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RESUME

Le diagnostic parasitologique du paludisme est un élément fondamental dans la prise en
charge adéquate de la maladie. L’utilisation des tests de diagnostic rapide constitue un
¢lément essentiel a cette stratégie. L objectif de cette étude est d’évaluer les performances de
CareStart ™ Malaria HRP2/pLDH (PAN/Pf) Combo » et « CareStart '™ Malaria pLDH
(PAN/Pf) dans la détection de I’infection palustre chez la femme enceinte 4 Bobo-Dioulasso.
Au total 650 participantes ont €té€ incluses au cours de leur deuxiéme et troisi€éme trimestre de
grossesse. A I'inclusion comme 4 toutes les visites ultérieures, les participantes ont bénéficié
d’une bréve évaluation clinique et d’un prélévement de deux millilitres (2 ml) de sang
veineux dans un tube EDTA pour les réalisations de tests de diagnostic rapide (TDRs) du
paludisme, de la goutte épaisse/frottis mince ainsi que de la PCR.

Parmi les 650 participantes, 20,62% (134/650) avaient une infection palustre détectée par le
test CareStart '™ Malaria HRP2/pLDH Combo contre 15,69% (102/650) par le test CareStart
™ Malaria pLDH, 14% (91/650) par la microscopie et 35,85% (233/650) par la PCR.

Les sensibilités et les spécificités des tests « CareStart ™ Malaria HRP2/pLDH (PAN/Pf)
Combo » et « CareStart ™ Malaria pLDH (PAN/Pf) » sont respectivement de 93,4% [IC 95%
88,3-98,5] Vs 85,7% [IC 95% 78,5-92,9] et 91,2% [IC 95% 88,9-93,6] Vs 95,7% [IC 95%
94-97,4]. La correction des résultats de la microscopie par la PCR a permis de noter les
sensibilités et les spécificités : 96,37% [IC 95% 93,3-99,5] Vs 89,47% [IC 95% 83,8-95,1] et
99,8% [IC 95% 99,4-100] Vs 100%.

Les résultats de cette étude montrent que les tests CareStart '™ Malaria HRP2/pLDH
(PAN/Pf) Combo et CareStart ™ Malaria pLDH (PAN/Pf) ont des sensibilités et des
spécificités relativement satisfaisantes. Ces résultats suggérent que ces TDRs peuvent jouer

un rle important dans le diagnostic du paludisme s'ils sont associ€s & la microscopie.

Mots clés : Paludisme, Tests de diagnostic rapide, Grossesse.
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ABSTRACT

The diagnosis of malaria based on parasitical detection is a major step in the suitable
management cf the disease. Quick methods of diagnosing are of a righteous help to that
strategy. This study is conducted with the aim of assessing the performance of two rapid
diaénostic tests in the detection of paludal infection among pregnant women in Bobo-
Dioulasso.

650 over-three-month pregnant women were selected after undergoing each a proper clinical
check up. Blood samples of 2ml were collected into tubes with EDTA on visits paid to those
women regularly. Theses samples were used to carry out two Rapid Diagnostic Tests (RDT),
thick smear as well as PCR.

Among the 650 participants, 20.62% (134/650) were carrying paludal infection detected by
the CareStart '™ Malaria HRP2/pLDH Combo test against 15.69% (102/650) detected by the
CareStart ™ Malaria pLDH test. 14% (91/650) detected microscopically and 35.85%
(233/650) by PCR.

The sensitivity and the specificity of the tests « CareStart ™ Malaria HRP2/pLDH (PAN/Pf)
Combo » and « CareStart ™ Malaria pLDH 3 lines (PAN/Pf) were respectively 93.4% [95%
IC 91.5-95.3] Vs 85.7% [95% IC 83-88.4] and 91.23% [95% IC 89.1-93.4] Vs 95.7% [95%
IC 94.2-97.3]. Results of microscopy corrected by PCR showed following sensitivities and
specificities: 96.37% [95% IC 93.3-99.5] Vs 89.47% [95% IC 83.8-95.1] and 99.8% [95% IC
99.4-100] Vs 100%.

The results showed that the CareStart ™ Malaria HRP2/pLDH (PAN/Pf) Combo test and the
CareStart ™ Malaria pLDH (PAN/Pf) test provided sensitivity and specificity acceptable to a
certain extent. The use of the RDT tests coupled with microscopy might play an important

role in the detection of malarial infection.

