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Résumé

L’apparition et le développement de la résistance de Plasmodium falciparum aux
antimalariques couramment utilisés (chloroquine. sulfadoxine-pyrimethamine) ont conduit a
I’adoption des combinaisons a base d’artemisinine parmi lesquelles I"artésunate-amodiaquine
qui a montré¢ une bonne efficacité¢ thérapeutique dans les zones ou I’amodiaquine en
monothérapie demeure efficace. La mutation génétique Prert 767 a été validée comme
marqueur conférant la résistance a la chloroquine. A ce jour il n'y a pas de marqueur connu
associé a la résistance a ’artésunate. Du fait de la similarité structurale de I’amodiaquine avec
la chloroquine, 1l s’avére intéressant d’investicuer ’existence d’une association entre la
présence du point de mutation Pfert 767 et Defficacité de I’association artésunate-
amodiaquine pour une melilleure surveillance de I’évolution de la résistance de cet ACT(

Artemisinin-base Combinaison Therapies) .

Nous avons conduit un essal clinique randomisé ouvert dans deux sites ruraux du
Burkina Faso (Dand¢ et Gourcy) au cours duquel nous avons évalué ’efficacité thérapeutique
de Partésunate-amodiaquine et de |’artemether-lumefantrine chez des patients présentant un
paludisme simple et suivis pendant 28 jours (selon le protocole d’OMS 2005 pour
I’évaluation de l'efficacité des antimalariques). L’étude du polymorphisme parasitaire par

PCR a permis de distinguer les nouvelles infections des recrudescences (vrais échecs).

Au total 47 patients ont été traité¢ avec l'artésunate-amodiaquine et teront I’objet de
cette étude. L’échec thérapeutique cumulé (clinique et parasitologique) était de 14.89%
(7/47). L’étude du polymorphisme parasitaire a montré 12,77% (6/47) de cas de
recrudescence (échec vrais). Au total 48.94% des patients étaient porteurs de la mutation Pfcrt

76T avant le traitement et 66.67% parmi les recrudescences

Au Burkina Faso, artésunate-amodiaquine reste toujours efficace, il n'y avait pas
d'association de la mutation ponctuelle Pfert 767 avec les résultats cliniques des patients
traités avec Artésunate-amodiaquine. Cependant une vigilance sur la surveillance de cette

efficacité et I’orientation de marqueur spécifique est nécessaire.

Mots clés : Plasmodium falciparum. artésunate-amodiaquine, Pfcrt 76T, Burkina Faso
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Abstract

The emergence and development of resistance of Plasmodium falciparum to
antimalariques commonly used (chloroquine. sulfadoxine-pyrimethamine) led to the adoption
of combinations based on artemisinin including artesunate amodiaquine, which has showed a
good therapeutic efficacy in areas where amodiaquine monotherapy remains effective. The
genetic mutation Pfert 76T has been validated as a marker that confers resistance to
chloroquine. So far there is no known marker associated with resistance to artesunate.
Because of the structural similarity of amodiaquine with chloroquine, it is interesting to
investigate the existence of an association between the presence of point mutation Pfert 76T
and effectiveness of the association for artesunate amodiaquine - better monitoring of the
development of resistance that ACT (Artemisinin-based Combination Therapies).

We conducted a randomized clinical trial opened in two rural sites in Burkina Faso
(Dandé¢ and Gourcy) during which we assessed the therapeutic efficacy of artesunate-
amodiaquine and artemether-lumefantrine in patients with uncomplicated malaria and
monitored for 28 days (according to the WHO 2005 protocol for evaluating the eftectiveness
of antimalariques). The study polymorphism parasitic PCR has helped distinguish the new
infections from recrudescences (Real failures).

In total 47 patients were treated with artesunate and amodiaquine and included in this
study. The cumulative treatment failure (clinical and parasitological) was 14.89% (7 / 47).
The study of parasitic polymorphism showed 12.77% (6 / 47) cases of recrudescence (real
failure). A total 48.94% of patients were carriers of the mutation Pfert 76T before treatment
and 66.67% among recrudescences

In Burkina Faso, artesunate-amodiaquine is still effective, there was no association of
the point mutation Pfert 76T with clinical outcomes of the patients treated with Artesunate
amodiaquine. Other point mutations maybe investigated to help for these drugs failure

prediction.

Keywords: Plasmodium falciparum, artesunate-amodiaquine, Pfcrt 76T, Burkina Faso
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[. INTRODUCTION

Le paludisme ou malaria est une parasitose due a des hématozoaires du genre
Plasmodium. Le parasite est transmis a I’homme par la piqtre de la femelle d’un moustique
- du genre Anophele.

Le paludisme demeure, avec le sida et la tuberculose 1'une des affections les plus
meurtriéres et les plus préoccupantes de la planéte. On estime a 2,7millions le nombre annuel
de déces attribués au Plasmodium falciparum. I’ Afrique Sub-saharienne a elle seule présente
80% a 90% et dans la majorité des cas ce sont des enfants et des femmes enceintes (OMS,
2005). Au Burkina Faso en 2005 le paludisme représentait 35.12% des motifs de
consultations, 40,83% des motifs d hospitalisation et 37,5% des causes de déces. Les enfants
de moins de 5 ans restent les plus touchés avec 44.86% de motifs de consultations, 54,94% de

motifs d’hospitalisation et 57,29% de motifs de déces (Ministere de la Santé, 2006)

La situation est d’autant plus préoccupante que le paludisme sévit dans les couches les
plus pauvres de nos populations. La charge financiere engendrée par un épisode de paludisme
en Afrique noire est estimée & environ 1330F CFA a 16625F CFA pour le seul traitement et
133F CFA a 9975F CFA pour la prévention mensuelle (Kager, 2002).

L’une des causes majeures de la forte mortalité est I’émergence de la chimiorésistance a
la fin des années 1950 aux antipaludiques utilisés jusqu’alors (Cortese et al., 2002 ; Talisuma
et al., 2003, Hastings, 2004). De nos jours une résistance de Plasmodium aux médicaments
tels que la sulfadoxine-pyrimethamine (SP), la chloroquine, I’amodiaquine est largement
répandue a travers le monde (Wongsrichanalai et a/., 2002). Depuis les premiers reports d une
baisse d’efficacité des antipaludiques sur les Plasmodies, d’importantes investigations ont
conduit & la mise en évidence de I'implication de mutations génétiques chez les parasites leur
conférant cette résistance. Ainsi, des mutations au niveau des geénes Pfcrt et Pfdhfr ont été
respectivement associés a la chimiorésistance de Plasmodium falciparum a la chloroquine et a
la sulfadoxine —pyrimethamine (Fidock et al., 2000 ; Cowman et al., 1988).

Ainsi, les marqueurs Pfcrt-K76T et Pfmdrl-N86Y ont été démontrés associés a la
résistance a la chloroquine (méme famille chimique que I’amodiaquine).

Mais leur présence n’est pas indispensable pour la survenue de la chimiorésistance a
I’amodiaquine (Holmgren et al. 2005). Aussi, ’amodiaquine demeure t-il toujours un
antipaludique efficace et financiérement plus accessible aux pays en voie de développement

(D’Alessandro et Kuile, 2006 ; Grandesso et a/. 2006). L’amodiaquine, en raison de son coflit



abordable. son ellicacité avérée sur certaines souches chloroquino-résistantes (Brasseur. 1999,
Barenne. 2004) et sa bonne tolérance se trouve aujourd hui étre au centre de nombreux essais
thérapeutiques en association avec les dérivés de I’artemisine. Cependant, il n'existe pas de
marqueurs de résistances moléculaires capables de prédire la résistance de Plasmodium
falciparum a I’amodiaquine et a 'artésunate. C’est dans ce contexte que notre travail a pour
objectif majeur d étudier la relation entre la présence de la mutation génétique Ffcr/767 et les
échecs thérapeutiques a I'association artésunate-amodiaquine. De fagon spéceifique, 1l s'agira
de :
- déterminer la prévalence des échecs cliniques et parasitologiques de Plasmodium
falciparum a la combinaison artésunate-amodiaquine dans la population d’étude ;
- déterminer la prévalence de la mutation génétique Pfcrt761 dans la population
d"étude :
- établir 'association entre la présence de la mutation Pfert767T et la résistance in vivo

du Plasmodium falciparum a la combinaison artésunate-amodiaquine ;.



