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Pfmdrl: Plasmodium falciparum multi-drug resistant

RPAL: RPMI+0, 5% Albumax
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RPMI: Royal Park Memorial Institute

RPSH: RPMI+ 10% Sérum Humain stérile

SERCA: Sarco Endoplasmic Reticulum Calcium ATPase
SF: solution fille

SM: solution mére

Tag polymérase: Thermus aquatus polymérase

TBE: Tris-borate I’EDTA

TMB: Tetramethylbenzidine

U.V: rayons Ultra-Violet.
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I. INTRODUCTION:

Le paludisme (ou Malaria) est une érythrocytopathie hémolysante potentiellement létale due a la
présence et au développement dans I’organisme humain d’un protozoaire du genre Plasmodium
essentiellement transmis a I’homme par la piqgQre infectante d’un moustique femelle du genre

Anopheles. Cependant il peut étre transmis par voie sanguine, transfusionnelle ou placentaire?.

Lorsqu'en 1880, le médecin-militaire francais Laveran a mis en évidence le Plasmodium dans le
sang d’un sujet infecté a Constantine en Algérie, commence alors une nouvelle bataille contre une
maladie qui accompagne I'nomme. Quatre espéces sont inféodées a I’homme: Plasmodium
falciparum (P. falciparum), Plasmodium malariae (P. malariae), Plasmodium ovale (P. ovale),
Plasmodium vivax (P. vivax). Chez I’homme P. falciparum est le plus redoutable et le plus

meurtrier®.

Le paludisme est I'une des principales causes de morbidité et de mortalité dans les pays tropicaux”.
L’estimation établie par I’OMS du nombre de cas de paludisme survenu en 2006 est 247 millions
[189 & 327]. L’estimation du nombre de déces (881 000) est comprise entre [610 000 a 1 212 000].
La moitié de la population mondiale soit 3,3 milliards de personnes risquent de contracter le
paludisme. Pour 1,2 milliard d’entre elles, vivant principalement en Afrique ou en Asie du Sud-est,
ce risque est considéré comme éleve. Quatre vingt six pour cent des 247 millions de cas estimés de
paludisme en 2006 sont survenus dans la région africaine. Les enfants, surtout en Afrique, sont
frappés de plein fouet par la maladie. Quatre vingt onze pour cent des 881 000 déces estimés en
2006 sont survenus en Afrique et 85% des personnes décédées avaient moins de cing ans”.

La stratégie de I’organisation mondiale de la santé (OMS) de lutte antipaludique s'appuie sur
quatre éléments techniques fondamentaux: (i) fournir gratuitement des moustiquaires imprégnées
d’insecticide aux femmes enceintes et aux enfants; (ii) la pulvérisation intra domiciliaire a effet
rémanent est une méthode généralement utilisée dans les foyers de forte transmission du
paludisme; (iii) opter pour les CTA comme traitement de choix contre P. falciparum; (iv) Le

recours systématique au traitement préventif intermittent pendant la grossesse.

La résistance des antipaludiques est un probleme majeur de santé publique dans les pays
endémiques®. Une augmentation de la résistance aux médicaments antipaludiques bon marché
comme la chloroquine a été directement reliée & une forte mortalité¢ d’enfant” . La mutation

Pfmdrl N86 a été associée a une réduction de la sensibilité a la luméfantrine in vitro® °.
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En fin 2006, les CTA constituaient le traitement de premiere intention dans 66 pays. En juin 2008,
seuls quatre pays et territoires n’avaient pas encore adopté les CTA comme traitement de premiére
intention. Les principales CTA sont :

AL=Artemether/luméfantrine ((Riamet®, Coartem®),

AS+AQ=Artésunate+Amodiaquine (Sanofi — Arsucam™),
AS+SP=Artésunate+Sulfadoxine/pyriméthamine (Sanofi—Arsudar™),
AS+MQ=Artésunate+Méfloquine (Mepha — Artequin®),

DP=Dihydroartémisinine+Pipéraquine (Artekin™).

Aucune résistance clinique aux CTA n'a été documentée jusqu'ici mais une susceptibilité in vitro
diminuée aux dérivés d'artémisinine a été suggérée en Asie™® et & Madagascar'. Les pays africains
ont clairement besoin de surveiller étroitement l'apparition prévisible de la résistance de P.
falciparum aux composants de CTA. En effet, avant que I'échec thérapeutique apparaisse, une
élévation précoce de résistance peut étre détectée par une augmentation des valeurs des
concentrations inhibitrices 50% (Clsp) in vitro et par les marqueurs moléculaires liés a la
résistance. Cependant, une étude en Guyane frangaise a montré que la mutation PfATPase6 S769N
a été associée a une élévation de Clsp de I’artéméther, et a suggéré que la mutation pourrait étre
utilisee dans la surveillance moléculaire de la résistance a l'artémisinine pour continuer de
compléter la surveillance in vitro®2.

Jusqu'ici, trés peu de laboratoires africains ont la capacité d'exécuter par routine des analyses in
vitro de la sensibilité de P. falciparum.

Des méthodes plus faciles et bon marché d'évaluation de la sensibilité antipaludique in vitro sont
nécessaires pour permettre une surveillance géographique plus large.

La surveillance épidémiologique précise et efficace exige la standardisation des méthodes in vitro.
Bien qu'il ne soit pas facile de réaliser une telle standardisation, il est nécessaire d'éviter de perdre
de précieuses informations et de précision sur la sensibilité de P. falciparum a des médicaments
dans un pays donné a un moment donné. Au moins l'étape de culture doit étre standardisee
puisqu'il a été montré que des parametres de culture tels que le milieu de culture, la durée
d'incubation, I'atmosphere ou des conditions de stockage des échantillons et le délais avant de
mettre les échantillons en culture semblent induire des variations élevées de croissance de P.

falciparum et en valeurs Clgo *> 4 % 16,
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Dailleurs, les études in vitro ont parfois été invalidées a posteriori en raison de problemes
méthodologiques (changement de médicaments, effet inoculum) menant a la surestimation de la
résistance au médicament'’. Ceci souligne I'importance de développer des controles de qualité
rigoureux pour le procéde d'analyse in vitro, en particulier dans le contexte de la surveillance de la
résistance naissante. Plusieurs types de mesures sont actuellement employés dans les analyses in
vitro qui évaluent l'inhibition de croissance de parasite comprenant: la quantification de la
parasitémie, la production de protéine, I’incorporation de nucléotide dans I’ADN et souillure de
fluorescence d'ADN. Les comparaisons entre ces methodes indiquent qu'un test d'ELISA est
probablement un des meilleurs puisque I'équipement requis est de base et les méthodes sont
extrémement sensibles 8192021,

La réponse in vivo des isolats maliens de P. falciparum aux antipaludiques disponibles est bien
documentée, mais aucune donnée sur la susceptibilité antipaludique in vitro n'avait éteé
publiée?® 2% 24

Notre étude s’inscrit dans le but de générer les premieres donnees de ligne de base sur la
susceptibilité in vitro des isolats cliniques de P. falciparum du Mali aux antipaludiques

couramment utilisés au Mali.
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I1. OBJECTIFS:

11.1.0bjectif général :
Evaluer la sensibilité in vitro des isolats de terrain de P.falciparum a la chloroquine, a la
monodeséthylamodiaquine, a la luméfantrine et a la dihydroartémisinine dans trois villages du
Mali.

11.2.0bjectifs spécifiques :
& Mesurer les Clsg de la chloroquine, de la monodeséthylamodiaquine, de la luméfantrine et de
la dihydroartémisinine par le test ELISA pLDH a partir des isolats de terrain de trois localités.

& Comparer les resultats moléculaires de Pfcrt K76T, PfATPase6 S769N, Pfmdrl N86Y
respectivement aux profiles de Clso de la chloroquine, de la dihydroartémisinine, de la

luméfantrine dans les trois localités.
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I11.GENERALITES :
1.1 Généralité sur le cycle biologique du paludisme :
111.1.1.Cycle biologique de Plasmodium falciparum chez I’homme :
111.1.1.1. Cycle schizogonique exo érythrocytaire intra hépatique (A) :
Au cours de la piqQre, I’Anophele femelle infectée injecte dans un capillaire sanguin des

sporozoites (1).

Les sporozoites transitent dans la circulation générale et, en quelques minutes (30 a 45 mn), ils
envahissent les hépatocytes grace a une interaction spécifique entre la protéine majeure de surface
du sporozoite et un récepteur spécifique situé sur la membrane plasmique de I'népatocyte du cote
de I'espace de Disse, espace directement en contact avec le sang circulant (2). Le sporozoite entre
alors dans une phase de division, au sein d’une vacuole parasitophore, et de prolifération
intracellulaire qui repousse en périphérie le noyau de la cellule et finit par constituer une masse
multi nucléée appelée schizonte hépatique (3) qui conduit a la libération de plusieurs dizaines de
milliers de mérozoites (4) dans la circulation (Figure. 1). Cette phase de multiplication est
asymptomatique et dure entre 8 a 15 jours, selon les espéces P. malariae, P. falciparum ne posséde
pas de formes de persistance hépatique ou hypnozoite. Seuls P. vivax et P. ovale en possedent.

111.1.1.2. Cycle intra érythrocytaire (B):
Cette phase sanguine est responsable des symptémes cliniques qui peuvent étre d'intensités
variables. Les mérozoites libérés lors de la rupture de I'hépatocyte vont débuter le cycle sanguin
asexué de prolifération de P. falciparum en infectant les érythrocytes (5). Le mérozoite pénétre
grace a un processus biochimique et moléculaire actif et se différencie au sein de la vacuole
parasitophore en anneau, puis en trophozoite, stade a partir duquel une intense phase de division
nucléaire commence. Il donne alors naissance au schizonte, celui-ci aprés segmentation montre
une forme caractéristique de rosace, puis libére entre 8 & 32 mérozoites (6) qui rapidement

réinfectent des érythrocytes sains. L'ensemble de ce cycle dure 48 heures chez P. falciparum.

L'apparition des gamétocytes (7) a lieu en général la deuxiéeme semaine qui suit I'infection et ces
formes peuvent persister plusieurs semaines dans le sang aprés la guérison clinique. A la suite
d'une nouvelle piqlre par un Anophéle, les gamétocytes males et femelles sont ingérés avec le

repas sanguin.
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Il est important de noter que I’érythrocyte (ne possédant pas de systéme de synthése et de transport
des protéines et n’exprimant pas de molécules du CMH (Complexe Majeur d’Histocompatibilité)
de classe | ou Il a sa surface) est une niche idéale pour un parasite qui doit perdurer de longues

périodes chez son héte, afin d’étre transmis au moustique.

111.1.2.Cycle chez I'Anophele ou sporogonie :
Lors d’un repas sanguin sur un individu infecté, I’Anophele femelle ingere des gamétocytes (8), a
potentiel sexuel méle ou femelle. Ceux-ci parviennent dans l'estomac du moustique et se
transforment en gametes. Le gaméte male subit un processus d'exflagellation a la suite duquel les
gametes femelles sont fécondés (9). Il en résulte un zygote appelé ookinéte (10) ; celui-ci
s'implante sous la paroi stomacale en formant lI'oocyste (11). Cette bréve phase diploide s’achéve
par une division méiotique et est suivie par plusieurs milliers de mitoses qui conduisent au
développement de sporozoites (forme infestante). L'éclatement de I'oocyste libére ces éléments
mobiles et haploides dans I’hémolymphe (11). Les sporozoites gagnent préférentiellement les
glandes salivaires du moustique d'ou ils pourront étre injectés avec la salive lors d'une piqlre
infestante. Chez le moustique, I'ensemble de ce cycle se déroule entre 10 a 40 jours, suivant la

température extérieure et les especes en cause.
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Figure 1: Cycle de développement de P. falciparum

Source: http://www.phac-aspc.gc.ca/publicat/ccdr-rmtc/04vol30/30s1/page9 f.html
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11.2. Rappel sur la LDH et la pLDH :

111.2.1.La LDH (la lactate déshydrogénase humaine) :
La lactate déshydrogenase (LDH) est I'enzyme qui catalyse I'inter-conversion de la lactate et du

pyruvate:

FPyrawvate
COo

C=1

I
H+
CH3 = MNADH

Zm T IC 1DH
> NAD*

COOo—

HO — C—H + 25 KJfawl

CH.3
TL-Lactate

Figure 2: schéma de I’inter-conversion du lactate et du pyruvate

Cette réaction est centrale dans le fonctionnement du métabolisme énergétique de la cellule
puisque le pyruvate est le pivot qui relie la glycolyse et le cycle de I'acide citrique (cycle de
Krebs). Au moment de la réduction du pyruvate, I'enzyme a une activité maximale entre le pH 7,4
et 7,8, tandis qu’a I’oxydation de la lactate, la réaction est optimisée dans un milieu plus alcalin
(pH 8.8-9.8)%°.

En présence d'oxygene, le pyruvate pourra entrer dans la derniere voie métabolique ; mais en
condition anaérobique, il s'accumulera sous forme de lactate. Les cellules ont des LDH avec des
propriétés catalytiques, physiques et immunologiques différentes. La base de ces différences
repose sur les sous-unités de cette enzyme qui sont au nombre de deux : H (cceur) et M (muscle).
Ces deux sous unités permettent l'existence de cing iso enzymes (iso-LDH) tétramériques : LDH
(M4, M3H, M2H2, MH3, H4). Chaque tissu est cependant enrichi en une ou deux de ces cinq iso
enzymes pour avoir les propriétés nécessaires a son bon fonctionnement.

Le poids moléculaire de la sous-unité est approximativement de 35 kDa?®.

La LDH de type M4 en solution existe souvent sous la forme tétramérique et montre une forte
activité enzymatique, convertissant le pyruvate en lactate en présence du NADH et des protons. En
1976 Tenenbaum-Tenenbaum-Bayer et coll. ; ont montré que des diméres de cette sous-unité M4

ont une certaine activité enzymatique mais la forme tétramérique est considérée comme la
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structure la plus active et indigéne pour M4 LDH?'. La dissociation de la forme tétramérique en
des monomeres ou le déploiement des sous-unités entraine une perte de I'activité enzymatique. Par
conséquent, l'activité enzymatique est directement liée a la structure de la LDH.

v Le mécanisme enzymatique de la LDH :
Les sous-unités de la LDH contiennent deux domaines : un domaine obligatoire de la NADH, qui
est bien conservé, et un domaine catalytique.
Quand les structures secondaires se plient en structures tertiaires, ils forment une "poche"” dans
laquelle s'adapte le NADH.
Aprés avoir lié le NADH, la LDH subit un changement de conformation connu sous le nom de
fermeture de boucle.
Ce changement de conformation permet de couvrir I'emplacement actif et de catalyser la réaction
de réduction. En absence d'oxygene, cette réaction intervient au niveau de la derniere étape de la
glycolyse. Le coenzyme NAD reduit lors de I'oxydation phosphorylante, ne pouvant étre oxyde par
la chaine respiratoire mitochondriale, doit transmettre ses hydrogenes a un accepteur qui sera le

pyruvate.

Comple>e
LDH Pyravate

5 %

Figure 3: Le mécanisme enzymatique de la LDH

Les LDH ont pour cofacteurs I'ion zinc et le coenzyme NAD.

L’acide pyruvique et les NADH" produits lors de la glycolyse, peuvent s’engager dans deux voies
différentes :

o Lorsque la glycolyse est peu sollicitée, les NAD sont en quantité suffisante pour transporter

tous les protons (NADH+) dans la mitochondrie.
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L’acide pyruvique, en se transformant en acétyl- Coenzyme A (acétyl-CoA) pénetre dans la
mitochondrie, et par le cycle de Krebs et la chaine respiratoire va produire de I’eau et de I’énergie
(dont environ 25% seront utilisés pour la reconstitution de I’Adénosine Tri Phosphate musculaire).
X Lorsque la vitesse de la glycolyse augmente, la production importante d’acide pyruvique et
de NADH va entrainer la formation d’acide lactique (C3HgO3), car la capacité de prise en charge
mitochondriale des NADH est dépassee.
Par I’action de la LDH, I’acide lactique peut se retransformer en acide pyruvique pour étre utilisé
alors comme substrat énergétique (lorsque I’intensité de I’exercice diminue et que les transporteurs
de protons (NAD) peuvent amener tous les ions H* dans la mitochondrie).

111.2.2.La pLDH (la lactate déshydrogénase plasmodiale) :
Les plasmodies ont un besoin en énergie élevee pendant la phase intra-érythrocytaire pour assurer
leur croissance et leur multiplication. Le glucose constitue la source principale d’ATP chez le
parasite aussi bien que chez I’lhomme. La consommation du glucose dans les érythrocytes infectés
est de 25 & 50 fois supérieure a celle des érythrocytes non infectés®®. Le glucose est utilisé par la
voie d’Embden-Meyerhoff qui fait intervenir des enzymes parasitaires spécifiques a la glycolyse®.
La pLDH est une enzyme terminale dans la voie d’Embden Meyerhoff (glycolyse) des
plasmodies®. Sa production et son accumulation peuvent étre employées in vitro et in-vivo comme
index de la viabilite plasmodiale. La pLDH était I’une des premieres enzymes plasmodiales, qui
s’avere électrophorétiquement, immunologiquement et cinétiqguement distincte de celle de
I’homme®. Elle a été employée principalement comme indicateur de la présence des plasmodies
dans le sang. Les niveaux de la pLDH correspondent a la densité parasitaire dans le diagnostic
initial. 1ls montrent une diminution rapide de la parasitémie avec le traitement®. La pLDH joue un
role important dans le métabolisme anaérobique des hydrates de carbone des plasmodies. Ainsi les
plasmodies en utilisant le glucose anaérobique, exigent la génération du NAD pour un flux continu
du glucose®. Le stade ultime de la voie d’Embden — Meyerhoff est marqué par la transformation
du pyruvate en acide lactique par le pLDH. Ce métabolisme régénere la N-Acétyl Dinucléotide
(NAD) qui est nécessaire a la production d’Adénosine triphosphate (ATP). L’acide lactique,
produit final du métabolisme du glucose des especes plasmodiales de mammiferes est rapidement
excrété par les parasites vers le compartiment extracellulaire®*.
La LDH des procaryotes et des eucaryotes particulierement celle du P. falciparum et de I’homme

ont sensiblement un méme poids moléculaire de 35 kDa>> %%
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Cependant, la séquence génomique de la LDH plasmodiale présente des différences avec la LDH
d’autres organismes*®~".
Au plan fonctionnel, la LDH plasmodiale est capable d’utiliser rapidement 3 fois plus de
molécules de NAD que ne peut utiliser la LDH humaine®.
Makler et al ont développé une analyse de la sensibilité d’une drogue qui détermine des profils
d’inhibition en mesurant I’activité enzymatique du pLDH .