Keywords: Malaria; Rapid Diagnostic Tests; Pregnancy.

vil



SIGLES ET ABREVIATIONS

ADN:
AMQ:
ART:
ATV :
CQ:
CSPS :
CTA:
DOX:
dNTP :
FIND:
HRP2:
IRSS-DRO :
MII:
MQ:
OMS:
PCR:
Pfert :
Pfdnfr:
Pfdhps :
Pfmdrl:
Pfnhe-1:
pLDH :
PNLP:
PRG:
PY:
ON:
SP:
TDR:
TPI :
UNICEF :
UV:
VPN :
VPP :
WHO :

Acide désoxyribonucléique

Amodiaquine

Artémisinine

Atovaquone

Chloroquine

Centre de Santé et de Promotion Sociale
Combinaisons Thérapeutiques & base d’ Artémisinine
Doxycycline

Désoxyribonucléotides-Tri-Phosphates

Foundation for Innovative New Diagnostics
Histidine Rich Protein 2

Institut de Recherche en Sciences de la Santé, Direction Régionale de 1’Ouest
Moustiquaires Imprégnées d’Insecticide

Méfloquine

Organisation Mondiale de la Santé

Polymerase Chain Reaction

Plasmodium falciparum chloroquine resistance transporter
P. falciparum dihydrofolate reductase

P. falciparum dihydropteroate synthase

P. falciparum multidrug resistance 1 protein

P. falciparum Na+/H+ exchanger

Lactate déshydrogénase du Plasmodium

Programme National de Lutte contre le Paludisme
Proguanil

Pyriméthamine

Quinine

Sulfadoxine Pyriméthamine

Test de Diagnostic Rapide

Traitement Préventif Intermittent

United Nations International Children's Emergency Fund
Ultra Violet

Valeur Prédictive Négative

Valeur Prédictive Positive

World Health Organization

viii



I. INTRODUCTION

Le paludisme est une maladie parasitaire a transmission vectorielle. Un siécle aprés la
découverte du rdle vecteur des moustiques dans la transmission du Plasmodium, le paludisme
demeure la plus grande endémie parasitaire mondiale. L’incidence annuelle estimée du
paludisme a réduit de 17 % depuis 2000 et les taux de mortalité ont diminué de 26 % (World
Health Organization., 2011b). La maladie sévit sur le mode endémo-épidémique et son
incidence dépend étroitement de 1’écologie du vecteur et du niveau de développement (Malvy
et al., 2000).

Il existe plusieurs formes de paludisme mais on peut retenir : la forme simple et la forme
grave. Les populations les plus a risque sont les enfants de moins de cinq ans et les femmes
enceintes (UNICEF/WHO., 2000). Le paludisme pendant la grossesse revét un caractére
grave car il comporte des risques non négligeables pour la mére, le feetus et le nouveau-né. En
effet, dans les zones ou la transmission de Plasmodium falciparum est faible, les femmes, peu
immunisées, sont exposées a des accés de paludisme grave pouvant entrainer soit la naissance
d’un enfant mort-né, soit un avortement spontané ou soit le décés de la mére (Luxemburger et
al., 1997). Par contre, dans les zones de forte transmission de P. falciparum, les femmes ont
généralement une immunité élevée et sont exposées a une infection asymptomatique qui peut
entrainer une anémie maternelle et une parasitémie placentaire et par voie de conséquence,
une insuffisance pondérale a la naissance (Steketee et al., 1996).

L’organisation mondiale de la santé (OMS) recommande un ensemble d’interventions pour
lutter contre ie paludisme chez la femme enceinte dans les zones de transmission stable ou
élevée de P. falciparum (World Health Organization. Regional Office for Africa., 2004) qui
comprend P’utilisation de moustiquaires imprégnées d’insecticide (MII), un traitement
préventif intermittent (TPI) et une bonne prise en charge des cas de paludisme et d’anémie.

La prise en charge efficace du paludisme requiert un diagnostic rapide et précis de la maladie.
Un diagnostic de grande sensibilité est en particulier important pour les groupes de population
les plus vulnérables dans les zones d’endémies, tandis qu’un diagnostic de spécificité élevée
permet de réduire les recours inutiles aux traitements anti-palustres. L’utilisation des tests de
diagnostic rapide dépistant des antigénes constitue un élément essentiel dans la stratégie de
prise en charge tout en garantissant 1’accés au diagnostic du paludisme dans les zones ou la
microscopie fait défaut. Ces derniéres années, de nombreux tests rapides provenant de
différents fabricants sont largement utilisés dans le diagnostic du paludisme. Cependant,