II GENERALITES

2.1 Le parasite

Le Plasmodium fait partic du phylum des sporozoaires au méme titre que les
toxoplasmes. C'est un parasite intracellulairc appartenant a ['embranchement des
Apicomplexa, au Sous-embranchement des Hemosporida, a 'ordre de Hemosporida, a la
famille des Plasmodidae et au genre Plasmodium.

Plus de 100 especes plasmodiales ont été décrites a ce jour mais seulement 4 especes
sont parasites de [’homme, qui est leur principal héte réservoir. La responsabilité¢ de
Plasmodium dans la transmission du paludisme a I’homme a été établie par Alphonse Laveran
en 1880 a Constantinople. 11 s’agit de Plasmodium vivax , Plasmodium ovale . Plasmodium
malaria et Plasmodium falciparum . Cette derni€re est I’espéce la plus pathogéne chez
’homme et est responsable de 74% des cas cliniques (Korenromg, 2004). Ce sont des
protozoaires intracellulaires dont la multiplication est asexuée (ou schizogoniques) chez
’homme et sexuée (ou sporogoniques) chez le moustique vecteur: l'anophéle femelle

(Gentilini M., 1990).

2.2 Le vecteur : I’Anophéle femelle

Au cours de leurs repas sanguins, les plasmodiums sont transmis aux humains par les
femelles de certains moustiques du genre Anophéle.

Leur reproduction exige du sang, de 1’eau et de la chaleur. La femelle fécondée ne peut
pondre qu’aprés un repas sanguin, pris sur ’homme ou sur I’animal. Les gites de ponte
varient selon |’espéce anophélienne : collections d’eaux permanentes ou temporaires. Dans
’eau les ceufs se transforment en larves puis en nymphes, desquels naitra une nouvelle

génération d’adultes.
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2.3. Reépartition géographique du paludisme

Dans le monde, annuellement 250 a 500 millions de cas cliniques de paludisme est
enregistré (Korenromp, 2004) occasionnant plus d’un million de décés. Environ 60% des cas

cliniques et plus de 80% de cas de déces ont lieu en Afrique au Sud du Sahara (WHO, 2003).

En dehors de I’Afrique, 70% de cas mondiaux sont observés dans 6 pays: L’Inde, le
Brésil, L’Afghanistan, le Viét-Nam, la Colombie et les Iles Salomon (anonyme

http://astrium.Com/maladies:visa09-6.Html; 11/2000).

Toutes les évaluations épidémiologiques s’accordent a dire que les personnes les plus
vulnérables au paludisme sont les enfants de moins de Sans et les femmes enceintes (Hay et
al, 2004 ; Snow et al. ,2005). En zone endémique, la maladie entraine une réduction de la

croissance économique de 1,3% (Gallup et Sachs, 2001).fig. (1)

Figure 1 : Répartition géographique du paludisme dans le monde (WHO, 2004)

Source : http:/www.who.int/malaria/malariaendemiccountries.html



2.4. Le cycle parasitaire du Plasmodium sp

Le cycle de vie du Plasmodium (Figure 2) admet un hote intermédiaire (I’homme ou

d’autres mammiféres) chez qui a lieu une reproduction asexuée et un hote définitif (le

moustique) chez qui a lieu la reproduction sexuée.
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Figure 2: Cycle de vie du Plasmodium sp

Source : http://www.dpd.cdc.gov/dpdx

La premiére partie de ce cycle commence quand un moustique infecté par Plasmodium
falciparum par exemple, injecte 5 a 20 Sporozoites dans le sang humain au cours de son
repas. Ces sporozoites migrent rapidement (30 minutes) vers le foie et envahissent les

hépatocytes ou ils se développent en schizontes puis en mérozoites.



C’est la phase hépatocytaire ou premiére phase de multiplication asexuée. au cours de laquelle
le parasite va puiser le glucose contenu dans les cellules du foie indispensable pour sa
croissance.

A leur maturité, les mérozoites sont libérés suite a I’explosion des hépatocytes, se
retrouvent dans le sang ou elles vont entreprendre la deuxiéme phase de multiplication
asexuée ou phase €rythrocytaire. Au cours de cette phase il y aura une invasion des hématies
de I’hote.

Apres I’'invasion des hématies, les mérozoites se multiplient et se développent en
trophozoites puis en schizontes. La prolifération de schizontes éclate les hématies et libérent
de nouveaux mérozoites. Ces mérozoites réinfectent d’autres hématies établissant ainsi des
cycles synchrones. chaque cycle dure en moyenne 24 heures a 48 heures (Brumpt, 1949). 11

faut toute fois noter que Ia durée du cycle est fonction de 1’espéce plasmodiale.

Aprés un certains nombre de cycles, certains mérozoites vont se transformer en éléments
a potentiel sexuel : les gamétocytes. Les conditions de cette transformation ne sont pas encore
élucidées. On pense notamment & la pression médicamenteuse, I’état immunitaire de I’hote ou
encore a des contraintes métaboliques (OMS, 1987). Les éléments a potentiel sexuel male
donnent les micro-gametocytes ; les éléments a potentiel sexuel femelle donnent quant a eux
les macro-gamétocytes. Les gamétocytes formés ne peuvent poursuivre leur développement
que dans I’abdomen de [’anophéle. De plus ils ne sont rencontrés que dans le sang
périphérique: une adaptation du parasite pour assurer la propagation de I’espéce. Les cellules
reproductrices ainsi formées sont absorbées par l’anophéle femelle au cours d’un repas
sanguin transférant ainsi le parasite chez son hote définitif. Dans I’intestin du moustique, le
micro-gaméte et le macro-gaméte se fusionnent pour donner un ceuf diploide ou zygote
(Robert et Boudin, 2003). Le zygote se transforme aprés deux divisions en ookynete qui va
s’attacher puis traverser la paroi intestinale du moustique. Du coté extérieur de la parol
intestinale, I’ookynete se transforme en oocyste. Il va s’en suivre un cycle sporogonique de
muitiplication et de transformation successive qui va donner des sporozoites. Ces sporozoites
vont migrer dans les glandes salivaires du moustique et seront transmis a I’homme lors d’un

deuxiéme repas sanguin.



2.5. Diagnostique biologique du paludisme

2.5.1. Diagnostic direct
[l est réalisé sur des prélevements sanguins qui sont effectués si possible au moment du
pic fébrile et avant toute prise d’antipaludique. La recherche parasitologique se fait sur le

frottis mince ou la goutte épaisse.

- La Goutte Epaisse (GE). Elle est la technique de rétérence (technique de
concentration). Sa réalisation consiste a déposer une goutte de sang sur une lame
porte-objet propre. Le sang est rapidement defibriné par un mouvement en spirale a
"aide d’un coin d’une autre lame. Apres séchage le prélevement est coloré soit au
Giemsa 10% ou au Field. La lecture se fait au microscope optique a I'objectif x100.
La sensibilité de la technique est de 6 parasites/uL (Tinto et a/, 2004).

- Le Frottis Mince, il s’agit d’un étalement mince d’une goutte de sang sur une lame
porte-objet. La sensibilité pour cette technique, est de 100 parasites/pL (Tinto et al,
2004).

La PCR. permet d’amplitier des séquences spécifiques d’acides nucléiques de  Plasmodium
(ARN 18S, circumsporozoite ; mérozoite surface Protein 1 et 2). Les produits d amplification
sont révélés par électrophorese ou par radioactivité. Cette technique moléculaire permet une
détection. inter et intra spécifique, de Plasmodium avec un seuil inférieur a cing parasites par

microlitre de sang (Moody, 2002).

2.5.2. Diagnostic indirect

Méthodes immunologiques

Ce sont :

. I'immunofluorescence indirecte (IFI) [Gentilini, 1986], I'immunoélectrophorese,
PELISA. I’hemaglutination,...Ces techniques sont surtout utilisées dans les enquétes
épidémiologiques.

. Le parasight : c’est une nouvelle méthode de diagnostic rapide dont le principe est
basé sur la détection qualitative de ’antigéne de la malaria a P. falciparum Histidine Rich
Protein II (HRPII) sur sang total. Cette technique utilise des « bandelettes d’essai» qui
permettent la détection du complexe antigéne soluble—anticorps sous forme d’une bande

colorée visible a I’ ceil nu.