11.3. Généralités sur les antipaludiques de I’étude:

111.3.1.Chloroquine:

(diéthylamino-4’ methyl-butylamino)-4 chloro-7 quinoleine CigH26CIN

CoHs
CHe—MTT
':I:HE = &CEHﬁ
_.CHE
H—C—ZH=

rH
.. Chloroguine

—

i M

Figure 4: Structure de la chloroquine.

La chloroquine a été découverte par les chercheurs allemands en 1934 (Resorchin®) *° “° Elle a été
développée aux Etats-Unis en 1944 sous les appellations (Nivaquine®, Aralen®) *' et a été
I'antipaludique le plus utilisé depuis cette date jusqu’a la diffusion de la chloroquino-résistance.

A cause de la résistance, cette molécule n'est plus efficace dans de nombreux pays ou les souches
de Plasmodium falciparum chloroquinorésistantes se sont développéees depuis une vingtaine
d'années. Les dérivés de la série 4-aminoquinoléines sont capables d'inhiber la polymérisation de
I'néme libéré lors de la digestion de I’hnémoglobine par le parasite.

e Activité:
La chloroquine est une base faible lysosomotrophe, elle est capable de traverser la membrane de
I’érythrocyte parasité et s’accumule dans la vacuole digestive du parasite en suivant le gradient du

pH*. A I’intérieur de cette vacuole, I’hémoglobine est dégradée par les protéases et fournit une

alimentation en acides aminés au parasite, mais aussi produit des groupements d’héme toxiques
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comme dérivés (hématine). Le parasite normalement détoxifie I’hématine en polymérisant le
dérivé en hémazoine. La chloroquine exerce son activité antipaludique en formant un complexe
avec I’hématine toxique pour le parasite, lequel inhibe sa séquestration en hémozoine®. L’héme

libre est lytique pour la cellule.

e Formes pharmaceutiques :

Poudre blanche, amére, elle est utilisée sous forme de sulfate (Nivaquine® Resorchin® Aralen®
Avloclor® Bemaphate® Cidanchin®) ou de diphosphate dans les pays anglo-saxons.

e Présentation : comprime de 100mg et 300mg, sirop a 0,5%.

e Pharmacocinétique :

Aprés administration, la résorption est rapide par le tube digestif et quasi compléte (80%). Elle
atteint son taux plasmatique maximum en 1 & 2 heures. La chloroquine a un taux sanguin élevé et
durable par liaison aux protéines plasmatiques avec une proportion de 50%. Le tropisme est
hépatique et rénal. 45% est concentré dans les hématies. Elle ne passe pas dans le lait
(éventuellement & I’état de traces selon certaines études)** *.

La chloroguine est métabolisée par désalkylation et par glucuro-conjugaison. Son élimination est
lente et elle se fait par voie rénale. La demi-vie de la chloroquine est dose dépendante, de 3 jours
apres une prise de 150 mg, 5 jours aprés 600mg.

e Indication :

La chloroquine était utilisée en chimioprophylaxie avec le proguanil (savarine®) dans les régions
ou des souches chloroquinorésistantes étaient présentes mais minoritaires.

e Contre-indications :

Les principales contre-indications de la chloroquine sont: I’hypersensibilité, le psoriasis, les
antécédents d’épilepsie et la porphyrie.

e [Effets secondaires :

Les principaux effets secondaires suites a la prise de la chloroquine sont : le prurit, les nausées ou
les vomissements, I’agranulocytose, la porphyrie aigué intermittente, les douleurs abdominales, la

baisse de I’acuité visuelle, le bourdonnement d’oreille, et la diarrhée.

e Posologie : Elle est de 25mg/kg répartis en 3 jours avec 10mg/kg le premier jour, 10mg/kg le

deuxiéme jour et 5mg/kg le troisieme jour.
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111.3.2. Amodiaquine :
Monodeséhylamodiaquine :

4-((7-Chloro-4-quinolinyl)amino)-2-((ethylamino)methyl)phenol
Formule: C13H13C|N3O
Poids moléculaire: 327.80802 [g/mol]

Structure chimique:

Figure 5: Structure de la monodeséhylamodiaquine

Formule de I’amodiaquine:
Dichlorhydrate dihydraté amodiaquine de (diéthylaminoméyl-3 hydroxy-4 aniline)-4 chloro-7
quinoléines. (CongzOCLNg.ZHCL.ZHzo)

Cl N
=

=
HN
| OO &he
OH kCH3

Aprés avoir été abandonnée dans les années 80, elle a connu, dix ans plus tard un regain d’intérét

Figure 6: Structure de I’Amodiaquine.

dans le traitement de I’acces simple. L’amodiaquine est une amino-4-quinoléine (base de

Mannich) dont le mode d’action est analogue a celui de la chloroquine.
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Elle est efficace contre certaines souches de P. falciparum chloroquinorésistantes, méme s’il existe
une résistance croisée.
% Formulations :
» Comprimés contenant 200 mg ou 153,1 mg d’amodiaquine base sous forme de chlorhydrate.
+« Pharmacocinetique :
Le chlorhydrate d’amodiaquine est rapidement absorbé au niveau des voies digestives. Il est
rapidement métabolisé dans le foie en déséthylamodiaquine, son métabolite actif qui assure
presque complétement I”effet antipaludique®.
On ne dispose pas de suffisamment de données sur la demi-vie d’élimination plasmatique
terminale de la déséthylamodiaquine. On a retrouvé de [I’amodiaquine et de la
déséthylamodiaquine dans les urines des patients plusieurs mois aprés I’administration.
% Toxicité :
Les effets indésirables de I’amodiaquine sont semblables a ceux de la chloroquine. L’amodiaquine
provoque moins de prurit et a un goGt plus agréable que la chloroquine, mais elle est associée a un
risque plus élevé d’agranulocytose et, dans une moindre mesure, d’hépatite lorsqu’elle est utilisée
pour la prophylaxie®’. Le risque d’une réaction indésirable grave suite & son usage prophylactique
(qui n’est plus recommande) semble se situer entre 1 pour 1000 et 1 pour 5000. On ignore si ces
risques sont moindres lorsque I’amodiaquine est utilisée pour traiter un acces palustre. Apres
surdosage, I’effet cardiotoxique semble étre moins fréquent qu’avec la chloroquine. Avec des
doses importantes d’amodiaquine on a rapporté des cas de syncope, de spasticité, de convulsions et
de mouvements involontaires.
+« Interactions médicamenteuses :
Les données dont on dispose sont insuffisantes.

111.3.3.Dihydroartémisinine :

Formule:

3,12-Epoxy-12H-pyrano(4,3-j)-1,2-benzodioxepin-10-ol, decahydro-3,6,9-trimethyl-,
(3R,5aS,6R,8aS,9R,10S,12R,12aR)-

Poids moléculaire : 284,4[g/mol]
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Figure 7: Structure de la Dihydroartémisinine

La dihydroartémisinine est le principal métabolite actif des dérivés de I’artémisinine, mais elle
peut également étre administrée par voie orale et rectale en tant que médicament. Elle est
relativement insoluble dans I’eau, et exige une formulation avec les excipients voulus pour étre
suffisamment absorbée. Elle permet d’obtenir des taux de guérison analogues a ceux de
I’artésunate par voie orale. Une formulation en doses fixes avec la pipéraquine est actuellement en
cours d’évaluation en tant qu’association médicamenteuse comportant de I’artémisinine (CTA)

prometteuse.

« Formulations :

» Comprimés contenant 20 mg, 60 mg ou 80 mg de dihydroartémisinine ;
* Suppositoires contenant 80 mg de dihydroartémisinine.

% Pharmacocinétique :

La dihydroartémisinine est rapidement absorbée aprés administration orale et les pics de
concentrations sont atteints au bout de 2 heures et demie environ. L absorption par la voie rectale
est un peu plus lente, avec des pics de concentrations obtenus environ 4 heures apres
administration. Pres de 55% de la dihydroartémisinine se fixent aux protéines plasmatiques. Sa
demi-vie d’élimination est d’environ 45 minutes du fait qu’elle est éliminee par glycuronidation
intestinale et hépatique®®.

< Toxicité :

L’artémisinine et ses dérivés sont sans danger et remarquablement bien tolérés*® *°. Certains

rapports ont fait état de troubles gastro-intestinaux bénins, de vertiges, d’acouphenes, de
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réticulopénie, de neutropénie, d’une élévation des transaminases hepatiques et d’anomalies électro
cardiographiques, notamment de cas de bradycardie et d’allongement de I’espace QT, mais la
plupart des études n’ont pas retrouvé de telles anomalies. Le seul effet indésirable potentiellement
grave rapporté avec cette classe de médicaments est une réaction d’hypersensibilité de type 1 chez
environ 1 malade sur 3000°*. Sa neurotoxicité a été rapportée dans des études chez I’animal, en
particulier avec de trés fortes doses d’artémotil et d’artémether administrées par voie

52, 53, 54
. De

intramusculaire, et n’a pas trouvé confirmation chez I’homme la méme fagon, des déces

d’embryons et des anomalies morphologiques en début de gestation ont été mis en évidence dans
des études sur les animaux°. L’artémisinine n’a pas été suffisamment évaluée en Afrique au
premier trimestre de la grossesse et doit donc étre évitée pendant cette période chez les patientes

présentant un paludisme simple jusqu’a ce que I’on dispose d’avantage d’informations.
% Interactions médicamenteuses :
Aucune connue.

111.3.4. Luméfantrine (benflumetol) :
Formule : 2-(dibutylamino)-1-[(9 Z)-2, 7-dichloro-9-[(4-chlorophenyl) methylidene] fluoren-4-yl]
ethanol.C30H32CI3NO.

Poids moléculaire : 528,9 [g/mol]

cl !
cl I

HBIC\/\/h
Figure 8: Structure de la Luméfantrine

La luméfantrine appartient au groupe des amino-alcools qui comprend également la quinine, la
méfloquine et I’halofantrine. Elle a le méme meécanisme d’action. La luméfantrine est un dérivé

racemique du fluor mis au point en Chine.
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Elle n’est disponible que sous forme de préparation pour voie orale dans laquelle elle est associée a

I’artémether.

° Formulation :

Uniquement disponible sous forme de préparation orale dans laquelle elle est associée a
I’artémether : Comprimés contenant 20 mg d’artémether et 120 mg de luméfantrine.

. Pharmacocinétique :

La biodisponibilité orale est variable et hautement dépendante de I’administration concomitante

d’aliments gras>® °".

L’absorption augmente de 108% apres un repas et est plus lente chez les malades présentant un

acces palustre aigu que chez les convalescents.

Le pic des concentrations plasmatiques s’observe environ 10 heures aprés administration. Sa demi-

vie d’élimination terminale est d’environ 3 jours.

J Toxicité :

Malgré des similitudes de structure et de propriétés pharmacocinétiques avec I’halofantrine, la
luméfantrine n’allonge pas de facon importante I’espace QT et n’a aucune autre toxicité
importante®. En réalité, ce médicament semble étre remarquablement bien toléré. Les effets

secondaires signalés sont en général bénins — nausées, inconfort abdominal, céphalées et vertiges

et sont impossibles a distinguer des symptémes de I’acces palustre aigu.
. Interactions médicamenteuses :

Le fabricant de I’artemether-lumefantrine recommande d’éviter I’administration des substances
suivantes : jus de pamplemousse ; antiarythmiques tels que I’amiodarone, le disopyramide, le
flécainide, le procainamide et la quinidine ; antibactériens tels que les macrolides et les quinolones
; tous les antidépresseurs ; antifongiques tels qu’imidazoles et triazoles ; terfénadine ; autres
antipaludiques ; tous les antipsychotiques ; et les bétabloguants tels que le métoprolol et le sotalol.
Cependant, rien ne permet de penser que la coadministration de ces medicaments présente un

danger.
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1.4 Généralités sur la résistance de Plasmodium falciparum aux antipaludiques de
I’étude :
111.4.1. Définition de la chimiorésistance :
L’OMS a défini la chimiorésistance comme I’aptitude d’une souche de parasites du paludisme a
survivre ou a se reproduire malgre I’administration et I’absorption d’un médicament employe a des
doses égales ou supérieures aux doses ordinairement recommandées mais comprises dans les

limites de tolérance du sujet™®.

La résistance de P. falciparum aux antipaludiques est un phénomeéne réel sur tous les continents.
Plusieurs études ont été menées pour expliquer le mécanisme de la résistance. Comme chez les

bactéries, les principaux mecanismes de la résistance pourraient étre dus :
Soit & I’inactivation enzymatique ou & la dégradation des médicaments®.
Soit & une altération du site de fixation du médicament.

Soit & une inhibition de I’entrée du médicament®".

Soit a un reflux actif du médicament au niveau de son site d’action.

111.4.2.La résistance aux médicaments de I’étude :

111.4.2.1. La résistance a la chloroquine :
C’est la molécule de synthése la plus largement distribuée et elle représente assurément I'un des
produits ayant éte le plus utilisé au monde au cours de ces cinquante derniéres années. La large
diffusion des résistances de Plasmodium falciparum a la chloroquine est devenue un facteur

limitant son emploi.

Actuellement deux genes seraient impliqués dans le phénomene de la chloroquino-résistance: le
Pfmdr1 et le Pfcrt ° 2,

= Le Pfmdrl: Plasmodium falciparum multidrug resistant gene

Des homologues du géne mdr, responsables de la multirésistance des cellules cancéreuses aux

médicaments anticancéreux ont été découverts chez P. falciparum et nommeés Pfmdrl et Pfmdr2.

Le Pfmdr2 est localisé sur le chromosome 14 de P. falciparum. Les études ont montré qu’il n’était
pas impliqué dans la résistance a la chloroquine. Ce géne ne présente pratiqguement aucune

variation entre les parasites sensibles et ceux résistants®*.
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En revanche des variations dans le nombre de copies du gene Pfmdr1, le géne correspondant situé
sur le chromosome 5 du parasite, associées ou non avec des mutations ponctuelles, ont ete
initialement considérées dans la chloroquino-résistance.

Des mutations ponctuelles de Pfmdrl sont liées a la chloroquino-résistance dans certaines etudes

de terrain, par contre certains auteurs ont trouvé le contraire®* .

Le géne Pfmdrl code pour une protéine de perméabilité d’un poids moléculaire de 170kD. Comme
les homologues des cellules cancéreuses, cette protéine serait impliquée dans le transport trans-
membranaire de la chloroquine et d’autres molécules®. Une mutation au niveau du Pfmdrl Asn-

Tyr en position 86 pourrait contribuer & la chloroquino-résistance®’.
v Le Pfcrt (Plasmodium falciparum chloroquine resistance transporter) gene :

L’équipe de Wellems au NIAID/NIH a montré qu’une mutation de ce gene codant pour une
protéine trans-membranaire (Pfcrt) de la vacuole digestive de Plasmodium falciparum est
responsable de la résistance a la chloroquine.Certains auteurs ont trouvé des resultats similaires

tant in vitro qu’ in vivo®.

Cette premiere étude a montré que les souches résistantes d’Asie et d’Afrique ont un des
variants "Pfcrt" qui differe du gene sensible a la chloroquine par 7 ou 8 mutations ponctuelles. En
Amérique du sud, cette résistance est associée a d’autres variants "Pfcrt" porteurs de plusieurs
mutations. Toute fois, les variants "Pfcrt” de ces trois régions ont en commun, deux mutations
spécifiques (K76T et A220S). Les auteurs ont trouvé que la mutation d’un unique géne situé sur
le chromosome 7 de Plasmodium falciparum conférait la résistance a la chloroquine. lls ont
également pu convertir une souche sensible a la chloroquine en une souche résistante en lui
introduisant le géne muté "Pfcrt”. Une étude réalisée sur terrain et adoptant le protocole de I’'OMS
1996 a montré que tous les patients porteurs d’une infection palustre aprés traitement a la
chloroquine présentaient la forme mutée de ce géne®. Toutefois on ne connait pas encore le role
précis et la fonction jouée par la protéine codée par ce géne, ni le mécanisme par lequel cette

protéine confere la résistance a la chloroquine.
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111.4.2.2. Résistance a I’lamodiaquine :
Jusqu’a nos jours il n’y a pas de marqueur moléculaire associé a la résistance pour I’amodiaquine.
On pense que des variations alléliques sur le Pfcrt et sur le Pfmdrl auraient une relation avec une

élévation de résistance a I’amodiaquine”®.

111.4.2.3. Résistance a la dihydroartémisinine :
Des études récentes ont montré avec des preuves impeérieuses que les dérivés d’artémisinine
agissent par inhibition sélective sur la protéine PfATPase6, le seul type SERCA Ca ** ATPase dans

le génome de P. falciparum, semble étre la cible principale pour les dérivés d’artémisinine’ ",

Enfin, pour la premiére fois, lI'allele PfATP6 769N, a été récemment associé a la diminution de la
sensibilite a lI'artémisinine dans une étude d’efficacité aux CTA. Cette mutation représente une

spécificité géographique, car il a jusqu'ici seulement été détecté en Amérique du Sud.

111.4.2.4. Résistance a la luméfantrine :
La mutation Pfmdrl N86 a été associée a une réduction de la sensibilité a la luméfantrine in vitro®
° Cependant, il a été suggéré que la sélection de la mutation Pfmdrl N86 peut représenter le

marqueur de tolérance a la luméfantrine”*.

111.5. Meéthode d’évaluation de la chimiorésistance :

L’évaluation de la chimiorésistance a été standardisée par I’OMS pour I’espéce
Plasmodium falciparum. Il s’agit d’épreuves d’évaluation in vivo et in vitro.