Pinsuffisance des essais comparatifs de terrain, la variation de la transmission et de
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I’épidémiologie du paludisme limitent la quantité de données de qualité sur la performance de
ces tests nécessaires pour une prise de décision adéquate en matiére d’achat et de mise en
ceuvre de ces tests (WHO/World Bank/FIND., 2010).
L’objectif général de la présente étude c’est d’évaluer les performances des tests « CareStart
™ Malaria HRP2/pLDH (PAN/Pf) Combo » et « CareStart '™ Malaria pLDH (PAN/Pf) »
dans le diagnostic de I’infection palustre chez la femme enceinte 4 Bobo-Dioulasso.
Les objectifs spécifiques sont :

o Déterminer la sensibilité et la spécificité de « CareStart ™ Malaria HRP2/pLDH

(PAN/Pf) Combo » et de « CareStart "™ Malaria pLDH (PAN/Pf) ».

e Calculer les valeurs prédictives positives et négatives de « CareStart ™ Malaria

HRPZ/pLDH (PAN/Pf) Combo » et de « CareStart ™ Malaria pLDH (PAN/Pf) ».

e Comparer les performances de « CareStart ™ Malaria HRP2/pLDH (PAN/Pf)
Combo » et « CareStart ™ Malaria pLDH (PAN/Pf) »



II. GENERALITES SUR LE PALUDISME

Le paludisme (malaria en anglais) est une parasitose due a des hématozoaires du genre
Plasmodium, transmise par des moustiques du genre Anopheles. Cette maladie, surtout

importante pour les populations vivant en zone d’endémie, I’est aussi pour les voyageurs.

I1.1 Epidémiologie du paludisme

11.1.1 Le vecteur du paludisme

Le vecteur du paludisme est un moustique de la famille des Culicidae, de la sous-famille des
Anophelinae ct du genre Anopheles. 1l existe environ 400 espéces d’ Anophéles dont seulement
une soixantaine sont capables de transmettre le paludisme (Harbach, 2004). En Afrique,
Anopheles gambiae, A. funestus et A. arabiensis sont les vecteurs couramment rencontrés
(Carnevale et al., 1991). Seule la femelle, hématophage, transmet la maladie. Elle ne pique

qu’a partir du coucher du soleil entre 19 heures et 7 heures (Ndiath ez al., 2011)

I1.1.2 Les Parasites du paludisme humain

Le paludisme est causé par un parasite protozoaire appartenant a |’embranchement des
Apicomplexa, a I’ordre des Haemosporida, la famille des Plasmodiidae et au genre
Plasmodium. Le genre Plasmodium se caractérise par une multiplication asexuée par

schizogonie et par leur hdte appartenant a diverses especes de Diptéres.

I1.1.2.1 Les principales espéces de Plasmodium

Environ 140 espéces de Plasmodium ont été décrites chez divers animaux mais chez les
humains, le paludisme est essentiellement causé par 4 espéces. Récemment, P. knowlesi a été
identifié com me étant la cinquiéme espece responsable du paludisme chez les humains (Cox-
Singh et al., 2008). De toutes ces espéces, P. falciparum est la cause la plus commune des
infections et est responsable d'environ 80 % de tous les cas de paludisme ainsi que 90 % des
déces (Mendis et al., 2001). Ainsi, les principales espéces de Plasmodium qui transmettent le

paludisme a I'homme sont : P. falciparum, P. vivax, P. ovale, P. malariae et P. knowlesi.

e Plasmodium falciparum : découvert par Welch en 1897, il est largement représenté
dans les zones tropicales et est responsable des formes cliniques graves. Dans les

régions équatoriales, il est transmis toute I’année avec cependant des recrudescences



saisonniéres et est a ’origine de la fi¢vre tierce maligne. Sa période d’incubation dure

7 412 jours.

e Plasmodium vivax : découvert par Grassi et Fetletti en 1890, il est rarement observé
en zones tropicales et subtropicales (Afrique de I’Est, Amérique du centre et du Sud,
Asie du Sud-Est, Proche et Moyen Orient). Les érythrocytes du groupe sanguin Duffy
négatif (observé chez la majorité des sujets originaires d’Afrique de I’Ouest) ne
possédent pas le récepteur membranaire nécessaire & !’infection par P. vivax. Il est

responsable de fiévre tierce bénigne. Sa période d’incubation est de 11 a 13 jours.

e Plasmodium ovale : découvert par Stephens en 1922, il sévit en Afrique intertropicale
du Centre et de I’Ouest (et dans certaines régions du Pacifique) et provoque une fi¢vre
tierce bénigne. Sa période d’incubation est de 15 jours au minimum mais peut-étre

beaucoup plus longue.

s Plasmodium malariae : 11 sévit en Afrique, de maniére beaucoup plus sporadique. 11 se
différencie des autres espéces par une incubation plus longue (15 a 21 jours) et par une
périodicité différente de la fievre (fiévre quarte bénigne). Il a été découvert par

Alphonse Lavéran en 1880.