2.6. Polymorphisme génétique de Plasmodium falciparum

Le Plasmodium falciparum posséde trois types d’acides nucléiques: nucléaire,
mitochondrial et plastidique utilisés pour I’étude de la diversité génétique du parasite. L’ADN
nucléaire comporte 25 a 30x10° paires de bases reparties sur 14 chromosomes de tailles
différentes. Les événements génétiques (recombinaison, crossing-over) et les pressions
immunitaires sont a 1’origine de I’émergence de polymorphisme au niveau des antigénes du
Plasmodium. Chez P. falciparum, les génes de polymorphismes les plus utilisés pour la
différenciation des clones infectants sont :

* mspl : Localisé sur le chromosome 9, ce géne comporte 17 blocks et code pour une
glycoproteine de surface du mérozoites de 190 KDA (Merozoite surface Protein 1). La
variabilité du block 2 (K1, MAD20, RO33) sert a la différenciation des clones de P.
falciparum

«  msp2: ce géne situé sur le chromosome2 est divisé en 5 blocks et code pour une
glycoprotéine de surface de 28Kda (Merozoite surface Protein 2). La variabilité¢ du
block3 (IC3D7 ou FC27) est utilisée pour différencier les clones.

*  Glurp : Glutamate rich protein.

*  Microsatellites : TA81, TA60, TA40, PFPK2...

Ces marqueurs de polymorphismes servent a la différenciation des parasites
recrudescents de ceux qui infectent nouvellement un patient au cours d’un traitement

antipaludique.

2.7. Traitement

L’objectif du traitement est d’¢liminer les parasites et d’éviter I’évolution vers des
formes graves ; le paludisme grave est une urgence thérapeutique.

De ce fait, devant toute suspicion de cas de paludisme, le praticien doit dans la mesure
du possible faire la preuve parasitologique de I’affection et instaurer un traitement efficace
sans tarder.

Les antipaludiques dont on dispose de nos jours peuvent étre classés en quatre groupes.



2.7.1.  Les schizonticides

[Is acissent sur les plasmodes a 'intérieur des hématies parasitées les empéchant ainst
2 I

de détruire I"hémoglobine.

Ils regroupent la quinine, 1’amodiaquine, la chloroquine, I"halofantrine, la mefloquine
les dérivés de I'artémisinine. Au sein des hématies parasitées. le Plasmodium catabolise
I’hémoglobine en donnant I’héme, une molécule qui lui est toxique. Normalement. le parasite
polymérise 1'héme en un pigment non toxique (I’hemozoine). Les schizonticides inhibent la

détoxication de I’héme en hemozoine, d’ou leur Iétalité pour le parasite.

2.7.2. Les antifolates

Ils interagissent avec la biosynthese de I’ADN plasmodiale en inhibant les enzymes
intervenant dans cette biosynthése. Leur inconvénient est que leur demi vie est longue ce qui
favoriserait 1'apparition des phénoménes de chimiorésistance. On a dans ce groupe :

Sulfadoxine, Pyriméthamine, Proguanil.

2.7.3.  Les drogues anti-mitochondriales

Ces médicaments sont actifs dans les mitochondries. L atovaquone. analogue structural
du coenzyme Q inhibe préférentiellement la chaine de transport d’électron qui est nécessaire
pour la biosynthése de I’ATP (Ittarat et al., 1994) du Plasmodium. La tétracycline et la
clindamycine inhibent la biosynthése des protéines mitochondriales.

Il existe aussi des drogues inhibant les réactions redox telles que la Primaquine qui
inhibe les réactions d’oxydoréductions des métabolites de la quinine. Elle est trés active sur

les parasites pré-erythrocytaires.

2.7.4. Les gametocytocides

Les gametocytocides (Primaquine) actuellement connus sous les amino-8-
quinoleines, toutes toxiques et donc peu employées. Néanmoins, elles sont les seules a

avolr réellement un effet sur les gamétocytes de Plasmodium falciparum.



2.8. Stratégie de lutte contre le paludisme

2.8.1. Lutte antivectorielle

Elle vise essentiellement a empécher le contact homme -vecteur par :

e la protection individuelle par I'usage des moustiquaires imprégnées d’insecticides a
effet rémanent tels que les pyréthrinoides, et I"usage de crémes répulsives a base
d’insecticides.

e La protection collective par 'usage de rideaux imprégnés et de grillages placés aux
portes et fenétres. la pulvérisation intra domiciliaire d'insecticides. La lutic anti-

larvaire par I'usage de moyen chimique, biologique ou physique.

2.8.2. Traitement médicamenteux

Elle fait recours aux antimalariques :
La prévention, autrefois réservée aux sujets non immuns vovageant vers une zone

d’endémie palustre et aux femmes enceintes. elle connait un regain d’intérét chez I’enfant.

2.9. Mécanisme d’action des antipaludiques

2.9.1. Les Iysosomotropes

On distingue dans ce groupe les schizonticides sanguins dont la chloroquine,
I’amodiaquine, la quinine, I’halofantrine et I'artémisine. Ces médicaments agissent en se
concentrant dans la vacuole digestive du parasite empéchant ainsi celle-ci de digérer

I’hémoglobine.

L’efficacit¢ de ces antipaludiques dépendra en grande partie de la capacité du
Plasmodium 3 les accumuler. Le mécanisme d’action de ces antipaludiques n’est pas encore
bien €lucidé. Cependant plusieurs théories développées par certains auteurs tentent de le

démontrer.
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Theéories des récepteurs

e ['ADN: pendant longtemps. on a cru a une éventuelle interaction entre amino-4-
quinoleines et nucléoprotéines. Cette hypothese, évoquée dans les années 30 et 60 fut
abandonnée par la suite jusqu’a la fin des années 80, et puis réexaminée par Meshnick
compte tenu de 1’atfinité de la liaison entre la chloroquine et I’ADN in vitro (Kawky.
1989, ).

¢ la ferriprotoporphyrine X membranaire (FP) : le mécanisme de toxicité membranaire
selon Fitch, les interactions entre la chloroquine et la FP jouent un réle capital dans la
concentration des schizonticides dans les vacuoles des parasites (Fitch, 1984 ; Chou et
al. 1980) ont identifié la FP comme étant le récepteur a forte affinité et spécificité pour
la chloroquine, la quinine et la mefloquine /n vitro la FP (constituant a 90% de
hemozoine) est un produit de dégradation toxique (lytique) de la digestion de
I’hémoglobine. Celle-ci se lie normalement a une protéine formée par le parasite
(protéine liant I’héme), pour donner le pigment malarique non toxique (hémine). La
chloroquine entre en compétition avec la protéine parasitaire et empéche la fixation et
donc la détoxification de la FP celle-ci peut alors exercer son effet cytotoxique sur le

parasite.

2.9.2. Les antimétabolites

Les antifoliques et les antifoliniques agissent sur la voie de biosynthese de I’acide
folique chez le Plasmodium comme dans le cas des bactéries. Les antifoliques sont des
analogues de I’acide para-amino-benzoiques (PAB) et sont donc en concurrence avec le PAB
pour la méme enzyme ; ils inhibent ’enzyme de la premicre étape de synthese de I’acide
folique ; la dihydrofolate synthétase. Les antifoliniques inhibent I’enzyme de la deuxi¢me
étape de la synthese. la dihydrofolate réductase. Les deux sous-familles des antimétabolites
combinés agissent séquentiellement sur la méme voie métabolique du parasite.

La spécificité d action des antimétabolites contre les plasmodies est basée sur la haute
affinité de ces antimétaboliques pour les enzymes plasmodiales par rapport aux enzymes des

cellules hétes (Le bras et Bosco, 1991).

11



2.9.3. Les antibiotiques

Les antibiotiques possédant une activité (modérée) sont les cyclines, les quinolones, la
clindamycine, I’érythromycine et dans une moindre mesure le chloramphénicol (Brysker,
1988). Ils agissent en inhibant la synthése protéique au niveau des ribosomes 70s des
mitochondries plasmodiales. Une étude a démontré par ailleurs qu’il y a un effet tardif

attribué a I’action lente des antibiotiques sur la mitochondrie plasmodiale (Divo et a/, 1985).