111.5.1. Tests in vitro:
Il consiste a mesurer I’inhibition de la maturation en schizontes des parasites isolés chez un sujet,
en présence de doses croissantes d’un antipaludique donné. Aprés le macro-test mis au point par
I’OMS et vite abandonné, ce sont les micro-tests qui sont actuellement utilisés. On distingue:

111.5.1.1. Tests optiques:

Le micro-test OMS et le semi-micro-test de Le Bras’* "

ont été mis au point a la fin des années 70
afin d’évaluer la sensibilité de P.falciparum a certains médicaments. Ils sont basés sur la capacité
des doses croissantes d’antipaludiques testés a empécher la maturation des trophozoites de
Plasmodium falciparum en schizontes, lorsque le prélevement sanguin est mis en culture dans du
milieu RPMI (Roosevelt Park Memorial Institute) et incubé a 37°C, en présence du CO; et de

I’O,, pendant 24 & 48 heures. Les resultats s’expriment en concentration minimale inhibitrice
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(CMI), pour le micro-test OMS, et en concentration inhibitrice 50% (Clsg) ou 90% (Clgo) pour le

semi-micro-test.

111.5.1.2. Tests isotopiques:
Il s’agit du micro-test isotopique de Desjardins et le semi-micro-test isotopique de Le Bras et

Deloron™®"’,

Ce sont des modifications, respectivement, du micro-test OMS et du semi-micro-test optique par
I’adjonction dans chaque cupule d’un radio-isotope, I’hypoxanthine tritiée. La maturation des
parasites est révélée par I’incorporation du radio-isotope dans le noyau des parasites. La mesure de
la radioactivité se fait apres 42 a 48 heures d’incubation, a I’aide d’un compteur a scintillation. Les
résultats sont donnés en coups par minute (CPM) et I’activité du médicament est exprimée en Cls

ou en Clgg.

111.5.1.3. Les Nouveaux tests:

Les tests recemment mis au point sont :

- Le micro-test de MARKII
- Le test de MAKLER

- Les tests moléculaires

111.5.1.3.1. Micro-test de MARKII:
C'est une modification du macro-test par les mémes auteurs qui se sont inspirés de la technique de
la culture continue de TRAGER et JENSEN. Il consiste a mettre en culture pendant 24 a 48 heures
a 37°C sur des plaques de titration traitées avec différents antipaludiques a doses croissantes. Les

kits sont fournis par I’OMS et donnent des doses critiques de sensibilité pour chague médicament.

111.5.1.3.2. Test de MAKLER ™
C'est un test enzymatique fondé sur la capacité de la lactate déshydrogénase (LDH) de P.
falciparum a utiliser rapidement le 3-acétylpyridine adénine dinucléotide dans la réaction
aboutissant a la formation du pyruvate a partir du L-lactate. Le test vise a détecter et a quantifier la
pLDH par une technique enzymatique, en présence de I’antipaludique étudie.

Il existe une corrélation entre la densité parasitaire et I’activité de la pLDH.
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111.5.1.3.3. Tests moléculaires: Technique de Réaction de Polymérisation en
Chaine (PCR) :
v Principe :

Cette technique permet d’évaluer le niveau de mutation du parasite. Elle consiste en une
amplification exponentielle de I’ADN plasmodial en présence d’une enzyme (Taq polymérase),
d’amorces spécifiques et d’un milieu tampon. La révélation se fait par électrophorese de I’ADN

amplifié sur gel d’agarose a 2%.
v Technique :

Cette technique décrite en 1985 par K. Mullis et al. permet une amplification enzymatique in vitro
de I’ADN initial. Elle nécessite de connaitre la séquence des régions qui delimitent de I’ADN a
amplifier. Connaissant ces deux séquences, on synthétisera deux oligonucléotides qui ont deux
fonctions. La premiere étant la reconnaissance de la partie de I’ADN a amplifier et le deuxiéme

servant d’amorces a la Taq polymérase.
Des cycles successifs sont entrepris, chaque cycle comprenant :
* Dissociation par la chaleur pour séparer les deux brins de I’ADN.

* Association avec les deux amorces spécifiques. La fixation des amorces aux brins d’ADN est
rendue possible grace a un abaissement de tempeérature. Un des deux oligonucléotides se fixe sur

un brin de I’ADN, le deuxieme sur I’autre.
* Elongation des amorces avec un ADN polymérase.

Cette technique a eu de I’ampleur avec la découverte en 1988 d’un ADN polymérase non inactive
par la chaleur. Il s’agit de la Tag polymérase (isolée d’une bactérie thermophile adaptée a la vie
dans des sources d’eau chaude (" thermus aquatus ). Avec la Taq polymérase on peut effectuer un
nouveau cycle (dissociation, Association des amorces, réplication de I’ADN) sans avoir a ajouter
chaque fois de I’enzyme.

Il est maintenant possible d’automatiser ces réactions grace a des thermocycleurs programmables

en température et en temps.
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111.5.2. 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 contréler 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. Actuellement I’OMS propose des suivis de 28, 28, 42, 42 et 63 jours respectivement pour
la chloroquine, I’amodiaquine, la sulfadoxine-pyriméthamine, la luméfantrine-artémether
(Coartem®) et la méfloquine”®.

= Test standard de I’OMS de 28 jours *°:

Il consiste a traiter les patients présentant une infection mono spécifique a Plasmodium falciparum
avec controle de la parasitémie aux jours 1, 2, 3, 7, 14, 21 et 28.
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IV.METHODOLOGIE :
V.1 Lieu d’étude :
L’étude s’était déroulée dans trois localités: Faladjé, Kollé, et Bancoumana.

IV.1.1. Faladjé :

1) Limites géographique de la commune rurale de N'TJIBA :

La commune de N’TJIBA est limitée a I’est par la commune de Jedougou a I’ouest par la
commune de Bozofala (Baoulé), au nord par le village de Daban, au sud par la commune de

Kalifabougou.
2) Situation géographique du village de Faladjeé :

Faladje (le chef lieu de la commune de N’TJIBA) est situé dans la zone de savane sud
soudanienne du Mali. Le village est limité au Nord par Boula, au Sud par Konkou-Zambougou, a
I’Ouest par Sognebougou et a I’Est par N’teguedo. Le village est situé a 60 Km de Kati et 80 Km

de Bamako.
3) Climat et vegétation :

. Le climat est caracterisé par deux saisons : la saison seche, et la saison pluvieuse. En saison
pluvieuse les habitants s’occupent des travaux champétres et en saison seche des travaux
d’aménagement. La saison des pluies dure 6 a 7 mois (mai-novembre) avec une pluviométrie
maximale en ao(t et la saison séche de 5 & 6 mois (décembre-avril).

o La végétation est dense et on y rencontre des grands arbres: le cailcédrat (Khaya
senegalensis) le neré (Parkia biglobosa), le karité (Vitellaria paradoxa), etc.... La végétation est
de type savane.

4) Hydrographie :

On vy rencontre quelques cours d’eau saisonniers. Nous avons le Koba (grand marigot) au
Nord du village, le Tomba a I’est et la mare Taya a I’ouest du village. Les cours d’eau sont

exploités par les femmes en saison séche.

On Yy fait des cultures maraichéres (gombo, oignon, aubergine, haricot, chou, salade, betterave,

etc.). La péche est inexistante.
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5) Population :

Mosaique ethnie, avec environ ses 2910 habitants selon le recensement démographique du
Département d’épidémiologie des affections parasitaires (DEAP) de décembre 2001, le village de
Faladjé comprend les Bambara (I’ethnie majoritaire) qui cohabitent avec les peuhls, soninkés,

maures, etc.

La religion occupe une place importante dans la vie des habitants. C’est ainsi que I’islam occupe

presque les 70 %, le christianisme, 20 % et I’animisme 10 % de la population locale.

Avec une population de 2910 habitants le village de Faladjé comprend cing quartiers : Bamanan-

kin, Doura-kin, la Mission, Djélibabougou et le quartier des eaux et foréts.

A la sortie du village, I’habitat de facon génerale en banco est fait en terrasse, en particulier nous

pouvons rencontrer des concessions en tole et rectangulaires.
6) Activité économique :
La vie économique est basée sur I’agriculture et I’élevage. Les 90 % de la population

pratiquent I’agriculture qui demeure la principale activité.

Le marché local offre des produits agricoles comme le sorgho, le mais, I’arachide, le mil, le
riz, les légumes (salade, chou,), les tubercules (pomme de terre, manioc, patate, igname,). Les

fruits sont produits en fonction des saisons (mangue, goyave, pastéque, melon).

L’elevage, seconde activité, reste essentiellement le domaine de prédilection des peuhls, qui

élevent les bovins, les ovins, les caprins.

Il faut noter que I’élevage des petits ruminants (ovins, caprins, équidés et volaille) est pratiqué

par les habitants.

Les porcins sont éeleves par certaines familles chrétiennes. Ajoutons que le marché local
hebdomadaire est alimenté par des produits (céréales, tissus, cola, poisson fumé produits
pharmaceutiques) provenant de Kati et Bamako.

7) Infrastructures socio-sanitaires :
L’aire de santé de Faladjé couvre toute la commune de N’TJIBA. Le systeme de santé est constitué

d’un dispensaire qui est la seule structure de santé de la commune.
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Le personnel dispense des soins en médecine générale en pédiatrie, en plus le centre dispose d’une

maternité bien équipée, les vaccinations sont rigoureusement suivies au niveau de Faladjé.

Le village de Faladjé dispose d’une école de premier et second cycle privé dirigé par la mission
catholique et une école communautaire.

IV.1.2.Kollé :

1) Situation géographique :

Kollé est situé sur la route reliant Bamako a Kangaba-Kankan (Guinée). C’est un village de
I’arrondissement de Siby, cercle de Kati, région de Koulikoro, dans la zone soudano-sahélienne. Il
est situé au sud du chef lieu d’arrondissement Siby), a une distance de 17 km. Il est limité au sud
par le fleuve Niger a 9 km, a I’ouest par Samako 6 km, au sud-ouest Bancoumana distant de 3 km,
au nord par Ténéya, nord-est par Koursalé distant de 7 km, et a 57 km au sud ouest de Bamako.

On note a I’ouest, une colline avec une superficie de 160 hectares, par contre le nord est
limité par un plateau qui couvre une superficie de 1510 hectares. Le relief est suffisamment plat et
constitué de plaine qui couvre la majeure partie (environ 5020 hectares ) avec une zone inondable
et une zone exondée constituant de larges gites larvaires d’anopheéles en saison de pluies.

2) Climat et végetation :

Kollé a un climat qui est de type soudanien, la mousson (vent maritime) I’harmattan (vent

continental), se partagent I’année.

On distingue deux saisons :

) L’une pluviométrique qui va de mai a octobre avec le maximum de pluie en aolt et
septembre.
) Et I’autre, séche qui est fraiche de novembre a janvier et chaude de février a avril.

La végétation est une savane arborée composée de :

o Plantes herbacées : Penisetum pedicellatum, Cymbopogon giganteus, Hyperhenia dissolita,
Boudetia togolensis, Andropogon sp.

o Plantes ligneuses : Combretum sp ; acacia sp ; Khaya senegalensis, Farkia biglobosa,
Adansonia digitata, Bautina sp ; Tamarindus indica, Vitellaria paradoxa, Guiera senegalensis

o Plante lianexentes : Saba senegalensis.
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3) Population :
La population estimée a 2500 Habitants environ est constituée essentiellement de Malinkés et
quelques Peulhs selon le recensement socio-démographique.
La religion musulmane est la plus dominante.

4) Activité économique :
L’ agriculture, I’élevage et le commerce représentent les principales activités economiques des
habitants de Kollé.

5) Infrastructures socio-sanitaires :
Le village dispose d'un centre dalphabétisation, d'une medersa, d’une école primaire
d'enseignement publique.
Il dispose également d’un dispensaire comprenant une salle d’accouchement dirigé par un
infirmier et une matrone dont le personnel est entierement a la charge du projet.

1V.1.3.Bancoumana :
C’est un village rural situé a 60 Km au sud ouest de la capitale Bamako dans la savane Nord
soudanienne du Mali. Il fait parti de la commune de Siby, cercle de Kati région de Koulikoro. Il se
trouve sur la route reliant Bamako a Kangaba - Kankan (Guinée).
Il se trouve a 5 km du fleuve Niger sur sa rive gauche. A I’est, se trouve le village de Kollé. A I’ouest, il
est limité par le village de Samako et au sud par le village de Dankassa sur la rive gauche du fleuve
Djoliba.
Il est situé a 8°20 de longitude ouest et 12°20 de latitude Nord. Au nord, on note des prolongements
des monts mandingues, au sud une grande plaine inondable propice a la culture du riz et du tabac, et la
mare sacrée qui forme par endroit d’innombrables gites larvaires en saison pluvieuse. En plus du fleuve
Niger a 5 km, le village est arrosé par un cours d’eau permanent, la Koba, situé a 500 m a I’ouest.
Le climat est de type soudanien. La mousson et I’harmattan se succédent au cours de I’année.
On distingue deux saisons:
X Une saison pluvieuse qui va du mois de mai au mois d’octobre avec le maximum de pluie en
aolt et septembre.
X Une saison seche fraiche (novembre-janvier) et une saison séche chaude (février - avril).
La végétation est une savane arborée typique du climat soudanien. La population a été estimée a

environ 10 000 habitants d’apres le recensement réalisé par I’équipe du DEAP en 2002. Elle est
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majoritairement malinké, avec quelques peuhls et bambaras. L’Islam est la religion dominante. Il existe
cependant des chrétiens et des animistes.
On y trouve deux types d’habitation : des cases rondes ou rectangulaires en banco avec toits en
chaumes et /ou en tdles. L agriculture est la principale activité économique avec I’élevage et I’artisanat.
Le village dispose de:
v Une école fondamentale, construite avec I’aide de I’ONG Plan international et la participation
de la communauté villageoise.
v Un dispensaire devenu un Centre de Santé Communautaire (CSCOM) sous la direction d’un
médecin dans le quel est logé I’équipe de Bancoumana du MRTC.

V.2 Période et type d’étude :
Nous avons réalisé une étude prospective entre octobre et novembre 2005.

V.3 Population d’étude :

La population concernée par cette étude était des enfants de la tranche d’age de 6 a 59 mois.
v' Critéres d’inclusion:

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

. étre agé de 6 a 59 mois résidant dans ces villages depuis au moins 6 mois

. avoir des signes cliniques évocateurs d'un acces palustre simple

. avoir une température axillaire non corrigée comprise entre 37,5°C et 39°C

. avoir une goutte épaisse positive mono-spécifique a P. falciparum avec une densité

parasitaire comprise entre 2000 et 200000Tf/mm? de sang

o ne pas avoir d’autres pathologies pouvant compromettre I’inclusion
. avoir l'assentiment éclairé des parents.
V.4, Echantillonnage et taille de I’échantillon:

Puisqu’il s’agissait d’une étude exploratoire, nous nous sommes fixes une taille de 50 echantillons.
Nous avons recu 59 échantillons de malades qui ont donné un taux de succes au test de
chimiosensibité 79,7% (47/59).
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IV.5. Méthodes de collecte des données:
Les donnees ont été collectées dans les trois villages dans le cadre d’études des marqueurs

moléculaires de la quinine et de la sulfadoxine-pyriméthamine a Kollé, a Faladjé et a Bancoumana.

Tous les malades ont bénéficié d’un examen clinique complet et de prélevement de sang pour

réaliser les examens biologiques.

Les données ont été collectées au poste de biologie a partir de prélevements directs de sang
capillaire et de sang veineux sur tube EDTA. Ces préléevements ont servi a la confection de la
goutte épaisse, au frottis mince, a la mesure du taux d’hémoglobine, aux confettis pour la PCR, a

obtention du plasma et a la réalisation du test pLDH ELISA (mesure des Clsp).

1V.6. Déroulement de I’enquéte :
L’équipe de recherche était divisée entre trois postes de travail. Au poste n°l, détenu par
I’infirmier de I’équipe, se faisait la sélection de tous les enfants cibles qui avaient des signes
évocateurs de paludisme. Ces enfants ainsi selectionnés étaient envoyes au poste n°2 munis d’une

fiche individuelle d’identification pour une goutte épaisse et un frottis mince.

Apreés coloration et lecture de la goutte épaisse, le résultat était porté sur les fiches d’identification

et envoyé au poste n°3 des médecins cliniciens.

Lorsque les conditions d’inclusion étaient réunies (parasitémie, espece plasmodiale obtention de
I’assentiment...), le médecin en charge des inclusions décidait d’inclure le sujet dans le protocole.
Alors il était reconduit au poste n°2 pour le prélevement de sang veineux. Tous les cas hors

protocole étaient pris en charge par un autre médecin.

V.7 Techniques de laboratoire:

IVV.7.1. Examens parasitologiques:
La recherche des hématozoaires du paludisme a été effectuée sur la goutte épaisse et sur le frottis
mince. La goutte épaisse a servi a la détermination de la densité parasitaire (DP). Quant au frottis

mince, il a été utilisé pour déterminer I’espece plasmodiale.

1V.7.2. Examen hématologique :
L’examen hématologique a permis la mesure du taux d’hémoglobine a I’aide de « HemoCue B-
Hemoglobin Analyzer ». Le protocole est celui de I’OMS, 19828
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1V.7.3. Etudes de biologie moléculaire:
Les études moléculaires ont été faites dans les locaux de I’Unité d’Epidémiologie Moléculaire et
de Chimiorésistance (MEDRU) du Département d’Epidémiologie des Affections Parasitaires
(DEAP). Pour cela, le matériel biologique utilisé, était I’ADN plasmodial extrait a partir des

papiers confettis réalisés sur le terrain.

IV.7.3.1. Principe général de la PCR :
Le principe de cette technique moléculaire est d'utiliser de maniére répétitive I'une des propriétés
de I’ADN polymérase, celle de pouvoir synthétiser un brin complémentaire d'/ADN a partir d'une
amorce. Les acteurs de la PCR sont essentiellement I'ADN, deux amorces (un sens et un 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 dissociation (dénaturation), une association (hybridation) et une élongation (extension). Les
produits d'amplification sont ensuite soumis a une électrophorese sur gel dagarose contenant du

Bromure d'Ethidium.