»  Plasmodium knowlesi : décrit par Knowles en 1932, c’est un parasite des singes
d’Asie. Il s’agit du cinquieme agent du paludisme humain et son aspect sur frottis au
microscope est identique & P. malariae. La réaction de polymérisation en chaine «en
anglais, polymerase chain reaction » ou PCR est la technique nécessaire pour les

différencier (Singh et al., 2004).

I1.1.3 Cycle de reproduction du Plasmodium

Le cycle de reproduction du Plasmodium se déroule successivement en deux phases : une

phase asexuée chez I’homme et une phase sexuée chez I’anophéle (Figure 1).

I1.1.3.1 La phase de reproduction asexuée

Elle est initile chez I’homme aprés I’inoculation des sporozoites suite a la piqure de
’anophele femelle. Elle se caractérise par une multiplication asexuée des parasites par
schizogonie. On y distingue une schizogonie exo-érythrocytaire et une schizogonie endo-

érythrocytaire.



i) Schizogonie exo-érythrocytaire ou schizogonie hépatique
Les sporozoites sont inoculés a I'homme par |'anophele femelle lors de son repas sanguin.
Ces sporozoites restent dans le sang environ une demi-heure. Au cours de leur migration vers
le foie, beaucoup de sporozoites sont détruits par les macrophages mais certains parviennent a
gagner les cellules du foie. Chaque spf)rozo'l'te traverse activement deux hépatocytes, avant
d’aller se loger au sein d’une vacuole pa€rasitophore qu’il élabore lors de la pénétration du 3™
hépatocyte (Prudencio et al., 2006). Au|sein de cette vacuole, les sporozoites se différencient
en trophozoites puis en schizontes hépatiques, qui, au bout de 5 & 6 jours, libérent dans la

circulation sanguine jusqu’a 30 000 mgrozoites selon I’espeéce (Prudencio ef al., 2006). La

schizogonie hépatique est unique dans [le cycle car la cellule hépatique ne peut étre infectée

que par des sporozoites.
|
ii) Schizogonie érythrocytaire ou Lchizogonie sanguine

Trés rapidement les mérozoites pénétrent dans les globules rouges. Une fois dans
I’érythrocyte, le mérozoite évolue successivement des stades trophozoites au stade schizonte
entre 48 4 72 heures (en fonction de I'espéce). On assiste alors a la destruction des globules
rouges de I’hdte suivie de I’éclatement des schizontes qui libérent entre 8 et 32 nouveaux
mérozoites suivant ’espéce. Ces mérozoites réinfectent de nouveaux globules rouges et
débutent un nouveau cycle de réplicatiotfl. La schizogonie érythrocytaire correspond a la phase
clinique du paludisme : la parasitémie ahgment, le sujet devient fébrile traduisant ainsi ’accés
palustre. En ’absence de traitement, tous les parasites évoluent progressivement au méme
rythme. Les schizontes érythrocytaires %\rrivent a maturation au méme moment, entrainant la
destruction d'un grand nombre de globules rouges de maniére périodique. La périodicité étant
liée a I’espéce, on a : 24 heures (pour P. knowlesi) (Cox-Singh et al., 2008), 48 heures (pour
P. falciparum, P. vivax ou P. ovale) ou toutes les 72 heures (pour P. malariae). Aprés un ou
plusieurs cycles érythrocytaires certains mérozoites, par un processus encore inconnu, se
transforment =n gamétocytes males et femelles.

Dans les infections & P. vivax et P. ovale, une schizogonie hépatique retardée (hypnozoites)
peut entrainer la libération de mérozoites dans le sang plusieurs mois aprés la piqlire du
moustique, expliquant ainsi les reviviscences tardives observées avec ces 2 espéces. Les
hypnozoites r’existent pas dans I’infection & P. falciparum et ils n’ont pas été mis en évidence

non plus dans I’infection a P. malariae (Dembele et al., 2011).