2.10 La chimiorésistance dans le paludisme.

2.10.1 Définition

La résistance aux antipaludiques est définie comme 1'aptitude d’une souche de parasites
du paludisme a survivre ou a se reproduire malgré I’administration et 1’absorption d’un
médicament employé a des doses égales ou supérieures aux doses ordinairement

recommandées, mais comprises dans les limites de tolérance du sujet (OMS, 1973).
2.10.2. Les mécanismes de résistance aux amino-4-quinoleines

Plusieurs théories ont été émises pour expliquer la résistance de Plasmodium falciparum
aux amino-4-quinoleines. Toutes s’accordent a reconnaitre que la caractéristique commune
des parasites résistants est une altération de 1’accumulation de la chloroquine dans la vacuole
digestive. Autrement dit, lorsqu’un parasite est résistant, il y’a un efflut rapide de
I’antipaludique de sa vacuole digestive, ce qui lui permet de survivre. Les théories dominantes
stipulaient que ces défauts d’accumulation étaient dus a une altération des gradients de pH
et/ou de la perméabilité membranaire (Le Bras, 2003). Plus tard, les travaux de Wiirnsch et al.
(1998) décrivirent un autre mécanisme de résistance a la chloroquine reposant sur une
stimulation de I’échange sodium-proton (Na+/H). Ces auteurs ont pu en effet démontrer que
la chloroquine stimulait mieux I’échange sodium-proton chez les parasites sensibles et
augmentait de ce fait le transport du médicament chez ces parasites, alors que le contraire se
produisait chez les parasites résistants. Les derniers travaux sur la question se fondant

essentiellement sur un déficit de la liaison chloroquine-ferriprotoporphyrine (CQ-FP) inhérent
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a une altération dans l'environnement local de la FP plutdt qu’a N'implication d un mécanisme
de stimulation de I"échange Na+/IH ou a une altération des gradients de pH (Bray, 1999).

Par ailleurs. des mutations ponctuelles du géne situé sur le chromosome 5 et codant
pour une protéine. le Pfmdr-1, et celle d’un second geéne situé cette fois ¢i sur le chromosome
7 (Pfcg2) ont été présentées comme responsables de la résistance (Foote et «/ , 1990).
Cependant d’autres études viendront réfuter ces théories (Grobusch, 1998, Durand, 1999).
Récemment un troisieme géne candidat, Pfcrs. situé sur le chromosome 7 a proximité du
Pfeg? a été identifié et des mutations ponctuelles de ce gene sont retrouvées chez des souches
chloroquino-résistantes in vitro (IFidck, 2000). 11 est donc assez clair de nos jours que les
résistances des parasites aux médicaments sont I’ccuvre des mutations génétiques observées

chez ces parasites (Djimdé et a/., 2001)

2.10.3. Les facteurs d’apparition et d’extension de la chimiorésistance

2.10.3.1. La pression médicamenteuse

L’utilisation massive des antipaludiques et surtout la chloroquine en chimioprophylaxie
de masse, ou son utilisation & des doses curatives incomplétes contribue a la sélection des
clones de parasites résistants. En effet, plus la pression médicamenteuse est forte et constante,
plus les parasites s’adaptent. Cette adaptation se manifeste par une émergence de la

chimiorésistance (Payne. 1988 ; Diourte et al., 1999).

2.10.3.2. L’immunité de ’hote

L’expression de la résistance s’observe en général chez les sujets dont le niveau
d’immunité est bas et ne suffit pas a éliminer les parasites avec 1’aide du médicament. Ces
sujets développent une immunité non spécifique contre les parasites et sont donc des
réservoirs de multiplication et de propagation des souches plasmodiales chimiorésistances

(Alene et Bennett, 1996).



2.10.3.3. Le parasite

Des mutations spontanées susceptibles d’induire une résistance peuvent survenir au
niveau du génome plasmodial. Moins le nombre de mutations requis pour la chimiorésistance

est élevé, plus vite la chimiorésistance intervient (White, 1999).

* Le niveau de la transmission

Le niveau de transmission du paludisme dans une zone influence aussi 1I’expansion de la
chimiorésistance ; mais son rble exact est mal connu. Pour certains auteurs, en zone
endémique la forte transmission favorise I’émergence de souches plasmodiales résistantes
(Molyneux et al., 1999). Pour d’autres par contre, en zone a transmission faible, le risque
d’apparition de parasites chimiorésistances est élevé (White, 1999). Cependant, compte tenu
de la nature monoclonale des infections dans ces zones, la probabilité que deux gametes,
porteurs de génes de résistances, fusionnent est élevée dans ces zones. Une troisieéme
hypothése soutient que le niveau de transmission n’affecte pas [’apparition et I’extension de la

chimiorésistance (Hastings, 1997).

2.10.4. Les méthodes d’étude de la chimiorésistance

2.10.4.1. Les tests in vitro

Il consiste a mesurer I’inhibition de la maturation des parasites isolés, en présence de
doses croissantes d’un antipaludique donné.
Apres le macro-test mis au point par I’OMS et vite abandonné, ce sont les micro-tests

qui sont actuellement utilisés. On distingue:

e Les tests optiques ; le micro-test OMS (Payne, 1990) et le semi-microtest (Le Bras,
1993) ont été mis au point a la fin des années 70 afin d’évaluer la sensibilité de
Plasmodium falciparum a certains médicaments : ils sont basés sur la capacité des
doses croissantes d’antipaludiques testés a empécher la maturation des trophozoites de
P. falciparum en schizontes, lorsque le prélévement sanguin est mis en culture dans du
milieu RPMI (Rosewel Park Mémorial Institue) et incubé a 37°C, en présence du CO,

(5%), pendant 24 a 48 heures.
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Les résultats s’expriment en concentration minimale inhibitrice (CMI), pour le microtest

(OMS) et en concentration inhibitrice 50% (C150) ou (C190) pour le semi-microtest.

e Les tests isotopiques; il s'agit du microtest isotopique de Desjardins (Desjardins.
1979) et le semi-microtest isotopique de Le Bras et Deloron (Le Bras, 1984). Ce sont
des modifications, respectivement, du microtest OMS et du semi-microtest optique par
I’adjonction dans chaque cupule d’un radio-isotope, I’hypoxanthine tritiée. La
maturation des parasites est révélée par 1’'incorporation du radio-isotope dans le noyau
des parasites. La mesure de la radioactivité se fait apres 42 a 48 heures d’incubation.
Les résultats sont donnés en coups par minutes et 'activité du médicament est
exprimée en CLso ou en CLso.

e Test de Makler; c'est un test enzymatique fondé sur la capacité de la Jactate
déshydrogénase (LDH) de Plasmodium falciparum a utiliser rapidement la 3-
acétylpyridine adénine dinucléotide dans la réaction aboutissant a la formation du

pyrivate a partir de |- lactate.

2.10.4.2. Les tests in vivo

C’est 1’évaluation de [’efficacité thérapeutique chez un patient présentant un
paludisme (asymptomatique, simple ou compliqué) sur la base d’un protocole (qui a connu

plusieurs modifications) développé par I’OMS

2.10.4.3. Les tests moléculaires

Il s’agit de techniques de biologie moléculaire utilisées pour la mise eﬁ évidence des
mutations génétiques de ’ADN du parasite responsable de la résistance. La technique
couramment utilisée pour la mise en évidence des markers de chimiorésistance est la
polymérase Chain réaction (PCR). Il s’agit d’une technique qui permet, a partir d’un fragment
d’ADN, d’obtenir une quantité importante de fragments identiques visualisables a la lumiere
ultra-violet.

o les génes dits marqueurs de résistance : ces génes sont réputés étre impliqués dans les
phénoménes de résistance du P. falciparum aux antipaludiques. Pour les amino-4-
quinoleines et notamment la chloroquine les markers les plus utilisés sont le Pfert

k76T et le Pfindr-IN86Y qui codent respectivement pour les protéines PFCRT et Pghl.
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Ces protéines situées au niveau de la membrane de la vacuole digestive du
P falciparum, sont impliquées dans la résistance du P. falciparum a la chloroquine
(Djimdé, 2001 ; Fidock. 2000). Quant aux genes Dhfir (Points de mutation 51, 39.
108,...) et Dhps (mutation en position 437 et 540), ils sont respectivement associés
aux résistances a la pyriméthamine et a la sulfadoxine.

e Les markers de polymorphisme : Msp/l et 2, GLURP, les Microsatellites, PIEMPI.
AMAI, CSP... Ces génes codent pour des glycoprotéines de surface impliquées soit
dans la virulence du parasite soit dans les réponses immunitaires ou dans I’émergence

de souches plasmodiales résistantes (Meyer, 2002).
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[HI. METHODOLOGIE.