IV.7.3.2. Modes opératoires normalisés pour la confection d’un confetti (papier
buvard):

a. Principe :

Le principe consiste a imbiber du papier buvard avec du sang d’un sujet souffrant de paludisme a

P.falciparum pour des analyses moléculaires.
b. Echantillon et lieux de prélevement :

Il s’agit de sang capillaire prélevé par ponction a I’aide de vaccinostyle stérile au niveau de la face
latérale de I’extrémité du 3° ou 4° doigt de la main gauche qui doit étre indemne de toute

pathologie.
C. Matériel et réactifs :

Pour la confection du confetti, nous avons utilisé le matériel suivant: Papier buvard (3MM
Whatman, Hillsboro, OR), gants stériles, vaccinostyle stérile (lancette), coton hydrophile sec,
enveloppes standards, ciseaux, poubelle pour vaccinostyles usés et I’alcool 70%, registre, stylo,
agrafeuse, scotch type OMS, insecticide, cantine sous clé.
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d. Mode opératoire:

- Découper du papier buvard Wattman a I’aide d’une paire de ciseaux environ 4

cm de long sur 2 cm de large

- Diviser un des deux bouts du papier en quatre dents (1/2 cm de largeur sur 1

cm de hauteur)

- Inscrire le numéro d'identification du patient et la date sur I’autre bout du

papier buvard

- Désinfecter la face latérale de I'annulaire gauche a I'aide d'un coton hydrophile
imbibé d'alcool a 70%

- Piquer d’un coup sec a l'aide d'un vaccinostyle stérile le dit doigt ;

- Essuyer la premiere goutte de sang a l'aide d'un morceau de coton sec, ensuite

imbiber le papier buvard de sang
- Laisser sécher le confetti a I’abri des mouches et de la poussiére.
e. Gestion du confetti :

Apres sechage, le confetti est logé dans une enveloppe portant les mémes spécifications que le
confetti. Le tout est gardé soigneusement dans une cantine sous clefs a I'abri de la poussiere, des

insectes et des rongeurs.

IV.7.3.3. Modes opératoires normalisés pour I’extraction de I’ADN plasmodial par la
méthode de méthanol :

1. Principe :
Il consiste a extraire I’ADN de P. falciparum des confettis en utilisant le méthanol.
2. Matériel et réactifs:

Le matériel utilisé pour I’extraction de I’ADN plasmodial se composait de: papier buvard, gants
stériles, ciseaux, micropipettes de 200 et 1000 pl, embouts de 200 et 1000 pl, tubes de 500 pl,
tubes de 1,5 ml, plaque chauffante, agitateur, papier hygiénique, méthanol, eau stérile, marqueurs a
bout fin indélébile, minuterie, portoir, congélateur a —20 °C, becher, poubelle.
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3. Controdle de qualite :

Respecter rigoureusement le protocole d’extraction et tester le solvant d’extraction (eau) comme
un témoin négatif au cours de la PCR d’essai. Contréler la température en sorte que les aérosols ne

passent d’un tube a un autre entrainant un inter contamination.
4. Mode opératoire :
- Porter des gants stériles
- ldentifier les tubes de 500 pl conformément aux numéros des confettis a traiter

- Découper et laisser tomber approximativement 4 morceaux de 3 mm? du

confetti dans le tube Eppendorf correspondant.

- Ajouter 75 & 100 pl de méthanol dans chaque tube contenant les morceaux de

confettis préalablement découpés de maniére a les immerger entiérement

- Recouvrir les tubes ouverts a I’aide de papier hygiénique et les laisser incuber

pendant 15 min a la température ambiante du laboratoire

- Puis, verser le méthanol contenu dans les tubes sans faire tomber les morceaux

de confettis et les sécher completement sous vide ou a l'air libre

- Aprés séchage, ajouter dans chaque tube 150ul d’eau stérile ou dé ionisée puis

les fermer

- Mettre 150ul de I’eau utilisée pour I’extraction dans un tube vide sans confettis

qui serviront de contr6le négatif pour cette eau d’extraction.

- Chauffer les tubes dans un bloc chauffant pendant 15 min entre 95-100°C.

Agiter les tubes toutes les 5 minutes pendant I’incubation

- Enfin, stocker les ADN ainsi extraits dans un congélateur a —20°C apres les

avoir refroidi sous température ambiante
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IV.7.3.4. Mise en évidence des génotypes Pfcrt K76T, Pfmdrl N86Y, PfATPase6 S769N

par restriction enzymatique :

1) Principe :

Une double amplification (double PCR = Nested-PCR ou PCR nichée) d’une portion du gene
susceptible de comporter la mutation cible est tout d’abord réalisée ; le produit de la premiére
amplification étant utiliseé pour effectuer la seconde.

L’ADN extrait des confettis étant de faible quantité, la PCR nichée permet d’obtenir des produits

de PCR détectable sur gel d’agarose.

A chaque PCR, des amorces spécifiques par point de mutation sont utilisées. Les génotypes des
génes Pfcrt, Pfmdrl, PfATPase6 sont ensuite déterminés par restriction enzymatique au niveau des
codons 76 pour Pfcrt, 86 pour Pfmdrl, 769 pour PfATPase6.

2) Echantillon :
Les échantillons sont constitués de I’ADN extrait des confettis au méthanol.
Témoins positifs du codon sauvage : 3D7 pour Pfcrt et Pfmdrl
Témoins positifs du codon mutant : Dd2 pour Pfcrt et Pfmdrl
Les témoins locaux (un sauvage et un mutant) ont éteé utilisés pour PfATPase6.
3) Matériel :

La mise en évidence de ces mutations a nécessité ce matériel ci-aprés : ADN plasmodial, gants
stériles, tubes (0,5 ml, 1,5 ml, 15 ml, 50 ml), pipettes (2ul, 10 pl, 20 pl, 200 pl, 1000 ul), embouts
stériles (2 ul, 10 pl, 20 ul, 200 ul, 1000 ul), cisecaux, agitategtectrique, portoirs, chronometre,

papiers hygiéniques, papiers aluminium, marqueurs, bac de migration, moule et peigne a gel,
scotch a papier, para-film, cahier de paillasse, bics, centrifugeuse électrique, thermocycleur,
balance pese produit, erlenmeyer, appareil photo UV, film polaroid 667, éprouvette graduée de

100 ml, spectrophotometre, hotte, réfrigérateur-congélateur, incubateur, poubelle.
4) Réactifs:

. Pour déterminer le génotype au codon 76 de Pfcrt:

1. Paire d’amorces utilisées pour la 1% amplification :
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P1: CCGTTAATAATAAATACACGCAG

P2: CGGATGTTACAAAACTATAGTTACC

La taille attendue du produit de PCR est de 537 pb (paire de base).
2. Paire d’amorces utilisées pour la 2°™ amplification:
D1: TGTGCTCATGTGTTTAAACTT

D2: CAAAACTATAGTTACCAATTTTG

La taille attendue pour les produits de PCR est de 134 pb.

3. Enzyme de restriction utilisée : Apol, I’enzyme coupe les souches de génotypes sensibles en
100+34 pb.

. Pour déterminer le génotype au codon 86 de Pfmdrl
1. Paire d’amorces utilisées pour la 1ére amplification :
MDR-1 : ATGGGGTAAAGAGAGAAAGA

MDR-2 : AACGCAAGTAATACATAAAGTCA

La taille attendue du produit de PCR est de 603 pb.

2. Paire d’amorces utilisées pour la 2éme amplification:
MDR-3 : TGGTAACCTCAGTATCAAAGAA

MDR-4 : ATAAACCTAAAAAGGAACTGG

La taille attendue du produit de PCR est de 521pb.

3. Enzyme de restriction utilisée : Afllll, I’enzyme coupe les souches de génotypes mutants
(226pb).

. Pour déterminer le génotype au codon 769 de PfATPase6 :
1. Paire d’amorces utilisées pour la 1ere amplification :

Amorce atp6_oF: AACAAATGGATATGAAGCTATA
Amorce atp6_oR: CATATTTGTGTATTTTTATTATTTG
La taille attendue du produit de PCR est de 708 pb
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2. Paire d’amorces utilisées pour la 2éme amplification

Amorce atp6_ nF : GAAACTTATGAGTGTTATTGTTG

Amorce atp6_ nR : TGTATTCTTAATATTTAAATCTTTAQTA

La taille attendue du produit de PCR est de 244 pb

3. Enzyme de restriction utilisée : Scal, I’enzyme coupe les souches de génotype sauvage

217 pb + 27 pb et ne coupe pas le mutant.
5. Autres réactifs utilisés :

Méthanol, agarose, bromure d’éthidium, 10X tampon de PCR 2,5 Mg*, dNTP, chlorure de
magnésium , Taq polymeérase, eau dé ionisée, eau stérile, Tris Borate EDTA (TBE), serum

albumine de bovins (BSA), tampon de digestion, , colorant de migration (Dye).
6. Méthodes :
v 1°" amplification:
Inscrire le numéro d’identification du confetti sur le tube eppendorf

Préparer le milieu réactionnel en fonction du nombre d’échantillons a traiter
(tableau I)

Repartir dans chaque tube 20ul du milieu réactionnel
Ajouter 5ul d’ADN dans chaque tube correspondant

Placer les tubes bien fermés dans le thermocycleur pour I’amplification avec le

programme approprié (Tableau 11 ; 111 ; V).
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Tableau I: Composition du milieu réactionnel pour la 1% amplification pour un volume total de

25 pl.
Composant Concentration finale (X)
H,0 -
5X Tampon 2,5mM
10X dNTPs 200uM
100X Amorces 1uM
Taq Palymerase 1UI

ADN plasmodial

TOTAL

Tableau I1: Programme de la premiere amplification de Pfcrt

Etapes Température (°C) Temps
1 Dissociation initiale 94 3 min
2 Dissociation 94 30 secs
3 Association 56 30 secs
4 Elongation 60 1 min
5 Retourner a I’étape 2, 44 fois
6 Elongation finale 60 3 min
7 Fin du programme 4 Infini
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Tableau I11: Programme de la premiere amplification de Pfmdrl

MEDRU/ MRTC /DEAP/ FMPOS

Etapes Température (°C) Temps
1 Dissociation initiale 95 3 min
2 Dissociation 92 30 secs
3 Association 48 45 secs
4 Elongation 48 1 min
5 Retourner a I’étape 2, 44 fois
6 Elongation finale 60 5 min
7 Fin du programme 4 Infini

Tableau IV: Programme de la premiére amplification de PfATPase6.

Etapes Température (°C) Temps
1 Dissociation initiale 95 3 min
2 Dissociation 92 45 secs
3 Association 55 45 secs
4 Elongation 68 45 secs
5 Retourner a I’étape 2, 44 fois
6 Elongation finale 72 5 min
7 Fin du programme 4 Infini

2™ amplification :

Inscrire le numéro du tube de la premiére amplification sur le tube de la 2°

amplification;

Préparer le milieu réactionnel pour la ptme amplification en fonction du nombre

d’échantillons a traiter (tableau V).

Repartir dans chaque tube 24 pl du milieu réactionnel;

Ajouter 1pl du produit de la 1 *¢ amplification dans chaque tube correspondant

soit un total de 25 pl par réaction;
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Placer les tubes dans le thermocycleur pour la 2°™ amplification suivant le

programme approprié (tableau VI ; VII ; VIII)

Tableau V: Composition du milieu réactionnel pour la deuxieme amplification pour un volume
total de 25 pl.

Composants Concentrations finales(X)
H,0 -
5X Tampon 2,5mM
10X dNTPs 200uM
100X Amorces 1uM
Taq polymerase 1UlI
Produit PCR1 -
TOTAL -
Tableau VI: Programme de la deuxiéeme amplification de Pfcrt
Etapes Température (°C) Temps
Dissociation initiale 95 5 min
Dissociation 92 30 secs
Association 48 30 secs
Elongation 65 1 min
Retourner a I’étape 2, 25 fois
Elongation finale 65 3 min
Fin du programme 4 Infini
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Tableau VI1: Programme de la deuxiéme amplification de Pfmdrl

MEDRU/ MRTC /DEAP/ FMPOS

Etapes Température (°C) Temps
1 Dissociation initiale 95 5 min
2 Dissociation 92 30 secs
3 Association 48 30 secs
4 Elongation 65 1 min
5 Retourner a I’étape 2, 15-20 fois
6 Elongation finale 65 3 min
7 Fin du programme 4 Infini

Tableau VI11: Programme de la deuxieme amplification de PfATPase®6.

Etapes Tempeérature (°C) Temps
1 Dissociation initiale 95 3 min
2 Dissociation 92 30 sec
3 Association 54 45 secs
4 Elongation 68 45 secs
5 Retourner a I’étape 2, 29 fois
6 Elongation finale 72 5 min
7 Fin du programme 4 Infini

Enlever les tubes de la machine et les placer a +4°C dans le réfrigérateur

Migrer les produits de la deuxieme amplification sur un gel d’agarose a 2%

Le résultat est validé lorsque les conditions suivantes sont remplies :

1.

attendue ;

qui sont énonces dans le protocole ;
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3. L’absence effective de bandes au niveau des contréles négatifs.

4. Apres validation des produits de la deuxieme amplification, on procéde a la
digestion.
Zéme

v Digestion enzymatique du produit de la amplification :

Inscrire sur les tubes les numéros des différents échantillons
Préparer le milieu réactionnel pour la digestion (tableau 1X)

Distribuer dans chacun des tubes correspondants 15 pul de ce mélange réactionnel

Ajouter 5 pl du produit de la 2°™ amplification dans les tubes correspondant et les

fermer

Mettre en incubation dans un thermocycleur ou un incubateur ou un bain-marie les
tubes & 50°C pour I’enzyme Apol et & 37°C pour les enzymes Afll1l, Scal pendant 6
heures au minimum.

Enlever les tubes du thermocycleur aprés le temps requis et les placer a + 4°C dans

un réfrigérateur ;
Procéder a la migration sur gel d’agarose a 2%.

Tableau 1X: Composition du milieu réactionnel de digestion enzymatique pour un volume total de
20 pl

Reéactifs Volume (ul)
Pfmdrl N86Y Pfcrt K76T PfATPase6 S769N
10X NEB Tampon N°3 2 2 2
BSA 0,2 0,2 -
Enzyme (Apo 1) 0,25
Enzyme Scal - 0,25
Enzyme AfllII 0,25
H,0 12,55 12,55 12,75
ADN PCR2 5) 5) 5)
Total 20 20 20
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v Electrophoreése:
- La migration se fait sur gel d’agarose a 2%:

- Dissoudre 2g d’agarose dans 100ml de TBE a 0,5X (solution de tampon a une

concentration de 0,5)
- Faire bouillir ce mélange
- Ajouter 5 ul de Bromure d’éthidium dans I’agarose bouillie ;
- Couler le gel dans la moule et attendre sa solidification ;

- Enlever les peignes et placer le gel avec le moule dans le bac de migration contenant le
TBE a 0,5X ; le gel doit étre (immergé) ;

- Découper le papier parafilm;
- Placer sur le parafilm 3 pl de colorant (Dye) pour chaque échantillon a migrer ;
- Placer 5 pl du marqueur de poids moléculaire dans le 1* puits ;
- Mélanger 5 pl de chaque échantillon au Dye puis loger dans le puits le mélange ;
- Faire migrer a 100 Volts pendant 30 — 45 min ;
- Sortir le gel du moule et le placer sur I’appareil a ultra violet (UV) pour la photographie ;
- Marquer devant chaque bande le numéro de I’échantillon correspondant.
v Interprétation de la photographie :
L’interprétation de la photographie du gel tient compte des trois conditions suivantes :
1. Conformité de la taille du produit de la deuxieme amplification avec celle attendue ;

2. Concordance des contrbles positifs (sauvage et mutant) avec ceux qui sont énoncés dans le

protocole ;
3. L’absence effective de bandes au niveau des contréles négatifs.

Une fois ces conditions remplies, un échantillon est jugé sauvage lorsque la taille de sa bande

correspond a celle du contréle sensible. 1l est dit mutant quand la taille du produit digéré est au
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méme niveau que le controle résistant. En revanche le caractére mixte est évoque devant un

échantillon présentant deux bandes correspondant contréles sensible et mutant.

2 3D7 Dd2 Dd2z W1 W2

134 pb
100 pb

Figure 9 : Photographie de gel d'agarose a 2% de la digestion de Pfcrt K76T (Source MRTC/MEDRU)

Légende :

Les échantillons vont du numéro 1a 5

3D7 : Le temoin positif sensible

DD2 : Le témoin positif resistant

W1 : Le témoin négatif de la premiére amplification
W2 : Le témoin négatif de la deuxiéme amplification
Taille normale du produit= 100 paires de base.

PM: Poids Moléculaire.
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mdr1 digestion

22 3d7 DD2

Figure 10 : Photographie de gel d'agarose a 2% de la digestion de Pfmdrl N86Y (Source : MRTC/MEDRU)

Légende :

Les échantillons vont du numéro 1a 22

3D7 : Le témoin positif sensible

DD2 : Le témoin positif resistant

W1 : Le témoin négatif de la premiére amplification
W?2 : Le témoin négatif de la deuxiéme amplification
Taille normale du produit= 226 paires de base

PM: Poids Moléculaire.
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Figure 11 : Photographie de gel d'agarose a 2% de la digestion PfATPase6 S769N (MRTC/MEDRU)
Légende :

Les échantillons vont du numéro 1 a 13

BG7 : Le témoin local positif résistant

BG8 : Le témoin local positif sensible

W1 : Le témoin négatif de la premiére amplification

W2 : Le témoin négatif de la deuxieme amplification

Taille normale du produit= 217 paires de base.

PM : Poids Moléculaire
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IV.7.4. Etude de la chimiosensibilité in vitro de P.falciparum:
IV.7.4.1. Prélévement:
e Tube de prélevement : 2 a 10 ml de sang total preleves sur anticoagulant ACD (acide citrate

dextrose) ou, a défaut, complexons (EDTA), Héparine, Citrate.

¢ Noter les conditions d’arrivée de I’échantillon sur la feuille de prescription (voir annexe) :
température, délai de transmission (ne devrait pas excéder 72 h a 4°C ou 24 h a 24 h a

température ambiante).