I1.1.3.2 La phase de reproduction sexuée

Les gamétocytes males et femelles ingérés par le moustique lors de son repas sanguin
fusionnent cn un ceuf libre et mobile appelé ookincte. Cet ookinete libre va ensuite traverser
I”épithélium intestinal pour s¢ loger au niveau de la lame basale. Au cours de cette migration,
les ookinétes se différencient en oocystes (Aly er al., 2009) qui par la suite vont hbérer des
sporozoites. Les sporozoites ainsi libérés vont se diriger vers les glandes salivaires du
moustigue qu'ils vont envahir avant d’étre inoculés a un nouvel bote. La durée du cycle chez
I'"Ancpheles spp. est d’environ deux semaines et varic avec la température ambiante

(Greenwood ef al., 2008).
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Figure 1: Cycle de reproduction du Plasmodium
Source : http://dpd.cdc.gov/dpdx/btml/Malania.htm consulté le 13/08/2012

11.1.4 Ampleur du paludisme dans le monde

Le rapport mondial sur le paludisme de I’OMS estime a 216 millioos le nombre de cas de
paludisme survenus dans le monde entier avec 655 000 décés en 2010 (World Health

Organization., 2011b). Les populations les plus concernées sont, pour la majorité, présentes
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dans les zones tropicales et subtropicales (Figure 2), ou la température et les pluies réguliéres
favorisent la prolifération et I’expansion du vecteur. L’ Afrique subsaharienne est la partie la
plus touchée du continent africain. Les enfants de moins de S ans et les femmes enceintes
représentent la population la plus vulnérable en terme de mortalité et de morbidité
(UNICEF/WHO., 2000).

A P’instar des actres pays @’ Afrique au Sud du Sabara, le paludisme demeure au Burkina Faso
un probléme majeur de santé publique. [l reste une endémie stable dans tout le pays, avec une
recrudescence saisonniere (Mat a Octobre) (PNLP, 2007). La maladie représentait, en 2010,
47,65% des motifs de consuitations, 59,75% des motifs d’hospitalisation, 46,91% des causes

de déces et 85,5% des décés chez les enfants de moins de cing ans (PNLP, 2011).
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Figure 2: Répartition géographique du paludisme daus le monde en 2010 (World Health
Organization., 2011b)



I1.1.5 Les formes cliniques du paludisme

I1.1.5.1 Les accés palustre simple
Le paludisme simple se définit comme un paludisme asymptomatique sans signes de gravité
ni éléments d’appréciation (cliniques ou biologiques) permettant d’affirmer un

dysfonctionnement des organes vitaux (World Health Organization., 2011a).

i) L’acces palustre de primo-invasion a P. falciparum
C’est la forme clinique chez un sujet neuf, non immunisé, comme les voyageurs. En zone
d’endémie elle est observée chez les jeunes enfants.
L’incubation correspond a la durée de la phase hépatocytaire (7 a 12 jours) et est totalement
asymptomatique.
L’invasion est marquée par |’apparition d’une fiévre brutale, continue, souvent accompagnée
d'un malaise général avec des myalgies, des céphalées, et parfois des troubles digestifs
(anorexie, douleurs abdominales, nausées, vomissements et méme parfois une diarrhée).
Le malade peut, a tout moment et en quelques heures, évoluer de « ’accés simple » (c’est a
dire non compliqué) vers un accés grave, d’évolution rapidement mortelle en ’absence d’une

prise en charge adaptée.

ii) L’accés palustre a fievre périodique
Cette forme clinique correspond a la description de la triade classique de I’accés palustre : «
frissons, chaleur, sueurs » survenant tous les 2 ou 3 jours. En pratique elle n’est observée de
maniére typique que dans les infestations a P. vivax, P. ovale et P. malariae, faisant suite a un
acces de primo-invasion non traité, mais pouvant survenir longtemps aprés I’épisode fébrile

initial.

I1.1.5.2 Le paludisme grave

Le paludisme a P. falciparum du sujet non immun (jeune enfant en zone d’endémie, femme
enceinte, expatri€, voyageur) est potentiellement mortel. Le décés, quand il survient, est
secondaire a la défaillance aigu€ d’une ou de plusieurs grandes fonctions, et ce, parfois, méme
si la mise en place d’un traitement étiologique s’avére efficace. Un paludisme grave peut donc
prendre diffé-entes formes cliniques dont la plus importante est I’atteinte cérébrale encore

appelée « neuropaludisme ».



La fiévre est le plus souvent trés élevée. Lorsqu’il n’est pas traité, le neuropaludisme est
mortel en deux ou trois jours. Ces accés graves non traités sont mortels, mais correctement
traités la mortalité reste cependant élevée.

Le pronostic global repose essentiellement sur la rapidité du diagnostic de la maladie.

