfant peuvent ne pas résulter de sa participation a I’étude,
mais les connaissances obtenues pourraient étre bénéfiques pour lui et d’autres dans 1’avenir.

3. Vous pouvez décider de retirer votre enfant de 1’étude a tout moment sans perte de bénéfices
pour vous.

Le paludisme est une maladie causée par de tres petits parasites qui peuvent entrer dans le corps
quand les moustiques vous piquent. Il peut causer de la fievre, des maux de téte, des douleurs du corps et
de la faiblesse. Non traité avec des médicaments appropriés, il peut évoluer vers des formes séveres ou
mortelles, notamment chez les enfants. Traités avec des médicaments appropriés, il peut guérir
completement mais certains parasites peuvent devenir résistants a ces médicaments.

L’objectif de cette étude est de savoir comment les habitants de votre village (Bandiagara ou Kolle)
infectés par des parasites résistants éliminent ces parasites. Cette information nous sera utile pour mieux
diagnostiquer le paludisme chimio-résistant et pour comprendre I’immunité contre le paludisme.

Si vous acceptez que votre enfant participe a cette étude, nous 1’examinerons et ferons des analyses
de laboratoire sur son sang. Si nous constatons que votre enfant souffre d’un paludisme simple, nous le
traiterons avec un médicament recommander par le Programme National de Lutte contre le Paludisme et
nous ferons des controles aux jours 1, 2, 3, 7 et 14 apres le traitement pour nous assurer que 1’enfant
est guérit de son paludisme. Nous nous attendons a ce que ce médicament guérisse completement la
grande majorité des malades inclus dans cette étude. Cependant, au cas ol ce médicament ne guérirait pas
le paludisme de votre enfant, nous utiliserons un autre médicament efficace comme le Fansidar® ou la
Quinine pour re-traiter votre enfant et continuerons a le suivre jusqu’a ce qu’il (elle) aille mieux.

L’étude s’étendra de juillet a décembre mais la participation de votre enfant sera de 2 semaines. Au
total 880 personnes devrons prendre part a cette étude.
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Si nous découvrons que votre enfant souffre d’un paludisme sévere, il (elle) sera hospitalisé et
traiter avec des médicaments puissants et d’autres soins ainsi que recommander par le Ministere de la
Santé.

Chaque fois que nous lui préléverons du sang pour rechercher la présence du paludisme,
nous mettrons quelques gouttes sur un morceau de papier buvard qui sera utilisé pour mieux
comprendre les caractéristiques des parasites qui causent sa maladie. Le premier jour nous
préleverons du sang du bras de votre enfant. Selon I’évolution de la maladie de votre enfant nous
ferons un ou deux prélevements supplémentaires. La quantité de sang a prélever dépendra de I’age:
enfants de 6 mois — 6 ans : une a deux cuillerées a café de sang, sujet > 7 ans : deux a quatre
cuillerées a café de sang. Ce sang sera utilisé pour comprendre comment votre enfant se comporte
vis-a-vis de la maladie. Nous conserverons une partie du sang pour des analyses ultérieures liées au
paludisme. Vous avez le droit de refuser de faire conserver le sang de votre enfant et vous pouvez

demander de détruire ce sang en stockage a tout moment.
Acceptez-vous la conservation du sang de votre enfant ? 1 Oui U Non

Les risques associés a cette étude sont minimes. Cependant I’antipaludique peut causer des
problémes, des démangeaisons le plus souvent. Il est tres rare d’observer des problemes médicaux
plus séveres. Le prélevement de sang peut trés rarement causer des saignements, un
évanouissement ou une infection. Nous nettoierons le bras ou le doigt avec des solutions
antiseptiques avant de faire le prélevement de sang et utiliserons du matériel stérile.

Nous offrirons a votre enfant un traitement complet et gratuit du paludisme ainsi que des autres
maladies aigués découvertes pendant la durée de 1’étude. Les traitements que nous offrons sont les mémes
que ceux recommandés par le Programme National de Lutte contre le Paludisme et I’Organisation
Mondiale de la Santé.

Les résultats de cette étude pourront étre présentés au cours des réunions nationales et
internationales ou publiées dans des revues médicales. Mais les informations sur votre enfant ne seront
rendues disponibles a personne d’autre en dehors des investigateurs de 1’étude.