IV.7.4.2. Matériels nécessaires a I’analyse :

— Balance de précision

— Diluteur Microlab 510 B

- Refrigérateur + 4 °C

— Congélateur a — 25 °C.

- Congelateur a — 80 °C

- Conteneur d’azote liquide a — 196 °C
- Microscope

- Hottes a flux luminaire et aspirante
- Centrifugeuse

- Agitateur tournant

- Agitateur vibrant

- Incubateurs Cytoperm et Bestell B

- Systeme de transfert de pastilles de filtres + grilles + support
— Etuve thermosi sr 2000 a 37 °C

- Compteur a scintillation liquide

1IV.7.4.3. Matériels et Réactifs:

=

Examen microscopique des parasites :
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- Lames portes objets, lames

— Tubes Borel pour coloration et prisme de Borel
- Support en bois

— Giemsa

- Compte- cellules

2. Préparation de la verrerie pour culture :

- Détergent Mucasol (5 I). Diluer 20 ml (2 bouchons de détergent Mucasol) dans 10 |

d’eau du robinet, apres usage, plonger la verrerie une nuit dans le mucasol dilué,

- Rincer a la main avec I’eau du robinet, rincé a I’eau distillée, sécher,
- Stériliser au poupine.

3. Préparation des solutions méres des antipaludiques :

Une solution mére est préparée en mettant en solution la poudre pesée avec précision dans un
solvant approprié tel que I’eau distillée, dans le méthanol ou dans I’éthanol, en fonction de la

solubilité de chaque antipaludique.

Elles sont aliquotées en tubes en polypropyléne de 5 ml et conservées dans le congélateur a -80° C.
e Matériel :

- Pipettes a 2 traits a usage unique pour culture, stériles (1-2-5-10-25 ml).

- Sabote de pesée (3 cm) et fioles jaugees (10 a 250 ml) lavées au détergent pour culture,

stériles
- Méthanol, éthanol, eau ultra pure (EUP), eau distillée stérile (AP-HP)
- Molécules antipaludiques

Pour chaque lot de plaque, un ou plusieurs tubes sont décongelés, utilisés pour préparer les
dilutions en eau distillée, méthanol (MeOH) ou éthanol (EtOH) et jetés. Les solutions méres sont

utilisables une année (Tableau XI).
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Tableau X : Préparation des solutions méres des antipaludiques

MEDRU/ MRTC /DEAP/ FMPOS

Antipaludiques Poids Concentration Pesée Volume (ml),

moléculaire Solution mere (mg) Solvant

(nM)

Chloroquine di PO, Sigma | 516 255813 13,2 100, EUP*
C6628
Chloroquine di SO, Sigma | 418 3000000 62,70 50, H,0
C6628
Dihydroartémisinine Sigma | 284,4 126582 3,6 100, Méthanol
36,159-3
Luméfantrine (benflumetol) 524 24809 1,3 100, Ethanol
Monodeséhylamodiaquine HCI | 399 152882 6,1 100, Méthanol

*EUP: Eau ultra pure

NB: veiller éviter I’évaporation du solvant (qui doit étre & 20 °C) durant la manipulation (surtout

méthanol).

4. Préparation des plaques de chimiosensibilité :

4.1. Préparation des solutions filles des antipaludiques :

Les solutions filles de chaque antipaludique sont préparées dans le méme solvant que les solutions

meres respectives, a I’exception des dérivées de I’artémisinine qui sont dilués dans I’eau distillée.

Sortir les solutions méres suffisamment a I’avance pour qu’elles soient & température

ambiante.

Vérifier a chaque fois tous les calculs des dilutions au préalable.

Pour les prises d’essai des solutions, utiliser les pipettes stériles en plastique jetable.

Les solutions filles des molécules étudiées sont préparées dans des fioles jaugées stériles.
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Tableau XI : Préparation des solutions filles des antipaludiques

Molécule Solvant SF SF1 SF2 SF3 SF4

CQ Eau distillée - 8,95/100 | 10/50de | 10/50de | 12,5/50 de
de SM SF1 SF2 SF3

MDAQ Eau distillée - 8,97/100 10/50 de | 10/50 de 12,5/50 de
de SM SF1 SF2 SF3

LUM Ethanol - 9,21/100 10/50 de | 10/50 de 12,5/50 de
de SM SF1 SF2 SF3

DHART Eau distillée 5/100de | 7,22/100 10/50 de | 10/50 de 12,5/50 de
SM de SF SF1 SF2 SF3

Les volumes sont en ml.
4.2. Distribution des solutions filles :

Les concentrations finales sont obtenues a partir des solutions filles par dilution dichotomique ou
par volumes variables des solutions filles distribuées au moyen d’un diluteur volumétrique
Microlab 510 B.

Les solutions de chloroquine, Monodeséthyl-amodiaquine, luméfantrine et dihydroartémisinine
sont distribuées avec les programmes SF4-96 C, SF3-96 C, SF2-96 C et SF1-96 C en plaques 96
puits Falcon, en utilisant la seringue de 100 pl.

Pour toutes les molécules, les 3 premiers puits ne contiennent aucun antipaludique.

Distribuer la solution en commengcant par SF4.
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Tableau XI1 : Plan de plaque de 96 cupules, en concentration finale en nM :
0 0 0 CQ 12,5 125 | 25 25 50 50 100 100 100
200 | 200 | 200 400 400 | 800 | 800 | 800 | 1600 | 1600 | 3200 CQ3200
0 0 0 MDAQ 7,5 7,5 15 15 30 30 60 60 60
120 | 120 | 120 240 240 | 240 | 480 | 480 960 960 1920 MDAQ1920
0 0 0 LUM 1, 25 1,25 | 25 2,5 5) 5} 10 10 10
20 20 20 40 40 40 80 80 160 160 320 LUM 320
0 0 0 DHART 0,25 | 0,25 | 05 0,5 1 1 2 2 2
4 4 4 8 8 8 16 16 32 32 64 DHART 64
4.3.  Séchage et stockage des plaques :

Les solutions distribuées sont séchées a température ambiante sous une hotte a flux laminaire. Les

plaques sont conservées a température ambiante a I’abri de la lumiére et de I’humidité dans le

placard jusqu’a I’utilisation, sauf les plaques contenant de la dihydroartémisinine qui sont

conservees a +4°C. La péremption des plaques pré-dosees varie selon la stabilité des

antipaludiques.

Tableau X111 : Les gammes de concentrations des antipaludiques

Antipaludiques

Concentrations finales en

dilution dichotomique (nM)

Péremption des plaques

Chloroquine(CQ) 12,5 -3200 lan
Monodeséthylamodiaquine 7,5-1920 lan
Dihydroartémisinine(DHART) et dérivés 0,25 - 64 6 semaines
Luméfantrine 1,25-320 -
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4.4. Controle des plaques :

Réaliser un contréle de qualité en testant deux souches clonées (W2 et 3D7) de chimiosensibilité

différente.
Les souches doivent étre synchronisées au stade anneaux (> 90%)
La parasitémie doit é&tre comprise entre 0,30 et 0,50%,
Diluer avec des hématies saines lavées pour atteindre cette parasitémie,
Compléter la feuille « Résultats de I’étude de chimiosensibilité de la souche »,
Incuber les plaques dans I’étuve Cytoperm,
Collecter les plagues comme celles des patients,
Lire les racks comme ceux des patients.

On doit obtenir un résultat situé dans la fourchette des Clso acceptees; il est également possible
de faire un contrdle par rapport a I’ancien lot d’un méme isolat. Les clones de référence sont
ceux fournis par MR4-ATCC (Manassas, VA, USA) congelés dans I’azote. Les résultats sont

reportés sur la feuille récapitulative.
5. Préparation des milieux de culture :
5.1. Réactifs et matériels :
- Flacons stériles 180 ml
- Flacons stérile 30ml
- Unité de filtration standard 500 ml
- Eau stérile pour culture pyrolisee
- Milieu RPMI 1640
- HEPES (100g) SIGMA
- NaHCO; RP (250g) SIGMA
5.2. Formule RPMI pour culture de P.falciparum :

Pour 5 litres de milieu RPMI 1640 tamponné (25 mM HEPES - 25 mM NaHCOs) :

Page 58 sur 122



These de Pharmacie année universitaire 2008- 2009 MEDRU/ MRTC /DEAP/ FMPOS

- Dissoudre 52,2 g de milieu RPMI 1640 puis 29,8 g HEPES dans 2,5 L d’eau pyrolisée,

- Rajouter 210 ml d’une solution a 5% NaHCO3 préparée la veille en eau pyrolisée, jetée

apres usage,
- Compléter a 5 litre avec de I’eau pyrolisée (pH 6,72),

- Stériliser a 0,2 microns avec une unité de filtration, (milieu stimulant la croissance d’un
isolat que I’on veut adapter en culture : + 2 g/l glucose (dextrose), + 50 mg/l hypoxanthine ou
inosine (pas dans le milieu pour chimio), + 0,25 mg acide apres, + 30 mg L-glutamine en solution
a pH neutre (a 4°C, t1/2= 130 j, a 37°C, t1/2 = 6,8 ))).

- Etiqueter les flacons stériles 180 ml,

- Compléter 30-50 ml en pots stériles de 180 ml sous hotte a flux, étiqueter, dater

(péremption 6 mois) et congeler rapidement a -20°C,
- Noter sur le cahier de paillasse les masses de réactifs, ainsi que leur lot,

- Controdler la stérilité du milieu avec des tubes de bouillon glucosé tamponné (prét a

I’emploi) incube 4 jours a 37°C.
L’utilisation du RPMI aprés décongélation est d’une semaine.
53. RPSH =RPMI + 10% sérum humain stérile :

- On utilise du sérum humain AB décomplémenté congelé (chambre - 20°C). lls sont
décongelés en les placant la veille a 4°C ou le jour méme a 37°C jusqu’a décongélation puis placés
dans la glace. S assurer que les sérums ne soient pas décongelés-recongelés. Un aliquote ne devrait
pas étre décongelé une 3°™ fois : décongélation de préparation du milieu = 1%® décongélation ;
décongélation d’utilisation= 2¢& décongélation,

- Chaque nouveau lot de sérum fait I’objet d’une préparation de 1litre de RPSH qui est testé
en comparaison a I’ancien lot soit par un test in vitro a I’hypoxanthine soit sur une culture continue
pendant 3- 4 cycles (la production de parasites doit étre supérieure ou égale a celle de I’ancien

milieu),

- RPSH = 1 volume de sérum pour 9 volume de RPMI filtré (soit 50 ml sérum stérile + 450

ml RPMI stérile) ; bien mélanger (manuellement),
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- Etiqueter les flacons stériles 180ml,

- Compléter en 30 — 50 ml en pots stériles de 180 ml sous hotte a flux, étiqueter, dater

(péremption 6 mois) et congeler rapidement a - 20°C,

L’utilisation du RPSH aprés décongélation est de 48 heures. Apres ce délai, il peut étre utilisé pour

les lavages.
6. Préparation des hématies saines :
6.1. Commande :

Commander un culot globulaire au centre national de transfusion sanguine (CNTS) de préférence
O" ou & défaut autre groupe appauvri en leucocytes prélevé au maximum depuis 7 jours (sang total
préelevé stérilement sur CPD (ACD + phosphate, et SAGMA (CPD + adenine + mannitol)).

6.2. Matériel :
Potence (pour accrocher la poche de sang),
Ethanol absolu,
Tubes Falcon 14 ml, flacons stériles 40 ml
6.3.  Aliquotement :
- Etiqueter les tubes Falcon 14 ou 40 ml,
- Suspendre la poche de sang a la potence,

- Asperger d’éthanol absolu la poche, le laisser évaporer quelques minutes (éviter les
éclaboussures, dévisser les tubes au fur et a mesure), clamper et couper sous le clamp la tubulure

inférieure,

- Compléter stérilement la poche de sang dans des tubes Falcon 14 ou 40 ml,

- Conserver les tubes de sang a +4°C.
6.4.  Délai d’utilisation :

Il est de 3 a 4 semaines pour la culture, +1 ou 2 semaines pour le test de chimiosensibilité.
6.5. Lavage des hématies :

- Laver les héematies 3 fois en RPMI et les utiliser dans les 7 jours.
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- Faire stérilement 3 lavages du culot globulaire avec le RPMI tamponné, alterner de
centrifugation : 5 mn a 2000 trs/ mn (tube Falcon 14 ml). Un lavage consiste a agiter par

rotation ou retournement pendant 5 mn.
7. Cryoconservation :
- Tubes de cryoconservation : cryotube en propyléne 1,8 ml

Solution de cryoconservation : 3% mannitol, 0,65% NaCl, 28% v/v glycérol bi-distillé dans I’eau
bi-distillée stérile ; filtrer stérilement avec un filtre Sartorius 0,2 microns. Conserver a 4°C,

péremption 3 mois.

IV.7.4.4. Fiche technique :

1. Contrdle des parasites :

La recherche de chimiorésistance ne s’effectuera que sur P.falciparum. Pour obtenir un test ayant

des chances de succes, il faudra :

1- qu’un traitement n’ait pas deja eté entrepris depuis plus de 24 heures au moment du

préléevement (sauf si ce traitement est suspect d’inefficacité),
2- que la morphologie du parasite soit normale ou peu altérée.

Confirmation de I’espece du Plasmodium et parasitémie :

Identifier la lame (a bord dépoli) a I’aide d’un crayon.

Realiser un frottis mince et une goutte épaisse de fagon stérile (sous hotte). Suivre la procédure
diagnostique du paludisme. On notera: la parasitémie en pourcentage d’hématies parasitées,

I’espece plasmodiale, I’aspect des parasites (agés ou altéres), la présence des gamétocytes.
2. Lavage des hématies du patient :
3.1. Matériel :
- Falcon 14 ml
- Liquipipettes stériles
3.2.  Technique :

Travailler stérilement sous la hotte a flux vertical en position travail.
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- Noter I’identité du prélevement sur un tube Falcon 14ml,
- Mettre les hématies identifiées dans ce tube a I’aide d’une liquipipette stérile,

- Evaluer le volume du culot afin de s’assurer de la faisabilité du nombre de plaques et de la

congélation en azote envisagée,

- Ajouter du RPMI dans le culot globulaire,

- Agiter par rotation ou retournement pendant 5mn,
- Centrifuger 5 mn a 2000 trs/mn,

- Eliminer le surnageant et la couche supérieure contenant les globules blancs a I’aide d’une

liquipipette stérile,
- Recommencer ces opérations deux autres fois.
On obtient un culot qui est a 75% d’hématocrite.
3. Congélation des hématies parasitées :
Cette opération peut étre faite avant lavage si le culot est juge suffisant.
4.1. Matériel :
- Tube a congélation, Nalgene
- Solution de cryoconservation : réfrigérateur a + 4°C, réserve en chambre froide + 4°C.
4.2. Technique:

- Eliminer le surnageant et la couche supérieure contenant les globules blancs a I’aide d’une

liquipipette stérile,

- Noter I’identité du patient sur un tube a congélation,

- Si la quantité est suffisante, mettre 15 gouttes de culot dans ce tube,

- Ajouter 19 gouttes de solution de cryoconservation a I’aide d’une liquipipette stérile,
- Mettre le tube en agitation rotative 10 mn,

- Mettre le tube en azote liquide ou a — 81°C,
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- Indiquer la position dans le conteneur sur le registre du conteneur d’azote liquide ou du

revco —81°C.
7. Dilution préalable :

Pour une parasitémie supérieure a 1% de formes asexuées non altérées, il faudra diminuer la

proportion d’hématies parasitées en ajoutant des hématies de donneur sain déleucocytées et lavees.

Faire la dilution du culot avec les globules rouges sains lavés : parasitémie optimum : 1% (si
parasites beaux), pas de dilution si parasitemie = 2% dont Y2 formes altérées, si parasitémie = 10%

dont 9/10 formes altérées.
8. Préparation de la suspension parasitaire :

Préparer dans un méme pot la suspension parasitaire (culot+RPSH) pour la ou les plaque(s). Pour
arriver a un hématocrite de 1,5%, préparer ainsi la suspension parasitaire: on considére

I’hématocrite du culot a 75% et on ajoute 10% a tous les volumes par sécurité.

Pour une plague micro (96 cupules de 0,2ml) Pour 2 plagues micro :
- Volume culot : 0,4 ml=8 gouttes liquipette ... 16 gouttes

- Volume RPSH : 195 ml 39 ml

Total : 20 ml 40 ml

- Volume ®H-hypoxanthine : 1 ml= 20 gouttes liquipette ... dans la moitié du vol total pas
Hypoxanthine

1 plaque micro+1plague semi-micro : 2 plaques semi-micro+1plaque micro
- Vol. culot : 0,8ml= 16 gouttes ... 1,2 ml= 24 gouttes
- Vol. RPSH : 38,5ml 58 ml
- Vol.®H-hypoxanthine : 1,37ml= 27 gouttes ... 2 ml
Total : 41 ml 61 ml
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Pour 1plaque semi-micro: (24 cupules de 0,75 ml) 2 plagues semi-micro:

- Volume de culot : 0,4ml 16 gouttes

- Volume milieu RPSH : 19mi 38 mi
- Volume *H-hypoxanthine : 0,65 ml (25pl/cupule)=13 gouttes ... 26 gouttes
Total : 20 mil 40 ml

9. Distribution de la suspension parasitaire :
Sortir les plaques et les identifier (nom, numéro du prelevement).

Pour une microplaque de 96 puits, distribuer 200ul par cupule avec un combitip stérile 2,5
ml, position 4 ou pour une semi-microplaque de 24 puits, 750 pl par cupule avec un

combitip stérile 12,5 ml, position 3. (Combitips stériles 12,5 ml-2,5 ml - 1,25 ml).

Agiter manuellement la suspension parasitaire avant et entre chaque aspiration et la

distribuer en diagonale dans les plaques.
Distribuer dans la plaque non radioactive,
10. Agitation des plaques :

Agiter les plaques une minute sur I’agitateur vibrant a 600 tr/mn pour les plaques 96 cupules ; (200

tr/mn pour les plaques 24 cupules).
11. Incubation des plaques :

Incuber 42 h maximum a I’incubateur Heraus 37°C (5% CO;). Noter I’heure de mise a I’étuve et

I’heure de congélation.