I1.2 Diagnostic du paludisme
11.2.1 Diagnostic clinique

La reconnaissance des signes cliniques du paludisme demeure la méthode de diagnostic la
plus utilisée dans les pays endémiques du paludisme. Les symptdmes évocateurs du
paludisme so1t en général la fiévre, les tremblements intermittents, les douleurs articulaires,
les nausées el vomissements. L’avantage du diagnostic clinique est de permettre une prise en
charge rapide des personnes infectées. Cependant, un diagnostic posé uniquement sur la base
de signes cliniques est d’une trés faible spécificité et conduit a des excés thérapeutiques

(World Health Organization., 2011a)

11.2.2 Diagnostic biologique

C’est le diagnostic de certitude de I’accés palustre. Il consiste & mettre en évidence la
présence du parasite dans le sang. Le diagnostic biologique permet une meilleure prise en
charge des patients en évitant [’administration inutile d’antipaludiques; il permet de

confirmer les échecs thérapeutiques (World Health Organization., 2011a).

I1.2.2.1 L’examen microscopique

L’examen microscopique d’un frottis sanguin et d’une goutte épaisse demeure la technique de
référence préconisée par I’OMS (World Health Organization., 2011a). 1l permet de confirmer
le diagnostic en identifiant I’espéce plasmodiale en cause et en évaluant la parasitémie. Le
diagnostic per I’examen microscopique conditionne & la fois le pronostic et la conduite
thérapeutique. C’est un examen peu colteux et demeure la technique la plus utilisée (Siala et
al., 2010). Czpendant, ’examen microscopique nécessite un temps de lecture relativement
long. De plus, les performances de cet examen en terme de sensibilité et de fiabilité dépendent
directement de I’expérience du microscopiste et du niveau de la parasitémie du sujet infecté
(Makler et al., 1998).



I1.2.2.2 Les tests de diagnostic rapide immuno-chromatographiques
En ['absence de microscope ou de personnel médical formé au diagnostic microscopique du
paludisme, il est possible d'utiliser des tests de diagnostic rapide (TDR) immuno-
chromatographiques. Ces tests sont basés sur la détection des antigénes spécifiques de
Plasmodium dans le sang a partir d’anticorps monoclonaux spécifiques (Kattenberg et al.,
2011). Les TDRs peuvent se présenter sous la forme d'une cassette ou d'une bandelette
réactive et leur réalisation dure 15 a 20 minutes. Ils sont simples, rapides et n’exigent pas de
compétences particuliéres. En revanche, leurs performances sont dépendantes de la
parasitémie du sujet infecté. Les TDR doivent étre considérés comme complémentaire des
autres méthodles diagnostiques (Siala et al., 2010).
Les conditions de conservation des TDRs sont importantes car elles déterminent leurs
performances. Certains TDRs sont performants lorsqu'ils sont conservés a des températures
comprises entre 4 et 30°C. D'autres par contre le sont pour des températures élevées (entre 35
et 45°C). De ce fait, il est recommandé de choisir des TDRs ayant une thermostabilité élevée
(35°C et 45°C) pour une utilisation dans les zones trées chaudes. Avant leur
commercialisation, 'OMS recommande aussi que le choix d'un TDR soit opéré conformément
a la série de critéres suivants (WHO/World Bank/FIND., 2011):

e Avoir un score de détection de P. falciparum d'au moins 75% pour des densités

parasitaires de 200parasites/pl ;
e Avoir un score de détection de P. vivax d'au moins 75% pour des densités parasitaires
de 200parasites/ pl ;
e Avoir un taux de faux positifs inférieur 4 10% ;
e Avoir un taux de tests invalides inférieur a 5% ;

o Ftre facile a utiliser.

I1.2.2.3 La réaction de polymérisation en chaine (en anglais PCR)

La PCR (polymerase chain reaction) est une technique d'amplification in vitro qui permet a
partir d'un fragment d'ADN, d'obtenir un grand nombre (plusieurs millions) de copies
identiques de ce méme fragment. Elle a été inventée en 1985 par le biochimiste américain
Kary Mullis (Mullis ef al., 1986). La PCR est une technique trés sensible pouvant détecter de
trés faibles parasitémies (de Monbrison et al, 2003a). Elle est également d’un apport
appréciable dans I’identification des espéces plasmodiales, le suivi post-thérapeutique et
I’étude des geénes impliqués dans la résistance aux antipaludiques (de Monbrison et al.,

2003b). En dépit de ses avantages, la PCR ne peut pas étre utilisée en routine. En effet, ses
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i natériel, so 11} uré réalisation fo € une nique réservée
exigences en matériel, son coiit et sa durée de réalisation font d’elle une tech éservé

aux laboratoires spécialisés.