Avez- vous des questions concernant la participation de votre enfant a cette étude? Si vous avez
des questions complémentaires ou d’autres préoccupations vous pouvez demander a discuter avec des
membres de notre équipe ou vous pouvez aussi demander a votre chef de village ou de quartier d’envoyer
une lettre au Dr Abdoulaye Djimdé ou au Pr. Ogobara Doumbo, a la Faculté de Médecine, de Pharmacie
et d’Odontostomatologie au Point G, BP 1805, Tél/Fax: 22 81 09, Tél: 22 51 77, Bamako ou encore a M.
Yénimégué Albert Dembélé, Secrétaire Général du comité d’éthique de la FMPOS, BP : 1805, Tel : 222-
52-77, Fax :222-229658.
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Si vous étes d’accord que votre enfant participe a cette étude, veuillez mettre votre empreinte (ou
votre signature) au bas de cette page (comme vous le faites quand vous partez chercher une carte
d’identité).

Empreinte digitale - ou - Signature du tuteur Date
Signature de I’investigateur Date
Pour les tuteurs illettrés :  J’ai été témoin du consentement éclairé et peut attester que le tuteur a

compris les explications de I’étude et a eu des réponses a toutes ses questions.

Signature du Témoin Date
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FICHE DE CONSENTEMENT ECLAIRE

Consentement pour participer a une étude intitulée : «<DETERMINANTS DE LA
CLEARANCE DU PALUDISME CHIMIO-RESISTANT A BANDIAGARA & KOLLE » (sujets
agés de >18 ans)

Investigateurs:
Site:
Nom du Volontaire
Prénom 2eme Nom Nom de Famille
Numéro d’Identification _ - - -~ Age années

Nous vous invitons a prendre part a une étude de recherche sponsorisée par la Faculté de Médecine de
Pharmacie et d’Odontostomatologie de I’Université du Mali et les Instituts Nationaux de la Santé des
Etats Unis d’Amérique. Il est extrémement important que vous compreniez plusieurs principes généraux
qui s’appliquent a tous ceux qui prennent part a cette étude :

1. Votre participation a cette étude est entierement volontaire.

2. Des bénéfices personnels pour vous peuvent ne pas résulter de votre participation a I’étude,
mais les connaissances obtenues pourraient étre bénéfiques pour vous et d’autres dans
I’avenir.

3. Vous pouvez décider de vous retirer de 1’étude a tout moment sans perte de bénéfices pour
Vous.

Le paludisme est une maladie causée par de tres petits parasites qui peuvent entrer dans le corps
quand les moustiques vous piquent. Il peut causer de la fievre, des maux de téte, des douleurs du corps et
de la faiblesse. Non traité avec des médicaments appropriés, il peut évoluer vers des formes séveres ou
mortelles, notamment chez les enfants. Traités avec des médicaments appropriés, il peut guérir
completement mais certains parasites peuvent devenir résistants a ces médicaments.

L’objectif de cette étude est de savoir comment les habitants de votre village (Bandiagara ou Kolle)
infectés par des parasites résistants éliminent ces parasites. Cette information nous sera utile pour mieux
diagnostiquer le paludisme chimio-resistant et pour comprendre 1’immunité contre le paludisme.

Si vous acceptez de participer a cette étude, nous vous examinerons et ferons des analyses de
laboratoire sur votre sang. Si nous constatons que vous souffrez d’un paludisme simple, nous vous
traiterons avec un médicament recommander par le Programme National de Lutte contre le Paludisme et
nous ferons des contrdles aux jours 1, 2, 3, 7 et 14 apres le traitement pour nous assurer que vous étes
guérit du paludisme. Nous nous attendons a ce que ce médicament guérisse completement la grande
majorité des malades inclus dans cette étude. Cependant, au cas ol ce médicament ne guérirait pas votre
paludisme, nous utiliserons un autre médicament efficace comme le Fansidar® ou la Quinine pour vous
re-traiter et continuerons a vous suivre jusqu’a ce que vous alliez mieux.

L’étude s’étendra de juillet & décembre mais votre participation sera de 2 semaines. Au total 880
personnes devrons prendre part a cette étude.