3.1. Site et population d’étude
La présente étude a ¢été menée a Dandé et Gourcy, deux zones rurales situées
respectivement a 1'Ouest et au Nord du pays. L’étude s’est déroulée entre Octobre et

Décembre 20006 correspondant a la période a forte transmission de paludisme.

3.2. Type d’étude

Essai clinique randomisé a l'association artésunate-amodiaquine versus artémether-
luméfantrine. Durant la période d’étude, I’équipe de recherche s’est installée dans les centres
de santé des localités concernées et a inclus tous les patients des deux sexes habitant les
localités, remplissant les critéres d’inclusion et volontaires pour participer. Ainsi, tout patient
présentant des signes suggestifs de paludisme simple a bénéficié d’un examen clinique et
d’une goutte épaisse/frottis mince a la recherche de formes asexuces de Plasmodium
Salciparum. Parmi les patients positifs a Plasmodium falciparum. ceux retenus pour 1’étude

ont été sélectionnés selon des critéres définis par I’OMS en 2003.

3.3. Critéres d’inclusion
Les sujets dont le diagnostic parasitologique a été confirmé ont ensuite été

sélectionnés selon les critéres d’inclusion suivants :

e Age supérieur ou égale a 6 mois ;

e Histoire fébrile des derniéres 24h (ou Température axillaire > 37° 5 C)
e Densité parasitaire comprise entre 2000 et 200.000 parasites /uL ;

¢ Infection mono spécifique a Plasmodium falciparum ,

e Absence d’allergie connue au médicament de 'étude

¢ Absence de signes de danger et/ou de paludisme grave

e Absence d’autres causes évidentes de fiévre ;

e Provision d’un consentement éclairé du parent ou du tuteur de I’enfant ;

e Absence de prise d’antipaludique durant les deux derniéres semaines.
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3.4. Collecte des Données et Suivi des Patients

Les patients inclus dans ["étude sont revus au dispensaire au jour 1,2, 3. 7. 14, 21. 28
ainsi que tout autres jours ot le malade se sentait malade. A chaque visite le malade a
bénéficié d'un examen clinique complet (a4 la recherche de nouveaux symptomes ou de
’aggravation de ceux existant la veille) mais aussi d'une goutte épaisse/frottis mince pour la
recherche de formes asexuées de P.falciparum ainsi que des gamétocytes. Deux ou trois
gouttes de sang ont été recueillies sur du papier filtre Wattman a [’exception du jour 1 pour
les besoins des analvses moléculaires. Une mesure de [’hémoglobine a été réalisée a

I’inclusion et au dernier jour de suivi du malade. (Tableau 1)

Tableau I : Suivi des patients et collecte des échantillons biologiques

| _ Autres
Jour Jo | J1 | J2 | J3 | J7 | J14 | J21 | J28 )
jours

Gouttes ¢paisse et frottis | x x| x| x ¥ | x %
minces

Confettis pour la PCR X X X | X | X | X | X X
Taux d’hémoglobine X X X
Examen clinique XX | X | X | X | X | XX X

3.5. Criteres de jugement de P’efficacité du traitement

L’efficacité du traitement a été évaluée selon les critéres contenues dans le protocole

OMS 2005 en :

Echec Thérapeutique Précoce (ETP)

e apparition de signes de danger ou de paludisme grave aux jours 1, 2, ou 3 en présence
d’une parasitémie ;
e parasitémie au jour 2 supérieure a celle du jour 0, quelle que soit la température
axillaire ;
o S , - (. .  nm cop
e parasitémie au jour 3 et température axillaire supérieure ou égale a 37,5°C ;

e parasitémie d’au moins 25% de celle du jour 0.
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Echec Thérapeutique Tardif (ETT) elle est divisée en deux :

Echec Clinique Tardif (ECT) :

e apparition de signes de danger ou de paludisme grave aprées le jour 3 en présence d’une
parasitémie et en absence préalable de tout critere d’ETP.

e température axillaire supérieure a 37.5°C; ou histoire fébrile dans les 24heures
précédentes entre le jour 4 et 28 en présence d’une parasitémie sans répondre aux

criteres d’échec thérapeutique précoce.

Echec Parasitologique Tardif (EPT)
Présence d’une parasitémie au jour 28 avec une température axillaire < 37,5°C. en ’absence

de tout eritere d’ECT ou d’EPT.
Reéponse Clinique et Parasitologique Adéquate (RCPA)

Absence d’une parasitémie au jour 28 quelque soit la température sans répondre aux critéres

d’ETP, ’ECT ou d’EPT.

3.6. Etudes moléculaires

Ces études moléculaires avaient deux composantes essentielles qui étaient 1’étude du
polymorphisme génétique de mspl et msp2 de Plasmodium falciparum et le génotypage de
lallele Pfert K76T. Ces analyses ont été réalisées en utilisant la méthode de « polymérase
chain reaction » (PCR) ou réaction de polymérisation en chaine.
Cette méthode comporte quatre grandes étapes qui sont I’extraction de I’ADN parasitaire, son

amplification, la digestion et la révélation des produits d’amplification.

3.6.1. Extraction de ’ADN parasitaire

Nous avons procédé selon la méthode de PLOWE C. et al. (1995). Le chelex-100
utilisé permet également la séparation de ’ADN d’avec les protéines. Les différentes étapes
sont les suivantes :

»  Sous une hotte a flux d’air laminaire, sortir le confetti de son emballage et découper un
petit morceau qui est mis dans le microtube portant le numéro de I’échantillon ;
»  ajouter Iml de PBS1X et 50uL de saponine 10%, bien immerger les confettis ;

» laisser tremper toute la nuit a 4°C au réfrigérateur ;
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«  retirer les tubes d"¢chantillons du réfrigérateur et les centrifuger brievement pendant 3
secondes a 8000 tr/min :

+ enlever le surnageant, remettre Iml du BPS1X et laisser encore tremper 30min a 4°C :

. préparer la plaque chauffante a la température de 95°C, ajouter de 1'eau distillée dans
les puits pour permettre une bonne diffusion de la chaleur sur la paroi des tubes :

. sortir les tubes du réfrigérateur et les centrifuger brievement. Enlever le surnageant :

«  ajouter dans chaque tube 50ul de chelex-100 a 20% et compléter avec 100ul d’cau
bidistillée stérile :

+  placer les tubes sur la plaque chautfante pendant 10min en vortexant chaque tube
toutes les 2min ;

+  placer les tubes sur de la glace et procéder a I'essorage des confettis en les pilant a
’aide des embouts stériles de micropipette ;

. centrifuger a 10000 ¢ pendant Smin ;

«  transférer le surnageant dans un autre tube stérile et procéder a une nouvelle
centrifugation

«  prélever le surnageant qui contient I’extrait d”ADN. le mettre dans un nouveau tube et

conserver a -20°C,

3.6.2. Amplification des séquences spécifiques d’ADN

Nous avons utilisé la méthode de « Nested PCR » pour I’amplification des séquences
d’ADN de P. falciparum. Cette variante de la PCR, consiste en une série consécutive de deux
PCR au moyen de deux paires différentes d’amorces.

Les fragments.d’ADN amplifiés au cours de la premiére PCR contiennent les séquences qui
seront appariées avec la deuxiéme paire d’amorce. Cette deuxiéme amplification dite
« niché » rend la technique plus sensible.

a) Principe

Le principe de cette technique moléculaire est d’utiliser de maniére répétitive 1'une des
propriétés des ADN polymérases qui est celle de pouvo.ir synthétiser un brin complémentaire
d’ADN a partir de couple d’amorces. La réaction correspond a la succession d’un certain
nombre de cycles comportant chacun trois €tapes : une dénaturation, une hybridation et une
élongation.

Tous les éléments nécessaires a la réaction contenus dans un tube qui sera soumis aux
différentes températures correspondant a chaque étape de la PCR. Ces cycles de températures

sont réalisés automatiquement par un programme dans un thermocycleur.
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b) Les composants de la PCR

e 1"ADN matrice de départ et les amorces

L’ADN matrice est sous la forme d’un double brin et contient le fragment a amplifier.