Remplir la feuille de chimiosensibilité en indiquant la date et I’heure de début de I’incubation.
12. Congélation des plaques :

Aprés 42 h, agiter et congeler les plaques dans le congélateur a - 20°C.

IV.7.4.5. Conservation apres analyse :

- Garder le tube de prélevement, méme vide, jusqu’au jour du rendu des résultats.

- Garder aliquot de plasma cryoconservé a - 20°C jusqu’a ce que les rapports soient finalisés.
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- Garder aliquote d’hématies cryoconservé a -196°C (azote liquide) jusqu’a ce que les rapports

soient finalisés.
- Garder les frottis et les gouttes épaisses identifiés avec étiquette dans les boites pendant 10 ans.

IV.7.4.6. Testd’antigéne pLDH ELISA :
1. Principe de la procédure ELISA :

Le test de pLDH ELISA est un test d’immunocapture d’antigenes, rapide et hautement sensible.

L’antigéne détecté est une enzyme métabolique intracellulaire, Plasmodium lactate
déshydrogénase (pLDH) présent dans I’érythrocyte parasitée.

Le test permet la détection de Plasmodium sp. vivant (P.falciparum, P.vivax, P.ovale et
P.malariae) dans le sang total, ou peut étre utilisé sur les échantillons de culture de P.falciparum

pour mesurer I’inhibition du métabolisme pendant le test de chimiosensibilité in vitro.

Les puits cotées avec I’anticorps monoclonal (mAc) pan-spécifique pour toutes les LDH d’espéces
de Plasmodium humain sont incubés avec les contréles ou le sang total lysé. La pLDH est capturée
par les anticorps immobilisés et le matériel non lié est enlevé par la procédure de lavage. Pendant
I’étape de la seconde incubation, pLDH capturée est liée avec autre anticorps monoclonal pLDH
pan-spécifique conjuguée avec la biotine. Apres I’enlévement d’exces de la biotine conjuguée par
la procédure de lavage, la quantité de biotine est detectée dans la troisieme incubation avec la

streptavidine conjuguée avec la peroxydase (HRP).

HRP- conjugué non lié est lavé et finalement incubé avec une solution de substrat HRP basé sur la
tetramethylbenzidine (TMB) et le peroxyde d’hydrogéne (H,O,) conduisant a une coloration bleue
proportionnelle a la quantité de pLDH liée a la phase solide. La réaction enzymatique est stoppée

par addition de I’acide sulfurique dilué et les valeurs de I’absorbance sont déterminées a 450 nm.
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Figure 12 : Principe du test pLDH ELISA (Source: MRTC/MEDRU)

2. Réactifs :
I’anticorps monoclonal pLDH de la souris.

Tampon de lavage : 2 x 100 ml concentré (10 X) de phosphate tamponnée de solution de

lavage.
Tampon de lyse : 1 x 25 ml tampon dilué avec chlorure d’ammonium comme agent de lyse.

Solution conjuguée 1 : 1 x 25 ml d’anticorps monoclonal anti-pLDH biotinylé préte a étre

utilisé dans une solution pourpre.

Solution conjuguée 2 : 1 x 25 ml horseradish peroxydase conjugué a la streptavidine préte a

étre utilisé dans la solution jaune.

- Solution de substrat: 1 x 25 ml tampon de substrat de tetramethylbenzidine et peroxyde
d’hydrogéne combinés en sécurité, prét a étre utiliser, une tape de solution chromogéne. Evitez

I’exposition a la lumiére et a la chaleur.

Solution d’arrét: 1x 15 ml solution d’acide sulfurique 0,5 M. Attention ! irritant. Evitez le

contact avec les yeux et la peau.
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- Controles: 2 x 1 ml contr6le positif et 2 x 1,5 ml contrle négatif viable contenant du
sérum humain lyophilisé incluant le recombinant de pLDH a une quantité détectable et non

détectable respectivement.

3. Matériels :

e  Tubes de citrate, dEDTA, d'héparine ou les tubes de CPD-A.
. Micropipettes avec des embouts jetables.

. Nettoyez la verrerie volumétrique de laboratoire standard.

o Incubateur-agitateur pour Microplaque.

o Lecteur de Microplaque avec le spectrophotométre a double longueur d'onde 450-620 nm
(VERSAmax microplate readerTM (Molecular Devices Corp., Sunnyvale, CA, USA).

4. Procédure du test :

Utilisez un embout jetable séparé pour chaque transfert afin d’éviter la contamination transversale.

Permettez aux échantillons et aux réactifs de prendre la température ambiante avant I’emploi.

Une fois que I'analyse a commencé, toutes les étapes devraient étre accomplies sans interruption.
4.1. Reconstitution des réactifs :

o Tampon de lavage : diluez 100 ml de tampon de lavage concentré 10X a 1000 ml avec de
I'eau distillée. Attention : les cristaux peuvent se former quand la solution de lavage concentrée est
stockée a 2-8°C. Les cristaux peuvent facilement étre dissous en apportant les flacons a la
température ambiante ou en les placant a 37°C pendant quelques minutes. Garder la solution de

lavage reconstitué entre 2-8°C pour un mois.

. Contrdles positif et négatif : reconstituez le contenu des flacons de contréles positif et
négatif avec respectivement 1ml et 1.5ml de tampon de lyse. Des contrdles reconstitués peuvent
étre maintenues entre 2-8°C jusqu'a un mois. Pour éviter les congeélations et décongélations
répétées garder les témoins en aliquots de 60 ul a —20°C decongeler au besoin et garder entre 2-

8°C pour I’utilisation.
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Note 1 : des contrdles reconstitués ou les aliquots décongelés doivent toujours étre maintenues
entre 2-8°C s’ils ne sont pas en utilisation. Des contrdles laisseés a la température ambiante doivent
étre jetés.

4.2.  Procédure du test pour la détection de Plasmodium sp. dans le sang total :
1. Placez les microtips par puits nécessaire sur I'armature de la plaque (4 puits pour contréles).
Replacez les puits scellés inutilisés a 2-8°C.
2. Distribuez 100 pl de tampon de lyse dans chacun des puits.
3. Ajoutez 50 pl de contr6le positif dans un puits, 50 pl de contrdle négatif dans trois puits.
Replacez les controles a 2-8°C.

4. Ajoutez 50 pl des échantillons frais homogénéises du sang total des patients ou 1 a 20 pl du
sang de culture (ou au dela lorsque la parasitémie est en dega de 0,05%) (Voir la note 4) a d'autres
puits.

5. Couvrir la plaque avec un parafilm auto-adhésif et incuber pendant 60 minutes a 37°C dans des

conditions douces d’agitation continue

6. Lavez les puits avec la solution de lavage reconstituée : ceci peut étre exécuté avec un robot
laveur automatique ou manuellement en procédant par retournement du contenu des puits au-
dessus d'un récipient approprié et en remplissant chacun des puits immediatement avec 350-400ul
de tampon de lavage (pour la rondelle automatisée, utilisez I’excés de tampon de lavage et le

programme continu de débordement).
Répétez le cycle de lavage 5 fois.

Le temps d’imbiber n’est nécessaire entre les cycles de lavage excepté juste aprés l'incubation de
I’échantillon de sang total ou la solution de lavage devrait étre laissée dans les puits pendant 2

minutes.

Finalement, videz les puits et enlevez le fluide excessif en tapant doucement les plaques inversées

sur un papier absorbant propre.

Note 2 : Si n'importe quelle trace de sang est encore visible a lI'intérieur des puits apres cette étape,

reprenez votre procedé de lavage.
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Note 3 : Faites attention d’éviter la contamination croisée avec d’autres tampons de lavage, si vous

utilisez le laveur automatique pour beaucoup de technique ELISA.

7. Distribuez 100pul de la solution conjuguée 1 (mAc anti-pLDH biotinylé) dans chacun des puits.
8. Couvrez et incubez pendant 30 minutes a 37°C (le mélange n'est pas nécessaire).

9. Lavez les puits 5 fois avec la solution de lavage reconstituée (comme décrit en 6).

10. Distribuez 100 ml de la solution conjuguée 2 (streptavidine HRP) dans chacun des puits.

11. Couvrez et incubez pendant 15 minutes a 37°C (le mélange n'est pas nécessaire).

12. Lavez les puits 5 fois avec la solution de lavage reconstituée (comme décrit en 6).

13. Distribuez 100 ml de solution de substrat dans chacun des puits.

14. Couvrez et incubez loin de la lumiere pendant 15 minutes a 37°C (I’agitation n'est pas

nécessaire).

15. Ajoutez 50 pl de la solution d’arrét dans tous les puits et lisez I'absorbance de chacun des puits
avec un spectrophotometre a 450 nm avec la longueur d'onde de référence a 620 nm dans un délai

de 15 minutes.
16. Enregistrez les résultats.

4.3. Procédure du test pour la détection de Plasmodium falciparum dans la culture de

sang (test de chimiosensibilité in vitro) :

1. Cultivez l'isolat de P.falciparum du patient dans la microplaque selon le screening standard de
médicaments pour les souches de paludisme, en particulier, des échantillons frais non traités
prélevés sur EDTA (< 24 h), la parasitémie doit étre comprise entre 0,1 et 0,5%, et I’hématocrite a
1,5% ; I’incubation se fait a5 % de CO,.

2. Aprés 40-46 heures de culture, arrétez en congelant les microplaques de microcultures a - 20°C

pendant au moins 1 heure.
3. Décongelez les microcultures a la température ambiante pendant 30-40 minutes.

4. Procédez au test préliminaire (pré-test).
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Note 2 : Puisque le succés de culture est lié a la viabilité de contrainte de parasite, il est nécessaire
d'ajuster le volume de culture a utiliser pour chaque isolat. Pour évaluer le succes de la sensibilite
in vitro de dosage de médicaments et d'estimer le volume de I'échantillon & utiliser dans la
méthode ELISA; procédez a I'essai préliminaire en utilisant Optimal-1T ou ELISA (voir « pré-test :

validation du test de chimiosensibilité »).

5. Lorsque le volume de la culture a utiliser a été déterminé, traitez la totalité d’isolat selon le «
procédé d'analyse pour la détection des especes de plasmodium dans le sang total » comme décrit
ci-dessus.

Note 3: La qualité des résultats dépendra de I’homogéneité de I'échantillon, ainsi nous
recommandons de mélanger la microculture décongelée en utilisant un dispositif mélangeur de
microplate pendant plusieurs minutes (15-20mn) avec une forte vitesse (~1000 rpm) et partager
les volumes de culture dans les plaques ELISA immédiatement aprés le mélange (il est possible de

continuer a mélanger par pipetage repéte).

Note 4 : En cas de surestimation du volume a tester en ELISA et des valeurs de DO triplées lire a

405 nm au lieu de 450 nm.
Remarque :

- avant le test, quand la distribution est compleéte, il est recommandé de couvrir la plaque de

microculture de film adhésif et de le stocker a + 4°C ;

- il est important de réaliser le test d'ELISA dans les 48 heures aprés que la plaque de

microculture a été initialement décongelée ;
4.4. Preé-test : validation du test de chimiosensibilité :
44.1. Optimal-IT pré-test :
44.1.1. Procédure :
Nécessite 3 Optimal-IT par isolat.

Suit la methode d'essai comme décrite dans le kit d’optimal-IT en utilisant des échantillons comme

suit :

- Optimal-IT 1: 1pl de lysat d'un puits sans médicament ;
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- Optimal-IT 2 : 5ul de lysat d'un puits sans médicament ;

- Optimal-IT 3 : 5ul de lysat d’un puits contenant une concentration maximale de

médicament.

Attention : prendre soin totalement de lysat pour I’homogénéiser avant de pipeter (mélangez le

contenu de puits en secouant fortement et/ou en pipetant plusieurs fois).

4.4.1.2. Interprétation :
44.1.2.1. Validation du test :
. L’Optimal-IT pré-test est valide si la bande de controle est clairement visible, le champ de

réaction est dégagé du sang et la bande <<P>> est présente tandis que la bande <<Pf>> est

présente. Sinon, répétez le pré-test.

. Optimal-IT 1 <<P>> et <<Pf>> ne devraient pas étre plus fort que les bandes d’Optimal-IT

2. Si tel est le cas, une erreur s'est produite et Optimal-I1T pré-test doit étre répété.

Optimal-IT 1 < Optimal-IT 2

441.2.2. Succes / échec du test de chimiosensibilité ?

La comparaison d'intensité des bandes <<P>> et <<Pf>> entre optimal - IT2 et Optimal-IT 3

indiqueront si I'analyse de sensibilité au médicament sera interprétable ou non.

Tableau XIV : La comparaison d'intensité des bandes <<P>> et <<Pf>> entre optimal - IT2 et
Optimal-IT 3

Succes Optimal-IT 2 > Optimal-IT 3
Echec Optimal-IT 2 < Optimal-IT 3

ou manque des bandes <<P>> et <<Pf>> pour tous les
Optimal-IT.

Remarque :

- Pour une interprétation standardisée, quantitative et objective de I'intensité de bandes, il est

recommandé de lire I’optimal-IT avec un lecteur automatique Diamed-IT Reader.
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- Absence des bandes de <<P>> et de <<Pf>> sur les 3 optimal-IT, des jaugeurs indiquent
habituellement un échec de I'analyse de sensibilité au médicament. Cependant, une confirmation
devrait étre réalisée en utilisant de plus grands volumes (par exemple 15ul pour jaugeurs 2 et 3) ou
de préférence avec le pré-test dELISA.

- En cas de résultats douteux, c’est a dire la bande d’Optimal-I1T 3 est Iégérement plus faible

qu'optimal-IT 2, il est recommandé de recourir au pré-test ELISA.
44123 Détermination du volume pour le test ELISA :

L’intensité de bande <<P>> ou <<Pf>> d'Optimal-IT 1 et d'Optimal-IT 2 guidera dans le choix du
volume de lysat a utiliser pour la culture d'isolat du sang total en ELISA, selon le tableau ci-

dessous.

Tableau XV : L’intensité de bande <<P>> ou <<Pf>> d'Optimal-IT 1 et d'Optimal-IT 2

Optimal-IT 1 Optimal-IT 2 Volumes de Lysat du test
(k)
- +/- 20
- 1+ 15
- 2+ 10
+/ - >+/- 5
1+ >1+ 4
2+ >2+ 3
3+ 3+ lou?2

+/- : bande trés faible de Pf, & peine visible a I'eeil nu ; 1+ : bande faible de Pf ; 2+ : bande pointue
de Pf ; 3+ : bande tres forte de Pf.

Remarque : Utilisation du lecteur Diamed-IT facilitera cette interprétation.
44.2. Pré-test ELISA :
4.4.2.1. Procédure :

Nécessite 8 barrettes par isolat (y compris 2 puits pour des controles positif et négatif). Remplissez
chacun avec 100 pl de tampon de lyse et additionnez 2 a 15 pl de lysat homogénéisé comme décrit

ci-dessous :
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Puits d’ELISAL : 2 pl de lysat de culture d’un puits sans médicament (puits de contréle de

culture)
Puits d’ELISA 2: 5 ul de lysat d’un puits contrdle de culture
Puits d’ELISA 3 : 15 pl de lysat dans un puits contréle de culture

Puits d’ELISA 4 : 2 ul de lysat de culture d‘un puits avec la concentration la plus élevée en

médicament (puits d'inhibition de culture)

Puits d’ELISA 5 : 5 pl de lysat d'un puits d'inhibition de culture

Puits d’ELISA 6 : 15 pl de lysat d'un puits d'inhibition de culture
Puits d’ELISA 7 : 50 pl de contréle positif du test d’antigene ELISA.
Puits d’ELISA 8 : 50 pl de contrdle négatif du test d’antigene ELISA.

Attention: prendre soin totalement de lysat pour I’nomogénéiser avant de pipeter (mélangez le
contenu de puits en secouant fortement et/ou en pipetant plusieurs fois). Suivez la procédure du
test comme décrit ci-dessus pour la détection des espéces de plasmodium dans des échantillons de

sang total.
4.4.22. Interprétation :
44.22.1. Validation du pré-test :

Le pré-test d'ELISA est validé si I'absorbance du contréle positif (DOpos) est supérieure a 0,500 et
I'absorbance de contrdle négatif (DOneg) est entre 0,050 et 0,200. Autrement, le pré-test ne devrait

pas étre considére valide et devrait étre répété.

DOpos > 0,500
et

0,050 < DOneg < 0,200

4422.2. Succes / échec du test de chimiosensibilité :

Comparaison de paire (les puits 1 et 4, les puits 2 et 5, ou les puits 3 et 6) de I'absorbance des puits
de contréle de culture sans médicament (DOmax) et I’absorbance des puits d'inhibition de culture,
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avec la concentration la plus élevée en médicament (DOmin), indiqueront le succés ou I'échec du

test de chimiosensibilité.

Pour qu'un test de chimiosensibilité soit réussi, c’est a dire interprétable par I’ELISA, la DOmax
doit étre au moins 1,7 fois plus que la DOmin.

Succes : DOmax / DOmin >1,7

Echec : DOmax / DOmin < 1,7

DOmax = DO d'échantillon provenant de puits sans médicament et DOmin = DO d'échantillon

provenant de puits de plus concentration en medicament.
44223 Détermination du volume du test ELISA :

Le volume a utiliser sera cela qui correspond a la valeur de I'absorbance du puits de contréle

(DOmax) qui est la plus proche de 1,200.
Par exemple :

si DOmax de 2 ul = 0,180, DOmax de 5ul = 0,380, DOmax de 15 ul =0,980 et choisissez
alors 20 pl comme volume pour réaliser ce test ELISA.

si DOmax de 2 ul =0,270, DOmax de 5ul = 0,530, DOmax de 15 pl =1,470, choisissez 15

si DOmax de 2 pl = 0,760, DOmax de 5ul = 1,760, DOmax de 15 pl >3, choisissez 4 ou 5

pl.

si DOmax de 2 pl =1,850, DOmax de 5ul = >3, DOmax de 15 pl >3 choisissez 1 ou 2 pl.
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5. Interprétation des résultats :
5.1. Validation du test :

La valeur individuelle de I'absorbance (densité optique DO) du contrdle positif, DOpos, doit étre
au-dessus de 0,500 et la moyenne du DO du contréle négatif doit &tre comprise entre 0,050 et
0,200.