I1.3 La Lutte anti-palustre

La lutte anti-palustre nécessite une approche intégrée comprenant le traitement sans délai du
malade au moyen d’antipaludéens efficaces et la prévention contre la maladie (World Health
Organization., 201 1a).

La stratégie mondiale comprend trois éléments qui permettront de combattre efficacement la
maladie (World Health Organization., 2008). Ce sont: i) le contrdle du paludisme grice aux
outils existants, ii) I'élimination du paludisme et iii) la recherche de nouveaux outils et de

nouvelles approches.

I1.3.1 Traitement du paludisme

Aprés le diagnostic positif du paludisme, le patient doit €tre traité rapidement avec un
médicament antipaludique sir et efficace. Le traitement doit démarrer dans les 24 heures qui
suivent 'apparition des symptdmes, si I’on veut éviter une évolution vers des complications
entrainant un taux de létalité élevé (World Health Organization., 2011a).

Il existe plusicurs familles d’antipaludiques et I’essentiel des médicaments actuels agit sur les
formes endo-érythrocytaires de P. falciparum (Pradines et al., 2010) qui est ’espéce
développant le plus de résistance (World Health Organization., 2010).

Les regles actuelles de prise en charge du paludisme exposées dans ce document sont basées

sur les recomimandations de 'OMS publiées en 2011(World Health Organization., 2011a).

I1.3.1.1 Traitement du paludisme simple

i) Accés palustre simple a P. falciparum
Les combinaisons thérapeutiques & base d’artémisinine (CTA) sont recommandées pour le
traitement du paludisme simple & P. falciparum. L’artémisinine et ses dérivés ne doivent pas
étre utilisés en monothérapie et le choix de la CTA dans un pays est fonction du degré de
résistance du parasite vis-a-vis du médicament associ€. Les CTA recommandées sont:
artéméther + luméfantrine, artésunate + amodiaquine, artésunate + méfloquine et artésunate +

sulfadoxine-pyriméthamine (AS + SP).
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if) Accés palustre simple a P. vivax, P. ovale ou P. malariae
Le traitement du paludisme & P. vivax, P. ovale ou P. malariae peut étre administré par voie
orale avec la chloroquine. Cependant, pour les souches de P. vivax résistantes a la
chloroquine, il est recommandé d'utiliser une CTA associée a la primaquine. Les CTA
recommandées pour le traitement du paludisme simple a P. falciparum peuvent aussi étre
utilisées pour le traitement des souches chloroquino-résistantes de P. vivax, a I’exception de
I’association AS + SP qui n’est pas efficace contre le paludisme a P. vivax dans de

nombreuses régions (World Health Organization., 201 1a).

11.3.1.2 Traitement du paludisme grave a P. falciparum

Chez I'adulte et I'enfant: I’OMS recommande I’utilisation de I’artésunate ou de la quinine
par voie intraveineuse ou intramusculaire. L'artéméther peut aussi étre utilisé par voie
intraveineuse.

Cependant, il a été¢ démontré qu’en cas de paludisme grave, ’administration d’artésunate par
voie intraveineuse réduisait sensiblement le risque de décés comparativement a
’administration intraveineuse de quinine (Dondorp et al., 2010). L’artésunate présente un
certain nombre d’avantages, d’un point de vue programmatique, par rapport a la quinine en ce
sens qu’il ne nécessite pas de perfusion a débit contr6lé ni de surveillance de la fonction

cardiaque.

Chez la femme enceinte: Des doses complétes d’antipaludéens doivent étre administrées
sans délai par voie parentérale aux femmes enceintes atteintes de paludisme grave.
L’artésunate par voie parentérale est préféré a la quinine au cours des deuxié¢me et troisiéme
trimestres car la quinine comporte un risque d’hypoglycémie récurrente. Au premier trimestre,
ce risque est moindre et I’incertitude au sujet de I’innocuité des dérivés de I’artémisinine plus

grande.

I1.3.2 La prévention du paludisme

Les méthodes utilisées pour la prévention du paludisme incluent la protection contre les

piqires de moustiques et la prophylaxie par la prise de médicaments (UNICEF/WHO., 2000).