Les amorces doivent avoir une température d’hybridation (Th) comprise entre 40°C et
70°C. Des températures supérieures a 70°C entrainent une absence dc¢ produits
d’amplification ; des températures inférieures a 40°C diminuent la spécificité de la réaction et

on obtient des productions d”’ADN non spécifiques (http : // www.ens-lyon.fr/R ELLIE/).

e LaTaq polymérase
La Taq polymérase est une enzyme thermostable qui a une activité maximale entre 72
et 80°C. La polymérisation par la Taq se fait habituellement entre 70°C et 75°C. Son réle est
de synthétiser le brin complémentaire de 1"’ADN a partir des amorces. Une quantité
insuffisante de la Taq conduit a une amplification trop faible du produit désiré et une quantité
importante conduit a ["amplification de produits non spécifiques ( http://www.ens-lyon.fr/R

ELLIE/).

i Le dNTP (désoxyNucléotideTriPhosphate)

Il existe quatre types de dNTP a savoir le désoxyAdénosineTriPhosphate (dATP). le
désoxyCytosineTriPhosphate (dCTP), le désoxyGanosineTriPhosphate (dGTP) et le
désoxyThymidineTriPhosphate (dTTP). Leur role est de fournir les désoxyribonucléotides
nécessaires a la syntheése des brins complémentaires par la Taq polymérase.

Les dNTP doivent étre a des concentrations identiques pour minimiser les erreurs
d’incorporation par la polymérase. La spécificité de la PCR augmente quand on diminue les
concentrations de dNTP. Son augmentation conduit a des produits non spécifiques

(http://www.ens-lyon./R ELLIE/).

¢ Letampon de réaction (PCR Buffer)

Son rdle est d’assurer une bonne hybridation des amorces ainsi que le bon
fonctionnement de la Taq polymérase.

Ce tampon contient généralement des sels tels que les chlorures qui assurent une force
ionique correcte ainsi qu’un pH adéquat. Il contient également du chlorure de potassium
(KC1) qui facilite I’hybridation des amorces, et de la gélatine qui favorise ’action de la Taq

(http://www.ens-lyon.fr/R ELLIE/).
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e Le chlorure de magnésium (MgCl,)

Le MgCl, est indispensable pour ’amplification. Il a une influence sur I’hybridation
des amorces. sur la spécificité du produit d’amplification et sur [activité et la fidélité de la
Taq polymérase qui ne peut fonctionner sans les ions Mg++ libres. Ces ions interviennent
dans la spécificit¢ de reconnaissance des substrats de désoxyribonucléotides triphosphates
(dNTP) et permettent leur stabilisation. Un exceés de MgCl, provoque des hybridations non
spécifiques des amorces avec synthése de bandes aspécifiques visibles sur le gel ; une baisse
de sa concentration diminue de fagon importante la quantité de séquences synthétisées par la

diminution de I’activité de I’enzyme thermostable.

Tableau II : Mélange réactionnel pour la premi¢re et la deuxiéme série de PCR de Pfert 76T

Réactifs Concentration Volume a prélever (ul)

H20 - 15,3
Primer sens 10 uM 0,5
Primer antisens 10 uM 0,5
Buffer 10X 2.5
dNTP 2 mM 2,5
Mg CI2 25 mM 1,5
Tag polymérase 5U0U/ul 0,2
Solution d’ADN Inconnue 2

Final volume - 25

Ce mélange a été¢ incub¢é dans un thermocycleur sous le programme décrit dans le
Tableau III. Le mélange réactionnel de la deuxi¢me série de PCR a été réalisé avec les
amorces CQR-A/CQR-B. A ce mélange, nous avons ajouté 2ul du produit de la premiére
amplification ; ensuite nous avons incubé dans un thermocycleur sous le programme définit

dans le Tableau ci-dessous.
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Tableaulll : Programmes d’amplifications et séquences des primers pour analyse dePfertK76T

Gene et étape de la PCR Primes (5°— 3’) Programme d’amplification
Pfert-T76 CRT-1:(21bp) 94°CX3min
PCRI GACG AGCG TTAT AGAGAATTA  OF CX30547°CX1min
72°x1,5) x40 cycles
CRT-2: (20bp) 72°C x 3min
C CAGTAGTTCTTGTAAGACC Concertation a 4°C
PfertT 76 CQR-A- (21bp) 94° Cx5min
PCR2 TGTGC TCATGTG TTTAAACTT (94° Cx30s 52°Cx4min
72°Cx1min) x30cycls
CQR-B : (23bp) 72°%3m

CAAAACTATAGTTACCAATTTTG Concertation a 4°C

3.6.3. Digestion de I’ADN par I’enzyme de restriction Apol (NEB)

La digestion se fait a une température de 50°C pendant 2 heures dans un thermocycleur

ou dans I’incubateur. L’enzyme Apol (NEB) ne coupera que la souche sauvage (HB3), la

souche mutante (Dde2) restant intacte.

Afin de digérer le produit de la nested PCR. 10uL d’une solution réactionnelle avec

APO1 (NEB) ont été réalisées (Tableau IV). A cette solution réactionnelle nous avons ajouté

10uL du produit d’amplification de la nested PCR. L’ensemble (20ul) contenu dans un

microtube Eppendorff a été incubé a 50°C dans un bain marie. A 50°C, APO1 posséde une

activité optimale.

Tableau IV : Composition du milieu réactionnel pour la digestion avec APO1

Concentration Volume a prélever
Hao - 6,8
Neb3 10X 2,0
BSA 100X 0,2
APOI (NEB) 10 U/ul 1,0
Produit de Nested PCR Inconnu 10
Volume final 20,0
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3.6.4. Révélation de produit d’amplification

a) Electrophorése :

La migration se fait sur gel d’agarose a 2,5% :

e Dissoudre 2 g d’agarose dans 100 ml de TBE a 1X ;

e Bouillir ce mélange pendant 3min dans un four & micro-onde ;

e Ajouter 7,5 ul de bromure d’éthidium dans ’agarose fondu ;

e Couler le gel dans la moule et attendre sa solidification ;

e Enlever les peignes et placer le gel avec le moule dans le bac de migra.tion contenant le
TBE a 0,5X le gel doit étre immergé ;

e Découper le papier parafilm :

e Placer sur le parafilm 3 ul de colorant (Dye) pour chaque échantillon a migrer ;

e Placer Sul du marqueur de poids moléculaire dans le premier puit ;

e Me¢élanger entre 15 a 18ul de produit de digestion au Dye puis loger dans le puit ;

e Faire migrer entre 80 a 90 volts pendant 1,5 a 2 heures ;

e Sortir le gel du moule et le placer sous ’appareil a UV pour la photographie ;

e Marquer devant chaque bande le numéro de I’échantillon correspondant.

b) Interprétation de la photographie :

Une bonne réaction se traduit par la présence de bandes conformes a celles attendues. 1
faut observer la conformité de la taille du produit attendu ainsi que celle des témoins positifs.
L’enzyme Apo I (NEB) ne coupe que les souches de génotypes sauvages. Les bandes de la
méme taille que le témoin sauvage (100 pb) correspondent aux souches sensibles a la
chloroquine.

Par contre celles qui ont la méme taille que le témoin résistant (134 pb) correspondent aux
souches résistantes a la chloroquine. Les bandes qui apparaissent a la fois au niveau des deux
témoins correspondent aux souches mixtes.

La taille attendue pour les produits d’amplifications est de 537 pb pour la premiére

amplification et de 134 pb pour la deuxiéme.

3.6. 5 Détermination du polymorphisme génétique de mspl et msp2
3.6.5.1. Mélange réactionnel et programme d’amplification de mspl et msp2
Pour la mspl et msp2, les constituants (volume et concentration des réactifs) sont

identiques hormis les séquences des paires d’amorces.
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Les composants des mélanges réactionnels pour la premicre et la deuxieme PCR de mspl et
msp2 sont présentées dans le tableau.lV. Le produit de la premiére amplification sert de

source d’ADN pour la deuxieme amplification.

Tableau V : Composition des mélanges réactionnels pour la premicére et fa deuxieme PCR

o PCR 1 PCR 2
Réactil Concentration ;/;))lrué[l]lf'er(ul) Concentration I\::gll:l:r (ul)

H2o ultra pure 19.525 20.025
Primer sens 50 uM 0.05 50 uM 0,05
Primer antisens 50 uM 0.05 50 uM 0,05
Buffer 10X 25 10X 2,5
dNTPs 20 mM 0.25 20 mM 0.25
MgCh 25 mM 1.5 25 mM 1,5

Taq polymérase 5 U/ul 0.125 5 U/l 0.125
Extrait d’ADN inconnue 1 inconnue 0,5

Volume final = 25 pl

Lors de la premiere PCR les couples d’amorces utilisés étaient : 01/02 pour mspl et
S3/S2 pour msp2 ; au cours de la seconde PCR les amorces NI1/N2 et S1/S4 ont été
respectivement utilisés pour la mspl et la msp2. Les 25 ul, contenus dans un microtube
stérile, sont incubés dans un thermocycler (Master cycler gradient) sous un programme

spécifique a chaque géne (Tableau VI).
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Tableau VI : Tableau récapitulatif des programmes d’amplifications de chaque gene.

lére

amplification.