DOpos > 0,500
et

0,050 < DOneg < 0,200

Si une de ces caractéristiques n'est pas rencontrée, les résultats ne devraient pas étre considerés

valides et la série de test devrait étre répétée.

Pour la détection de P.falciparum dans des cultures de sang (analyse de sensibilité de
médicament), la DO moyenne du puits de culture de contréle sans medicament (DOmax) doit étre
entre 0,5 et 2,5 et au moins 1,7 fois plus que la valeur la plus basse du DO du plateau d'inhibition,
de la concentration la plus élevée en médicament des puits (DOmin). Faire un pré-test est

nécessaire.

0,500 < DOmax < 2,500
et
DOmax / DOmin>1,7

5.2. Interprétation des résultats pour la détection de P. falciparum dans la culture de

sang (interprétation du test de chimiosensibilité in vitro) :

Calculez les moyennes pour l'absorbance de toutes les répliques pour chaque concentration de

médicament (DOX) et calculez la production relative de pLDH pour chacun.

DOx — DOmin
Production relative de pLDH = x 100
DO max - DOmin
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DOx = DO moyenne d'une concentration donnée en médicament, DOmax = DO moyen du puits de
contréle de la culture sans médicament et DOmin = une valeur plus basse de DO du plateau

d'inhibition (la concentration la plus élevée en drogue des puits).

Tracez le pourcentage relatif de production de pLDH en fonction de la concentration en

médicament sur un papier de graphique en semi-Log.

(%) Production relative de pLDH = f (concentrations de médicament)

La courbe devrait montrer un plateau d'inhibition pour la concentration la plus élevée en

médicament.

Graphiquement, déterminer la valeur Clso (concentration inhibant la maturation de 50% de

parasites) et déduire le phénotype de sensibilité de I'isolat.

6. Limite:
. La contamination des mateériels utilisés peut causer des résultats aberrants
. Les vieux échantillons congelé-décongelés de sang total peuvent conduire aux résultats

erronés et ne devraient pas étre utilisés

. L'adhérence stricte aux procédures et I'équipement et le matériel appropriés est

essentielle.
L'équipement devrait étre vérifié régulierement selon le procédé de GLP.

1V.8. Gestion et analyse des données :
Les données ont été saisies sur le logiciel Excel 2003 et analysées sur le logiciel SPSS 11.0. Le
risque alpha a été fixé a 0,05. Les degrés de signification (p) ont été considérés statistiguement
significatifs s’ils sont inférieurs ou égaux a 0,05.
Les Clso avec leurs intervalles de confiance a 95% (IC) ont été calculées avec un modele Emax

disponible a lI'adresse http://www.antimalarial-icestimator.net, RE = 100 [(100 * Cc) / (Cc + Cls
C)] dans laquelle Clsq est la concentration du médicament inhibant 50% de l'activité du parasite,

c est un facteur de sigmoidicité qui exprime la pente de la courbe, RE est la relative a I’effet du
parasite (en pourcentage), qui définit I'axe des Y et C est la concentration du médicament testé qui

définit I'axe des abscisses.
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Selon des études antérieures, ®2%# le seuil limite de résistance est la définition de résistance
phenotypique uniquement disponible pour la chloroquine avec Clsp > 100 nM obtenu de la
méthode isotopique. Néanmoins, les seuils de sensibilité diminués a la monodeséhylamodiaquine,
a la luméfantrine et a la dihydroartémisinine ont été estimés a 80, 150 et 10 nM, respectivement.
1vV.9. Considérations éthiques:

Le protocole de recherche de I’étude a recu I’approbation des comités d’éthique institutionnelle de
la Faculté de Médecine, de Pharmacie et d’Odontostomatologie de I’Université de Bamako. Le
consentement communautaire (autorités administratives et coutumiéres) et celui individuel ont été
également obtenus sur le terrain avant les inclusions. La participation a I’étude était totalement
volontaire et aucun sujet n’a été inclus contre son gré. Une fiche d’assentiment a été signée pour
chaque patient et les personnes signataires étaient le parent ou personne responsable de I’enfant, le
témoin et I’investigateur. L’équipe de recherche et la population des trois villages ont recu la visite

de supervision sur le terrain des membres du comité d’éthique de la FMPOS.
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V. RESULTATS:

V.1.Résultats de la chimiosensibilité in vitro de P.falciparum a I’aide de la méthode pLDH

ELISA:

Nous avons effectué le test sur 59 isolats dont 47 ont réussi soit 79,7% pour I’ensemble des trois
sites d’étude.
Les seuils limites de résistance ont été estimés a 100 nM pour la chloroquine, 80 nM pour la
monodeséthylamodiaquine, 150 nM pour la luméfantrine, 10 nM pour la dihydroartémisinine selon
82, 83, 84.

ces études

V.1.1. Mesure de la moyenne geométrique des Clsp a Bancoumana :

Tableau XVI: Susceptibilité in vitro de quatre antipaludiques des isolats de Plasmodium

falciparum a Bancoumana.

Nombre Moyennes Seuils limites Intervalles de
d’isolat (n) géométriques de  de résistance  confiance a 95%

Médicaments Clso (nM) (nM)
Chloroquine 12 143,94 100 106,87 ; 284,14
Monodeséhylamodiaquine 12 34,26 80 27,31 ; 46,87
Luméfantrine 12 10,65 150 6,16 ; 22,17
Dihydroartémisinine 12 0,69 10 0,48;1,10

Ce tableau montre la moyenne géometrique de la chloroquine supeérieure a son seuil limite de
résistance (143,94 nM a IC 95% 106,87a 284,14) contrairement a la monodeséthylamodiaquine, a

la luméfantrine et a la dihydroartémisinine a Bancoumana
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Figure 13: Répartition des Clsy de la Chloroquine selon les isolats de terrain de P. falciparum

a Bancoumana.

Nous remarquons que 75% des isolats de P.falciparum testés a la chloroquine avaient leur Clsy au

dessus du seuil limite de résistance.
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Figure 14: Répartition des Clso de la Monodeséhylamodiaquine selon les isolats de terrain de

P. falciparum a Bancoumana.

Les Clsp de la Monodeséhylamodiaquine étaient enregistrées en dessous du seuil limite de

résistance a Bancoumana. La plus forte Cls, était 70,55 nM.
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Bancoumana
s 175
<
S 150 -
(3]
£ 125 -
= CI50 LUM
8 100 -
\q’ - - -
E 75 - Seuil limite de
= résistance
S 50 A
S
o 25 N
Yol
© o
AR - SIS SR NI S L IS o
PP PP P
N° Isolats de P.falciparum

Figure 15: Répartition des Clsy de la Luméfantrine selon les isolats de terrain de P.

falciparum a Bancoumana.

Les Clso de la luméfantrine étaient largement en dessous du seuil limite de résistance a

Bancoumana
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Figure 16: Reépartition des Clsy de la dihydroartémisinine selon les isolats de terrain de P.

falciparum a Bancoumana.

Les Clso de la dihydroartémisinine étaient largement en dessous du seuil limite de résistance a

Bancoumana
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V.1.2. Mesure de la moyenne géométrique des Cls, a Faladjé :
Tableau XVII: Susceptibilité in vitro de quatre antipaludiques des isolats de Plasmodium

falciparum a Faladjé.

Médicaments Nombre Moyennes Seuil limite Intervalles de

d’isolat (n) géométriques Clsp  de résistance  confiance a 95%

(nM) (1C 95%)
Chloroquine 14 156,55 100 138,38 ; 282,31
Monodeséhylamodiaquine 14 33,25 80 28,61 ; 41,86
Luméfantrine 14 7,95 150 6,63 ; 10,37
Dihydroartémisinine 14 0,81 10 0,64 ;1,17

La moyenne géométrique des Clso de la chloroguine (156,55 nM a 1C95% 138,38 a 282,31) était

supérieure a son seuil de résistance.
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Figure 17: Répartition des Cls de la chloroquine selon les isolats de terrain de P. falciparum

a Faladjé.

Cette figure nous indique que 71 % des isolats testés contre la chloroquine avaient donné des Clsg

supérieures au seuil limite de résistance a Faladje.

Page 84 sur 122



These de Pharmacie année universitaire 2008- 2009 MEDRU/ MRTC /DEAP/ FMPOS

ER
S 80 1
S 70
9 S _ 60 CI50 MDAQ
-_ *
o £ g | ¢
Ug\c ‘0 * *
<40 ¢ . — Seuil limite d
0% 30 MR ¢ résistance
* *
S 20- . R
e 10 -
= 0
O NV I DO DDA QO
D o A AP ACAL A 575 DX
VPP

N° Isolats de P.faciparum

Figure 18: Répartition des Clsy de la Monodeséhylamodiaquine selon les isolats de terrain de

P. falciparum a Faladjé.

A Faladje, 100% des isolats de terrain de P. falciparum avaient donné des Clsy de la

monodeséhylamodiaquine en dessous du seuil limite de résistance.
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Figure 19: Répartition des Clsy de la Luméfantrine selon les isolats de terrain de P.

falciparum a Faladjé.

Les Clso de la lumefantrine des isolats de terrain de P. falciparum étaient largement en dessous du

seuil limite de résistance a Faladjé.
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Figure 20: Repartition des Clsy de la dihydroartémisinine selon les isolats de terrain de P.

falciparum a Faladjé.

Les Clso de la dihydroartémisinine des isolats de terrain de P. falciparum étaient largement en

dessous du seuil limite de résistance a Faladjé.
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V.1.3. Mesure de la moyenne géométrique des Clsg a Kollé :
Tableau XVIII: Susceptibilité in vitro de quatre antipaludiques des isolats de Plasmodium

falciparum a Kolle.

Médicaments Nombre Moyennes Seuil limite de  Intervalles de
d’isolat (n)  géométriques Cls résistance confiance a 95%
(nM)
Chloroquine 21 163,76 100 159,07 ; 329,94
Monodeséhylamodiaquine 21 36,68 80 32,09 ; 49,72
Luméfantrine 20 16,79 150 14,68 ; 23,87
Dihydroartémisinine 21 0,85 10 0,74 ;1,30

Ce tableau donne les moyennes géométriques des Clso de la monodeséhylamodiaquine, de la
luméfantrine, de la dihydroartémisinine qui sont inférieures a leurs seuils limites de résistance

exception faite pour la chloroquine.
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Figure 21: Répartition des Clsy de la Chloroquine selon les isolats de terrain de P. falciparum

a Kollé.

Cette figure montre que sur 21 isolats de P.falciparum, 38% des isolats avaient donnés des Clsp en
dessous et 62% en dessus du seuil de résistance.
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Figure 22: Répartition des Clsy de la Monodeséhylamodiaquine selon les isolats de terrain de

P. falciparum a Kollé

Cette figure montre que les Clso de la monodeséhylamodiaquine sont en dessous du seuil limite de

résistance. Nous notons que les Clso de quelques isolats s’approchent du seuil de résistance.
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Figure 23: Répartition des Clsp de la Luméfantrine selon les isolats de terrain de P.

falciparum a Kaollé.

Nous observons sur cette figure que les Clsy de la luméfantrine des isolats de terrain de P.

falciparum sont largement en dessous du seuil limite de résistance.
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Figure 24: Répartition des Cls de la dihydroartémisinine selon les isolats de terrain de P.

falciparum a Kollé.

Comme a Bancoumana et a Faladjé, les Clsy de la dihydroartémisinine des isolats de terrain de P.

falciparum ont été largement en dessous du seuil limite de résistance.
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V.2.Comparaison des résultats moléculaires aux résultats du test in vitro :
V.2.1. Comparaison des résultats de Pfcrt K76T aux profiles des Clsy de la chloroquine
in vitro:
Tableau XIX: Comparaison du marqueur moléculaire de résistance Pfcrt K76T aux profiles des

Clso de la chloroquine pour I’ensemble des localités.

Pfcrt K76T
Sauvages Mutants Total
Profiles Sensibles 10 3 13 (27,7%)
de CI 50
Résistants 1 33 34 (72,3%)
Total 11 (23,4%) 36 (76,6%) 47 (100%)

Nous n’avons trouveé de différence statistiquement significative avec p=0,625 (MacNemar).

V.2.2. Comparaison de la prévalence de PfATPase 6 S7T69N a celle des profiles des Clsp:
Tableau XX: Comparaison de prévalence du marqueur moléculaire de résistance des dérivés
d’artémisinine PfATPase 6 a celle des profiles des Clso pour I’ensemble des localités.

PfATPase 6
Sauvages Mutants Total
Profiles Sensibles 47 0 47 (100%)
de CI 50
Résistants 0 0 0
Total 47 (100%) 0 47 (100%)

Nous n’avons pas rencontré de mutation ponctuelle PfATPase 6 S7T69N et 100% des isolats testés

in vitro étaient sensibles.
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V.2.3. Comparaison de prévalence de Pfmdrl N86Y a celle des profiles des Clsy de la
luméfantrine:

Tableau XXI: Comparaison de la prévalence du marqueur moléculaire de résistance Pfmdrl N

86Y a celle des profiles des Clsg de la luméfantrine a Bancoumana.

Pfmdrl N86Y

Sauvages Mutants Total
Profiles Sensibles 11 1 12 (100%0)
de CI 50
Résistants 0 0 0
Total 11 (91,7%) 1 (8,3%) 12 (100%0)

Nous avons eu 8,3% de souches mutantes a la méthode PCR. Les souches de P.falciparum étaient
100% sensibles a la luméfantrine par le test pLDH ELISA.

Nous n’avons trouve de différence statistiquement significative avec p= N.S.

Tableau XXII: Comparaison de la prévalence du marqueur moléculaire de résistance Pfmdrl

N86Y a celle des profiles des Clso de la luméfantrine a Faladjé.

Pfmdrl N86Y

Sauvages Mutants Total
Profiles Sensibles 14 0 14 (100%0)
de CI 50
Reésistants 0 0 0
Total 14 (100%0) 0 14 (100%0)

Nous n’avons pas eu de souche mutante a la méthode PCR et aucun cas de résistance in vitro a la
méthode pLDH ELISA.
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Tableau XXIII: Comparaison de la prévalence du marqueur moléculaire de résistance Pfmdrl

N86Y a celle des profiles des Clso de la luméfantrine a Kollé.

Pfmdrl N86Y

Sauvages Mutants Total
Profiles Sensibles 18 2 20 (100%0)
de CI 50
Résistants 0 0 0
Total 18 (90%) 2 (10%) 20 (100%0)

Les souches mutantes de P.falciparum étaient de 10 % a la méthode PCR et aucun cas de
résistance in vitro a la méthode pLDH ELISA.

Nous n’avons trouvé de différence statistiquement significative p= 0,5.
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VI.COMMENTAIRES ET DISCUSSION :

VI.1. Meéthodologie :
Le cadre de notre étude a été Bancoumana, Faladjé et Kollé. Le choix de ces villages a été justifié
pour des raisons suivantes : accessibilité géographique facile en toute saison, existence de données
épidéemiologiques antérieures, adhésion de la population aux études antérieures et la présence
d’une équipe du DEAP dans ces villages pendant la saison de transmission (juin a décembre).
Aussi sur le plan épidémiologique, ces villages sont des zones hyper endémiques de paludisme.
Au cours de cette étude, nous avons évalué chez des sujets agés de 6 a 59 mois la sensibilité in
vitro des isolats de terrain de P.falciparum a la chloroquine, a la monodeséhylamodiaquine, a la
luméfantrine et a la dihydroartémisinine dans trois villages du Mali (Faladjé, Bancoumana et
Kollg).
Le choix de la chloroquine se justifiait du fait qu’elle était le médicament de premiére intention
préconise par le PNLP pour la prise en charge des cas de paludisme simple en cette période. Le
choix de la monodeséhylamodiaquine, de la luméfantrine et de la dihydroartémisinine se justifiait
par le fait que ces médicaments sont des composants de CTA.
Deux souches de référence de P.falciparum W2 d’Indochine et 3D7 d’Afrique (I’une résistante et
I’autre sensible) ont été adaptées en culture servant au contréle de qualité. Au cours des études
cliniques, 59 isolats de P. falciparum ont été collectés a Kollé, Bancoumana d’octobre a novembre
2005 coincidant a la période de transmission de paludisme. Les protocoles des études respectives
ont été approuves par le comité d'éthique de la Faculté de Médecine, de Pharmacie et d'Odonto-
Stomatologie de I'Université de Bamako et le consentement éclairé et / ou avis ont été obtenus
aupres de chaque patient ou parent / tuteur préalable a I'inclusion dans les études.
Quatre médicaments antipaludiques dissous dans leurs solvants appropriés ont été distribués et
séchés dans des plaques & 96 puits : la chloroquine Disulphate (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, E.-
U.) dans l'eau 12-3200 nM, monodeséhylamodiaquine (SAPEC, Barbengo, Suisse) dans l'eau 7,5-
1920 nM, luméfantrine (Novartis Pharma, Bale, Suisse) dans I'éthanol 1,25-320 nM et
dihydroartémisinine (Sanofi Aventis, Gentilly, France) dans l'eau 0,25-64 nM. Pour chaque
médicament testé, trois puits de contrdle ont été exemptes de médicaments et chaque concentration
a ete étudiée en double ou triple exemplaire. Tous les isolats ont été testés avant la date
d'expiration des lots de plaques. Les isolats cliniques avec au moins 0,1% de densité parasitaire ont

été inclus dans I'étude. Les échantillons ont été maintenus a +4 C et transportés au laboratoire dans
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les 48 h de la collecte. Au laboratoire, les échantillons de sang ont été lavés trois fois avec une
solution de RPMI 1640 (Gibco, Invitrogen Technologies de la vie, Auckland, Nouvelle-Zélande),
plus 25 mM Hepes (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, Etats-Unis) et 25 mM NaHCO; (Sigma-
Aldrich, St Louis, MO, USA). Les échantillons ont ensuite été remis en suspension dans
I'nématocrite 1,5% dans le méme milieu de culture complété avec 10% de sérum humain (Abcys
Biowest, Paris, France). Pour des parasitémies initiales de plus de 1%, une dilution a été faite par
l'ajout d’érythrocytes non infectées du groupe O" (Centre National de Transfusion Sanguine,
Bamako, Mali), de maniére a obtenir 0,5%-1% de densité parasitaire.