Si nous découvrons que vous souffrez d’un paludisme sévere, vous serez hospitalisé et traiter avec
des médicaments puissants et d’autres soins ainsi que recommander par le Ministere de la Santé.
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Chaque fois que nous vous préleverons du sang pour rechercher la présence du paludisme,
nous mettrons quelques gouttes sur un morceau de papier buvard qui sera utilisé pour mieux
comprendre les caractéristiques des parasites qui causent sa maladie. Le premier jour nous
préleverons du sang de votre bras. Selon I’évolution de votre maladie nous ferons un ou deux
prélevements supplémentaires. La quantité de sang a prélever dépendra de 1’age: enfants de 6 mois
— 6 ans : une a deux cuillerées a café de sang, sujets > 7 ans: deux a quatre cuillerées a café de sang.
Ce sang sera utilisé pour comprendre comment vous vous comportez vis-a-vis de la maladie. Nous
conserverons une partie du sang pour des analyses ultérieures liées au paludisme. Vous avez le
droit de refuser de faire conserver votre sang et vous pouvez demander de détruire ce sang en

stockage a tout moment.
Acceptez-vous la conservation de votre sang?  Oui U Non

Les risques associés a cette étude sont minimes. Cependant I’antipaludique peut causer des
probléemes, des démangeaisons le plus souvent. Il est tres rare d’observer des problemes médicaux
plus séveres. Le prélevement de sang peut trés rarement causer des saignements, un
évanouissement ou une infection. Nous nettoierons le bras ou le doigt avec des solutions
antiseptiques avant de faire le prélevement de sang et utiliserons du matériel stérile.

Nous vous offrirons un traitement complet et gratuit du paludisme ainsi que des autres maladies
aigués découvertes pendant la durée de 1’étude. Les traitements que nous offrons sont les mémes que ceux
recommandés par le Programme National de Lutte contre le Paludisme et I’Organisation Mondiale de la
Santé.

Les résultats de cette étude pourront étre présentés au cours des réunions nationales et
internationales ou publiées dans des revues médicales. Mais les informations sur vous ne seront rendues
disponibles a personne d’autre en dehors des investigateurs de 1’étude.

Avez- vous des questions concernant votre participation a cette étude? Si vous avez des questions
complémentaires ou d’autres préoccupations vous pouvez demander a discuter avec des membres de
notre équipe ou vous pouvez aussi demander a votre chef de village ou de quartier d’envoyer une lettre au
Dr Abdoulaye Djimdé ou au Professeur Ogobara Doumbo, a la Faculté de Médecine, de Pharmacie et
d’Odontostomatologie au Point G, BP 1805, Tél/Fax: 22 81 09, Tél: 22 51 77, Bamako ou encore a M.
Yénimégué Albert Dembélé, Secrétaire Général du comité d’éthique de la FMPOS, BP : 1805, Tel : 222-
52-77, Fax :222-229658.
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Si vous étes d’accord pour participer a cette étude, veuillez mettre votre empreinte (ou votre
signature) au bas de cette page (comme vous le faites quand vous partez chercher une carte d’identité).

Empreinte digitale - ou - Signature du volontaire Date
Signature de I’investigateur Date
Pour les sujets illettrés : Jai été témoin du consentement éclairé et peut attester que le volontaire a

compris les explications de I’étude et a eu des réponses a toutes ses questions.

Signature du Témoin Date
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SERMENT DE GALIEN

Je jure en présence des maitres de cette faculté, des conseillers de 1’ordre des

pharmaciens et de mes condisciples :

D’honorer ceux qui m’ont instruit dans les percepts de mon art et leur témoigner ma

reconnaissance en restant fidele a leur enseignement ;

D’exercer dans I’intérét de la santé publique, ma profession avec conscience et
respecter non seulement la 1égislation en vigueur, mais aussi les regles de ’honneur,

de la probité et du désintéressement ;

De ne jamais oublier ma responsabilité et mes devoirs envers le malade et sa dignité

humaine ;

En aucun cas, je ne consentirai a utiliser mes connaissances et mon état pour

corrompre les meeurs, et favoriser des actes criminels ;

Que les hommes m’accordent leur estime si je suis fidele a mes promesses !

Que je sois couvert d’opprobre et méprisé de mes confreres si j’y manque !
JE LE JURE.
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