Ol:5CACATGAAAGTTATCAAGAACTTGTC-3
02 :5-GTACGTCTAATTCATITTGCACG-3’

94°C x 3min: ( 94°C x
25s; 50°C x 35s: 68°C
X 2min 30s) x 30;

i Zn Yo Va1 ke T

N1: 5'-GCAGTATTGACAGGTTATGG-3’
N2: 5-GATTGAAAGGTATTTGAC-3’

94°C x 3min; ( 94°C x
25s; 50°C x 35s: 68°C
X 2min 30s) x30; 72°C

X 3min

S3: 5’-GAAGGTAATTAAAACATTGTC-3’
§2:5’-GAGGGATGTTGCTGCTCCACAG-3’

94°C x 3min; (94°C x
25s; 42°C x lmin;:
65°C x 2min) x30;
7291 v Amin

MSP1
Héme
amplification.
i
amplification.
MSP2

2éme

amplification.

S1: 5’-GAGTATAAGGAGAAGTATG-3°
S4:5-CTAGAACCATGCATATGTCC-3°

94°C x 3min; (94°C x
25s; 50°C x lmin;
70°C x 2min) x30;

72°C x 3min

3.6.5.2 Interprétation des résultats

Les produits obtenus aprés la PCR nichée sont analysés par électrophorese sur gel

d’agarose 2,5 % contenant Sul de bromure d’ethidium (5-éthyl-3,8-diamino-6-

phénylphénanthidine). Le gel est déposé dans une cuve a électrophorese contenant un tampon
TBE 1X. 5 pl de chaque produit de la PCR nichée est mixé avec 2pul de bleu de charge puis le
mélange est dépos€ dans un puit du gel d’électrophorése. La forte densité du bleu de charge
lui permet de demeurer avec la solution d’ADN dans le puit d’électrophorese.
L’électrophorese est réalisée a une intensité de350mA sous une tension de 80 volts pendant 3
heures. Le bromure d’éthidium a la propriété de s’intercaler entre les fragments d’une
molécule d’ADN; et d’émettre une fluorescence a 622 nm quand il est excité au rayon ultra-

violet.

Sous illumination ultra-violet, les fragments d’ADN apparaissent sous forme de bandes
a différentes positions sur le gel. Pour un méme patient, On compare le nombre et la position
des bandes de fragments d’ADN du jour d’inclusion (JO) et du jour d’échec thérapeutique (J-
échec). Les résultats sont exprimés en terme de recrudescence, nouvelle infection ou

indéterminé.
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Exemple non exhaustif d’interprétation des gels

Statut Caractéristiques
Nouvelle infection Nombre et taille des bandes a JO et Jour d’échec sont différents
Recrudescence Tailles des bandes a JO et Jour d’échec sont identiques
Indéterminé PCR négative pour JO ou Jour d’échec

Pour un méme patient, on détermine le statut a partir du polymorphisme de la msp/ et de

la msp2.

3.7. Analyse des données

Pour la saisie des données, nous avons utilisé le logiciel EXCEL 2003. L’analyse
statistique a été effectuée par les logiciels Epi info6.04 et SPSS 11.0.

Le test de chi deux et le test exact de Fisher ont servi pour comparer les proportions et
mesurer ’association entre certaines variables. Une valeur de p< 0,05 a ét¢ considérée comme

statiquement significative.

3.8. Considérations éthiques

Avant le début de 1’étude, ce protocole a été soumis et approuvé par le comité d’éthique
institutionnel du centre MURAZ/IRSS.

Les patients ont été informés que leur participation a I’étude était entierement volontaire
et que les informations recueillies par I’équipe sont strictement confidentielles. Il leur était

¢galement permis de mettre fin & tout moment a leur participation s’ils le désiraient.
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IV.RESULTATS

4.1. Caractéristiques de la population d’étude

Ce sont au total 497 patients qui ont été examinés durant la période entre octobre-
decembre 2006 sur I'ensemble de deux sites dont 286 ont présenté une goutte €paisse positive
a I’examen microscopique soit un indice plasmodique de 57.54%. Au total 167 patients ont
ét¢ inclus dans ['étude et traités avec l'artésunate-amodiaquine AQ/AS (67) ou |'artémether-
luméfantrine AL (100). Au cours du suivi 60 patients ont ét¢ exclus pour raison diverses
(vomissements répétés, retrait de consentement. perdu de vue...) dont 20 pour AQ/AS et 40

pour AL (Figure 3).

Nombre de patients examinés : 497

v
Goutte épaisse positive : 286 l

A4
Patients inclus a JO : 167 \

Patients traités avec Patients traités avec
Amodiaquine-Artésunate (AQ-AS) : 67 Artémeter-Luméfantrine (AL) : 100
Exclus : 40
Exclus : 20 - Retraits de consentement : 20
- Retraits de consentement : 16 B - Paludisme grave : 3
- Paluc?isme grave : 3 . Prise de médicament : 6
- Vomissement : 1 - Vomissement : 6
- Perdus de viie * 5
A \ 4
Suivis complet : 47 Suivis complet : 60
Dandé : 6 Dandé : 10
Gourcy : 41 Gourcey : 50

Figure 3 : Profile de I’étude
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4.2. Caractéristiques des sujets inclus
La répartition de la population d’étude selon deux classes d’dge montre que 78.72%
(37/47) des patients avaient un dge compris entre 6 mois et 59 mois. Les ages extrémes étaient

de 6 mois et 30 ans avec une moyenne de 3.85 +35.21 ans.

Les patients de sexe féminin représentaient 55,32% (26/47) des sujets inclus

~ La température
Les températures extrémes des patients a I’inclusion étaient de 36,1°C et de 40,2°C
avec une moyenne de 38.2 +1,03° C. Pour les enfants de moins de 5 ans, la moyenne était de
38,4°C, et de 37,7°C pour ceux dont I’age est supéricur a 5 ans. Cependant, cette moyenne,

varie tres peu selon les sexes des patients.

» La densité parasitaire
La moyenne géométrique des densités parasitaires a l’inclusion était de 12751,12
trophozoites/ul. avec des extrémes de 2000 et de 110068 trophozoites/ul.. Cette moyenne
était de 12617,3 trophozoites/ul. chez les enfants de plus de 5 ans contre 12086,8

trophozoites/uL chez les moins de 5 ans.

» Le taux d’hémoglobine
Il présente une moyenne de 9,10£2,27g/dL. avec des extrémes de 5 et 14,8g/dL. Chez
le groupe d’4ge de plus de S5 ans, la moyenne était de 11,38g/dL.. En ce qui concerne le

groupe d’age de moins de Sans, elle était de 8,10g/dl.

Par ailleurs, nous avons observé 55,32%(26/47) des patients étaient anémiens a

I’inclusion.

» La densité gametocytaire
Sur les 47 patients au suivi complet, un seul présentait des gamétocytes au jour

d’inclusion soit un taux de 2.13% (1/47).

4.3 Résultats cliniques et parasitologiques

Le tableau ci-dessous montre les prévalences obtenues aprés traitement a AQ/AS. La
prévalence moyenne, des échecs thérapeutiques enregistrée sur I’ensemble des sites d’étude,
était de 14 ,89% (IC95% =[6,2- 28,3] dans la population d’étude. Cette prévalence n’était pas

variable d’un site a un autre (p=0,45)
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Tableau VII: Analyse de Pefficacité du traitement selon le site

Localité Gourcy (n=41) Dande** (n=6) Total (N=47)
ETP 0 0 0
ECT 0 0 0
EPT 6 (14,63%) 1(16,67%) 7 (14,89%)
ETG* 6 (14,63%) 1(16,67%) 7 (14,89%)
RCPA 35 (85,37%) 5 (83,33%) 40 (85,11%)

ETG*=échec thérapeutique général. ** Echantillon tres faible

Aucun cas d’échec précoce n’a été enregistré. Quelque soit le site il s’est agi d’échec
parasitologique tardif. En moyenne I’efficacité thérapeutique a été de 85.11% (85.37% a
Gourcy contre 83.33% a Dande).