Les plaques ont été incubées pendant 42-48 h a 37 °C CO, dans un incubateur (20% O,, 5% de
COy), puis congelées et conservées a — 20 °C. Les tests in vitro ont été révélés par la production
pLDH ELISA.

Les tests de pLDH ELISA ont été exécutés sans ajouter I’hypoxanthine tritiée a la suspension de
culture. Apres décongélation des plaques, I’hémolyse de culture a été homogéneisee en agitant les
plagues qui avaient éte recouvertes d'un film plastigue adhésif. Le succes du test de
chimiosensibilité et le volume approprié d’hémolysat de culture a utiliser dans chaque dosage ont
été déterminés pour chaque isolat clinique au cours d'un test préliminaire pLDH ELISA (pré-test).
Le pré-test et le test pLDH ELISA ont eté effectues au moyen d'un Kit commercial (test ELISA de
I'antigéne du paludisme, DiaMed AG, 1785). Les densités optiques (DO) ont été mesurées au
moyen d’un lecteur de microplaque nommé VERSAmax microplate reader™ (Molecular Devices
Corp., Sunnyvale, CA, USA) équivalent d’un spectrophotométre.

La détection de marqueurs moléculaires de la resistance a la chloroquine, a la dihydroartémisinine
et a la lumeéfantrine a été effectuée sur des confettis imbibés de sang contenant des parasites de
P.falciparum provenant des patients.

La méthode utilisée a été la double PCR suivie de la restriction endonucléase permettant de
déterminer les types d’alleles (mutant ou sensible) sur les génes Pfcrt, PfATPase 6 et Pfmdrl
respectivement a leurs codons K76T, S769N, N86Y.

La période d’étude d’octobre a novembre 2005 a été choisie sur la base des données relatives a la
dynamique de la transmission du paludisme au Mali (période de haute transmission) .

Les Clso avec leurs intervalles de confiance a 95% (IC) ont été calculées avec un modele Emax

disponible a l'adresse http://www.antimalarial-icestimator.net, RE = 100 [(100 * Cc) / (Cc + Cls

C)] dans laquelle la Clsq est la concentration du médicament inhibant 50% de I'activité du parasite,
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c’est un facteur de sigmoidicité qui exprime la pente de la courbe, RE est la relative a I’éffet du
parasite (en pourcentage), qui definit I'axe des ordonnées et C est la concentration du médicament
testé qui définit I'axe des abscisses.
Selon des études antérieures®” %> ® le seuil limite de résistance est la définition de résistance
phenotypique uniquement disponible pour la chloroquine avec Clsp> 100 nM obtenu de la
méthode isotopique. Néanmoins, les seuils de sensibilité a la monodeséhylamodiaquine, a la
luméfantrine et & la dihydroartémisinine ont été estimés a 80, 150 et 10 nM, respectivement. La
comparaison des moyennes géométriques de Clsg testés pour les quatre médicaments utilisés a été
effectuée sur SPSS 11.0. Au préalable la saisie a éte faite sur EXCELL 2003.

VI.2. RESULTATS:

VI1.2.1.Résultats de la chimiosensibilité in vitro de P.falciparum par la méthode pLDH

ELISA :

Les moyennes géometriques de Clso de la chloroquine étaient de 143,94 ; 156,55 ; 163,76 nM a
Bancoumana, Faladjé et Kollé respectivement. Ces moyennes geométriques dépassent le seuil de
résistance de la chloroquine défini a 100 nM.
Nous n’avons pas trouvé de différence entre les moyennes géométriques de Clsy des trois sites
d’étude pour la chloroquine (P=0,630).
Ces reésultats sont similaires a ceux de Pradines et al., 2006 a Pointe-Noire (République de
Congo) qui ont eu une moyenne géométrique de la chloroquine Clsp & 141nM (N=110) *. A
Bangkok (Thailande), Timothy J.C Anderson et al., 2005 ont eu 231,8 nM (N=85) *®: au
Cameroun, P. Agnamey et al., 2000 ont eu 202 nM & 1C95%, 197-207 nM ®'; & Yaoundé
(Cameroun), Leonardo K. Basco et al., 1998, ont eu 237nM (N =38), & 95% IC 202- 277nmol/l *
qui sont plus élevées que nos résultats.
Les moyennes géométriques de Clso de la monodeséhylamodiaquine étaient de 34,26 nM ; 33,25
nM ; 36,68 nM a Bancoumana, Faladjé, Kollé respectivement.
Nous n’avons pas trouvée de différence entre les moyennes géométriques de Clso des trois sites
d’étude pour la monodeséhylamodiaquine (P=0,575). Ces résultats sont largement inférieurs au
seuil de résistance de la monodeséhylamodiaquine 80nM. Ces résultats sont similaires a ceux de
Leonardo K. Basco et al., 1998 avec 31,1nmol/l (N=40) a 95% IC 26,8- 36,1nmol/l ; au Yaoundé
(Cameroun) et légerement supérieurs a ceux de Bruno Pradines et al., 2006 avec 22,4 nmol/Il
(N=90) & Pointe-Noire (République de Congo) %.
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Nous avons trouvé comme moyenne géométrique de Clso de la luméfantrine 10,65 nM ; 7,95 nM;
16,79 nM respectivement a Bancoumana, Faladjée et Kollé. Nous avons eu une différence
statistiquement significative entre la moyenne géométrique de Clso de la luméfantrine de Faladjé
et Kollé (p=0,000) et également entre Bancoumana et Kollé (p=0,047); pas de différence
statistiquement significative entre Bancoumana et Faladjé (p=0,257). Ces moyennes géométriques
de Clsp sont largement inferieures au seuil de résistance défini pour la luméfantrine qui est de 150
nM.
Au Cameroun (Yaoundé), Leonardo K. Basco et al., 1998, ont eu 11,9 nmol/l (N=38) a 95% IC
10,4- 13,6 nmol/l ; Bruno Pradines et al., 1999 au Sénégal ont eu 55,1 nmol/l (N=158) a 95% IC
48.1 4 62.1 nM ®; Bruno Pradines et al., 2006 & Pointe-Noire (République de Congo) ont eu 6,8
nmol/l (N=91) ont confirmé nos résultats.
Les moyennes géométriques de Clsg de la dihydroartémisinine a Bancoumana, Faladjé et Kollé
étaient respectivement 0,69 ; 0,81; 0,85 nM. Nous n’avons pas eu de difference entre les
moyennes geéométriques de Clsy de la dihydroartémisinine dans les trois sites (p=0,551). Ces
résultats sont largement inferieurs au seuil de résistance défini a 10 nM. Ceci soutient la politique
courante au Mali qui recommande I'artémether-luméfantrine et I'artésunate-amodiaquine en tant
que traitements principaux pour le paludisme simple.
Ces résultats sont similaires a ceux de Bruno Pradines et al., 2006 a Pointe-Noire (République de
Congo) avec 1,02 nmol/l (N=110) ; Timothy J.C.Anderson et al., 2005 & Bangkok (Thailande)
avec 4,6 nmol/l (N=86).

V1.2.2. Comparaison des résultats moléculaires aux résultats de test in vitro :

VI1.2.2.1. Comparaison de prévalences de Pfcrt K76T a celles des profiles des Clsy de la

chloroquine:

Nous avons trouvé a Bancoumana, Faladjé, Kollé respectivement 75%, 78,6%, 76,2% de Pfcrt
76T. Ces prevalences de la chloroquino résistance sont comparables (p=0,975), ont atteint un
niveau de résistance élevé a Bancoumana., Faladjé, Kollé. Nous n’avons pas eu de différence
statistiquement significative entre la prévalence des profiles des Clsy de la chloroquine et celle de
Pfcrt K76T (p=0,625) pour I’ensemble des localités. Ces résultats sont comparables a ceux de
Djimdé et al. en 2001 qui ont eu 60% a Mopti et Bandiagara ; Tékété M. M., en 2001 a eu 67,2% a

Kollé et 64,4% a Bancoumana®.
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VI1.2.2.2. Comparaison de prévalences de PfATPase 6 a celles des profiles des Cls de la
dihydroartémisinine :

Tous les isolats s’étaient révélés sensibles a la dihydroartémisinine in vitro dans I’ensemble des
sites d’étude.
Ces résultats vont dans le méme sens que ceux de Jambou et al. 2005 en Amérique du Sud
montrant I’association entre la mutation PfATP6 S769N et la diminution de la susceptibilité de
I’artéméther .
Ces résultats ne sont comparables & ceux de Linhua Tang et al. 2008 ** en Chine et de Isabel

D.Ferreira et al. 2008 au Brésil*2.

V1.2.2.3. Comparaison de la prévalence de Pfmdrl N86Y a celle des profiles des Cls, de
la luméfantrine:
Nous avons eu a Bancoumana, Faladjé et Kollé respectivement 91,7 % ; 100 % ; 90 % de pfmdrl
86N avant traitement.
Dans I’étude de Sisowath, et al. 2005 en Tanzanie la prévalence de Pfmdrl 86N était de 15% avant
traitement et de 41% apreés traitement™.
En Ouganda, Grant Dorsey et al. 2006 ont eu 8% avant traitement et 43% apres traitement des

échantillons des patients atteints de nouvelles infections**.
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VIlI. CONCLUSION:

Nous pouvons conclure que la chloroquine a atteint un niveau de résistance in vitro élevé dans
I’ensemble des localités.

Les isolats de P.falciparum gardent une sensibilité in vitro a la dihydroartémisinine, a la
monodeséthylamodiaquine et a la luméfantrine.

Nous avons eu une forte résistance a pfcrt K76T ; une faible résistance a pfmdrl N86Y et aucune
résistance a pfATPase6 S769N.
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VIIl. RECOMMANDATIONS:

Au terme de cette étude, nous formulons les recommandations suivantes:

Aux décideurs de la santé :

B Il y a un besoin accru de formation et de développement de capacité dans ces méthodes
d’évaluation de la chimiorésistance pour des laboratoires dans les laboratoires centraux et
régionaux au Mali.

Aux scientifiques :

» Développer la recherche des marqueurs moléculaires pour les nouvelles molécules et les
anciennes molécules pour lesquelles nous n’avons pas encore de marqueurs précis afin de
pouvoir suivre la dynamique de leur efficacité.

B Surveiller régulierement par les méthodes in vitro de dépistage de la résistance naissante aux
CTA.

B Poursuivre ce travail sur une taille plus importante d’isolats representatifs des faciés

épidemiologiques de transmission du paludisme au Mali.
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Titre : Evaluation de la sensibilité in vitro des isolats de terrain de P.falciparum a la chloroquine,
a la monodeséhylamodiaquine, a la luméfantrine et a la dihydroartémisinine dans trois villages du
Mali.

Résumé :

Le but de ce travail était d’évaluer la sensibilité in vitro des isolats de terrain de P.falciparum a la
chloroquine, a la monodeséhylamodiaquine, a la lumefantrine et a la dihydroartémisinine dans
trois villages du Mali.

Pour atteindre ce but nous avons réalisé une étude prospective de novembre a décembre 2005 sur
des sujets agés de 6 a 59 mois de Bancoumana, Faladjé et de Kollé. Durant, les études cliniques in
vivo, 59 isolats de P. falciparum ont été collectés a Kollé, Bancoumana et Faladjé dont 47 ont
réussi au test pLDH ELISA. Les isolats cliniques ont été cultivés avec une solution de RPMI 1640,
plus 25 mM Hepes et 25 mM NaHCO3; (& 1,5% d’hématocrite, +10% de sérum humain,). Les
plaques ont été incubées pendant 42-48 h a 37 °C dans un incubateur CO, (20% O,, 5% de CO5,),
puis congelées et conservees a — 20 ° C. Les tests in vitro ont été révéles par la production pLDH
ELISA.

La détection de marqueurs moléculaires de la résistance a la chloroquine, a la
monodeséhylamodiaquine, & la dihydroartémisinine et a la luméfantrine a été effectuée sur des
confettis imbibés de sang contenant des parasites de P.falciparum provenant des patients. La
méthode utilisée a éte la double PCR suivie de la digestion d’enzymes de restriction permettant de
déterminer les types d’alléles (mutant ou sensible) sur les génes Pfcrt, PfATPase 6 et Pfmdrl
respectivement a leurs points de mutation K76T, S7T69N, N86Y.

L’analyse des moyennes géometriques de Clso a réveélé : pour la chloroquine 143,94, 156,55,
163,76 nM a Bancoumana, Faladjé et Kollé respectivement (p= 0,630). Ces moyennes

géomeétriques dépassent le seuil de résistance défini a 100 nM ; pour la monodeséhylamodiaquine
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34,26 nM, 33,25 nM, 36,68 nM a Bancoumana, Faladjé, Kollé respectivement (p=0,575). Ces
résultats sont largement inférieurs au seuil de résistance 80 nM ; pour la luméfantrine 10,65 ; 7,95;
16,79 nM a Bancoumana, Faladjé et Kollé respectivement. Ces moyennes géométriques de Clsg
sont largement inferieures au seuil de résistance définie pour la luméfantrine 150 nM ; pour la
dihydroartémisinine a Bancoumana, Faladjé et Kollé respectivement 0,69 ; 0,81 ; 0,85 nM (p=
0,551). Ces résultats sont largement inferieurs au seuil de résistance défini 10 nM.

La recherche des mutations ponctuelles sur les différents genes a révélé des taux d’allele mutant
pour Pfcrt 76T a Bancoumana, Faladjé, Kollé respectivement 75%, 78,6%, 76,2% (p=0,975). Nous
avons trouvé les prévalences de I’allele Pfmdrl 86N a Bancoumana, Faladjé et Kolle
respectivement 91,7 % ; 100 % ; 90%. Aucune mutation ponctuelle PfATPase 6 S769N n’a été
observée.

En conclusion, la monodeséhylamodiaquine, la luméfantrine et la dihydroartémisinine gardent leur
efficacite in vitro contre les isolats de P.falciparum alors que la chloroquine est inefficace dans les
trois villages.

Mots clés: Bancoumana, Faladjé, Kollé, P. falciparum, PCR, Pfcrt, PfATPase 6, Pfmdrl, mutation
ponctuelle, pLDH ELISA, Clsy, prévalence, monodeséhylamodiaquine, luméfantrine,

dihydroartémisinine, chloroquine.
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Title:

Evaluation of sensitivity in vitro of field P. falciparum isolates to chloroquine,

monodesethylamodiaquine, lumefantrine and dihydroartémisinine in three villages in Mali.
Abstract:

The purpose of this work was to assess the in vitro sensitivity of field P. falciparum isolates to
chloroquine, monodesethylamodiaquine, lumefantrine and dihydroartemisinine in three villages in
Mali.

To achieve this goal we conducted a prospective study from November to December 2005 on
subjects aged 6 to 59 months of Bancoumana, Faladjé and Kollé. During the in vivo clinical
studies, 59 isolates of P. falciparum were collected to Kollé, Bancoumana and Faladjé were
included, we had 47 successful pLDH test. The clinical isolates were cultured with a solution of
RPMI 1640, plus 25 mM Hepes and 25 mM NaHCO3; (hematocrit 1.5% with 10% human serum
AB). The plates were incubated for 42-48 hours at 37 ° C in a CO; incubator (20% O,, 5% CO,),
then frozen and stored at - 20 ° C. The in vitro assays were revealed by pLDH ELISA production.
The detection of molecular markers of resistance to chloroquine, monodesethylamodiaquine,
dihydroartemisinine and lumefantrine was made on confetti soaked with blood containing P.
falciparum parasites from patients. We used nested PCR followed by enzymes restriction to
determine the alleles types (sensitive or mutant) on Pfcrt genes, PfATPase 6 and Pfmdrl at their
points of mutation respectively K76T, S7T69N, and N86Y.

The analysis of 1Csy geometric means revealed: for chloroquine 143.94, 156.55, 163.76 nM in
Bancoumana, Faladjé and Kollé respectively (P = 0.630). These geometric means exceeded the
resistance set at 100 nM. For monodesethylamodiaquine 34.26 nM 33.25 nM, 36.68 nM in
Bancoumana, Faladjé, Kollé respectively (P = 0.575). These results are well below the threshold of
resistance 80 nm. For lumefantrine 10.65, 7.95, 16.79 nM in Bancoumana, Faladjé and Kollé

respectively. These ICso geometric means are well below the threshold set for the resistance
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lumefantrine 150 nM. For dihydroartemisinine in Bancoumana, Faladjé and Kollé respectively
0.69; 0.81; 0.85 nM (P = 0.551). These results are well below the resistance identified 10 nM.

The rates of mutant allele for Pfcrt 76T were in Bancoumana, Faladjé, Kollé respectively 75%,
78.6%, 76.2% (P = 0.975). The prevalence of mutant allele Pfmdrl 86N in Bancoumana, Faladjé
and Kollé were respectively 91,7 %; 100 %; 90 %. No point mutation was observed at PfATPase 6
S769N.

In conclusion, the monodesethylamodiaquine, dihydroartemisinine, and lumefantrine keep their in
vitro efficacy against P. falciparum isolates but chloroquine remains ineffective in these three
villages.

Keywords:

Bancoumana, Faladjé, Kollé, P. falciparum, PCR, Pfcrt, PfATPase 6, Pfmdrl, mutation, pLDH
ELISA 1Csy, prevalence, monodesethylamodiaquine, lumefantrine, dihydroartemisinine,

chloroquine.
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SERMENT DE GALIEN
Je jure en présence des maitres de la faculté, des conseillers de

Cordre des pharmaciens et de mes condisciples :

D’honorer ceux qui m ont instruit dans les préceptes de mon
art et de leur témoigner ma reconnaissance en restant fidele a leur
enseignement ;

D ’exercer dans ['intérét de la Santé Publique ma profession,
avec conscience et de respecter non seulement la [égislation en
vigueur mais aussi les régles 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 d utiliser mes connaissances et mon
état pour corrompre les meeurs et favoriser les 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 confréres sij'y
manque.

Je le jure |
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