Au vu de la réapparition tardive des échecs, 1’étude du polymorphisme parasitaire permettra
de distinguer les recrudescences des nouvelles infections et permettre une meilleure

estimation des échecs vrais.

4.4 Résultats cliniques et parasitologiques par site apreés un ajustement par

la PCR.

La prévalence des échecs thérapeutiques, due a la recrudescence, était de 12,8%
(IC95%=[8,1- 17,5]) dans la population d’étude. Par ailleurs, nous n’avons pas observé une

influence de la zone d’étude sur la prévalence des échecs thérapeutiques. (Tableau VIII)

Tableau VIII : Analyse de I’efficacité du traitement aprés ajustement par la PCR.

Total (N=47)

Localité Gourcy (n=41) Dande (n=6)

ETP 0 0 0
ECT 0 0 0
Recrudescences 0 0 0
Nouvelles infections 0 0 0
EPT 6 (14,6%) 1 (16,7%) 7 (14,9%)
Recrudescences 5(12,2%) 1(16,7%) 6(12,8%)
Nouvelles infections 1(2,4%) 0 1(2,1%)
ETG* 6 (14,6%) 1 (16,7%) 7 (14,9%)
RCPA 35 (85,4%) 5 (83,33%) 40 (85,1%)




L’étude du polymorphisme (MSP-1 ct MSP-2) a révele que six (6) des sept (7) cas
cliniques positifs étaient dus a des parasites recrudescents. Sauf une (1) seule nouvelle
infection a été détectée sur le site de Gourcy. Cela signifie que sur I'ensemble des échecs il
y'avait 14.3% de réinfections contre 85,7% de recrudescences. la différence est

statistiquement significative (p=0.03).

En stratifiant le résultat par classe d’age quatre (4) recrudescences sur six (0) ont &té

rencontrées chez les enfants de moins de 5 ans contre seulement deux (2) chez les plus agés

(p=0,56).

4.5 Prevalence de ’allele Pfcrt K76T

La prévalence de la mutation Pfert 76T avant la thérapie a I’AS/AQ était de 48.9%.
1C95% = [34,6- 63,2] dans la population étudiée. Cette prévalence était de 48.8% pour le site
de Gourcy et 50% a Dandé. Cette prévalence n'était pas différente en fonction des sites
d'études (P=0.70). Aussi, la répartition de la distribution n’est pas significative selon I’age et
le sexe. (p =0,94)

Tableau IX Association Pfcrt et réponse clinique au traitement

Mutations au Pfcrt76T

Présent Absent Total
ETG*™* 4(66,7%) 2(33,3%) 6
RCPA 19(46,3%) 22(53,7%) 41
Total 23(48,9%) 24(51,1%) 47

*** Dus aux recrudescences

4.6 Prévalence des mutations chez les sujets ayant échoué au traitement

Afin de déterminer si la présence de la mutation Pfert 767, en période prétraitement,
était associée aux échecs thérapeutiques a 1’association AS/AQ, nous avons comparé les
prévalences de I’allele mutant Pfcrt76T chez les cas d’échecs thérapeutiques et chez les cas
des RCPA. Parmi les 6 isolats recrudescents, 4 (66.7%) ont présenté la mutation Pfcrt 767,
alors que chez les 4lisolats RCPA, 19 (46.3%) aussi ont présent¢ la dite mutation.
Nous avons constaté que, statistiquement il n’existait pas d’association entre 1’alléle mutant

Pfert 76T et les échecs thérapeutiques dus a une recrudescence des parasites (P=0,94).
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V. DISCUSSION

5.1  L’cfficacité thérapeutique de I’association artésunate-amodiaquine

L’analyse de la prévalence du taux d’échec a lassociation artésunate-amodiaquine
montre que cette combinaison posséde un taux d’efficacité assez élevé. Cependant nos
résultats rapportent des taux d’échec supérieurs a ceux publiés par d’autres auteurs dans cette
région. C’est ainsi qu’en 2004 le taux d’efficacité de cette association rapporté a Bobo-

Dioulasso était de 100%. (Barennes et al., 2004).

Une étude réalisée dans la région du centre a révélé un taux d'échec de 7.94% (Sirima et al.,
2003). Cette différence avec nos résultats pourrait s'expliquer par le phénoméne de
fluctuation dans le temps. Quand on sait que le phénomeéne de la chimiorésistance est un
phénomene dynamique qui évolue dans le temps et dans 1'espace; il est donc compréhensible
que ce taux d’échec ait augmenté entre ces deux périodes. En effet. nos résultats sont
comparables a ceux publiés dans d’autres régions; c’est ainsi qu’en 2004 a Kailahun (Sierra
Leone), Grandesso et al., ont rapporté un taux d’échec de 13.49%. Des résultats rapportés
d’Afrique Centrale et Orientale indiquent également des taux analogues (Adjuik et al, 2002).
Cependant d’autres auteurs ont rapporté des taux moins élevés. Cest ainsi qu’entre 2000 et
2005, des taux de guérisons en moyenne de 97% ont été observé au Sud Sénégal (Brasseur et
al., 2005). Cette différence avec nos résultats pourrait s’expliquer par 1’hétérogénéité de la

distribution géographique des souches de P. falciparum.

Nous avons obtenu par ailleurs un taux d’échec plus élevé dans la classe d’age de 6
mois a 59 mois par rapport a la classe d’dge de Sans et plus, mais cette différence pourrait
s’expliquer par la différence du degré d’immunité qui évolue avec I’dge (Djimdé et al., 2001,
Tinto et al., 2003; Khalil et al., 2005). Cependant cette observation, dans la présente étude
n’était pas vérifiée, car statistiquement il n’y avait pas d'association entre 1’age et les échecs
thérapeutiques & AS/AQ. L on pourrait probablement aboutir a cette association a condition

d’effectuer des études d’ordre immunogénétique.
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5.2 De la prévalence des mutations Pfert 76T dans la population d’étude

La mutation 767 du gene Pfert qui code pour une protéine transporteuse située au
niveau de la vacuole digestive du P. falciparum ( Fidock, 2000) a ét¢ misc en évidence dans

48.9% (23/47) avec [C95% =[34.6- 63.2] de nos échantillons collectés avant traitement.

Les proportions de mutants obtenus d’un site a un autre sont différents mais pas de

facon statistiquement significative (P>0,05).

Une étude conduite par Tinto et a/ en 2000 a Bobo-Dioulasso a rapporté des proportions
plus élevées que les ndtres (61.4%). Dans 'lles d° Anjouan ou la transmission semble
importante, 88% des isolats portaient le profil mutant, ¢’est a dire 76T (Randrianarivelojosia
et al., 2000-2002). Cela pourrait s’expliquer par la différence des souches circulantes et/ou la

fluctuation du phénomeéne dans le temps.

Par contre, nos résultats corroborent donc ceux de Ibrahim Maman et al., en 2006 dans

la Vallée du Niger; une valeur de 50% a été mise en évidence.

Etant donné que 1’amodiaquine était moins utilisée que la chloroquine, ces mutations
probablement proviendraient d’une sélection contre la chloroquine. Par ailleurs. vu que la
chloroquine et l’amodiaquine ont le méme mode d’action, certaines souches mutantes

chloroquine résistantes pourraient simultanément étre amodiaquine résistantes.

5.3 La relation entre la présence des mutations Pfcrt76T et prédiction des

résultats cliniques

Au cours de notre étude, la prévalence de la mutation était €levée aussi bien chez les
patients ayant présenté¢ une recrudescence parasitaire que ceux ayant montré un succes
thérapeutique, aussi il n’y avait pas d’association entre la présence de la mutation et le résultat

clinique (p> 0,05).



VI CONCLUSION

L Amodiaquine-artesunate est une combinaison a base d'artemisinine efficace au
Burkina Faso et justifie ainsi son choix par le Programme National de lLutte contre l¢

Paludisme pour le traitement du paludisme simple.

Aussi la forte prévalence (48.9%) de la mutation Pfcrt767T et le maintien d’une bonne
efficacité (taux d'échec =12,8%) de la combinaison libre sont en faveur de 1'absence

d’association entre ce point de mutation et I’issue clinique du patient traité.

La recherche d’un marqueur prédicateur de la résistance a cette combinaison pourrait

s’orienter vers de nouveaux marqueurs ou une association de plusieurs marqueurs déja connus
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