La protection contre les piqlires de moustiques est essentielle dans la stratégie de lutte contre
le paludisme. Elle permet d’éviter le contact homme-vecteur par I’utilisation des répulsifs, des

moustiquaires imprégnées d’insecticides (MII) et la pulvérisation intra domiciliaire
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d’insecticides (World Health Organization. Roll Back Malaria Dept., 2005). En effet, pour
que le paludisme puisse exister de fagon continue dans une zone, il faut une combinaison de
facteurs tels que la forte densité de population, le fort taux de transmission des humains aux

moustiques et réciproquement (World Health Organization., 1958).

La prophylaxie par la prise de médicament est syst€ématique chez tout sujet non immun se
rendant en zone impaludée. Plusieurs antipaludiques sont recommandés en prophylaxie dans
les zones de chloroquino-résistance et de poly-résistance. Ce sont par exemple, la méfloquine,
I’association atovaquone-proguanil et la doxycycline (Pradines et al., 2010)

En outre, la prophylaxie est nécessaire chez la femme enceinte vivant dans une zone a risque.
La molécule préconisée dans ce cas est la sulfadoxine-pyrimethamine (SP) qui est administrée
sous la forme d’un traitement préventif intermittent (TPI) (PNLP, 2007; World Health
Organization., 2007).

Avec I’évolution de I’épidémiologie du paludisme a P. falciparum, I’OMS recommande
désormais la chimioprévention du paludisme saisonnier (CPS), auparavant appelée traitement
préventif intermittent de I’enfant. Un traitement complet d’amodiaquine et de sulfadoxine-
pyriméthamine (AQ+SP) doit étre administré aux enfants dgés de 3 & 59 mois a intervalles
réguliers d’un mois, en commengant au début de la saison de transmission et en donnant au
maximum quatre doses pendant celle-ci (World Health Organization., 2012). La CPS est

recommandée chez I’enfant de moins de 5 ans.

A I’heure actuelle, il n’y a pas de vaccin antipaludique commercialisé. Néanmoins, depuis une
dizaine d’années, la recherche sur les vaccins a beaucoup progress€. Le vaccin RTS,S est de
nos jour le candidat vaccin antipaludique le plus avancé en terme de développement clinique.
Il a été le premier & démontrer que, dans les zones d’endémie palustre en Afrique, un vaccin
pouvait contribuer a la protection des jeunes enfants et des nourrissons contre I’infection et la
maladie provoquée par le Plasmodium falciparum (Agnandji et al., 2012; Aponte et al.,
2007).

I1.4 Résistance de P. falciparum aux antipaludéens

La résistance dont fait preuve P. falciparum est particuliérement inquiétante d’une part en
raison de la charge de morbidité considérable qui lui est imputable, de la mortalité qu’elle
peut engendrer et de sa propension aux épidémies. D’autre part, la résistance de cette espéce
est préoccupante a cause du colit des médicaments de remplacement a envisager pour les

régions ol la pharmaco-résistance est bien établie (World Health Organization., 2011a).
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Depuis 2006, la plupart des pays ol cette espéce est endémique ont progressivement actualisé
leur politique de traitement, abandonnant ainsi I’utilisation de la chloroquine (CQ) et de la
sulfadoxine-pyriméthamine (SP) qui sont en situation d’échec (World Health Organization.,
2011a). Les résistances ont émergé contre la majorité¢ des antipaludiques utilisés dans les
zones endémiques (Pradines et al., 2010). La méthode de référence de diagnostic et de
surveillance des résistances est le test in vivo (Ringwald et al., 2005). Il existe aussi des tests
in vitro réalisés sur des cultures de parasites et des tests moléculaires. Les tests moléculaires
sont des méthodes de génotypage permettant d’identifier les marqueurs moléculaires de
résistance. Un certain nombre de génes impliqués ou potentiellement impliqués (Tableau I)
dans la résistance de P. falciparum aux antipaludiques ont été identifiés (World Health

Organization., 2010).

Tableau I : Marqueurs moléculaires de résistance de P. falciparum

Marqueurs de résistance
Médicament
Géne mutant Alleles associés a la résistance ou a la diminution
de la sensibilité
Pyrimetharnine Pfanfr Ser108Asn, Asn5llle, Cys59Arg et lle164Leu
. Pfdhps Serd436Ala/Phe, Ala437Gly, Lys540Glu, AlaS81Gly et
Sulfadoxine Ala613Thr/Ser
Ffert Lys76Thr
Chloroquine
Pfmdrl Asn86Tyr
Mefloquine Pfmdrl Nombre de copie > 1
Quinine Pfithe-1 Asn86Tyr, Ser1034Cys, Asn1042Asp
and Asp1246Tyr
Artémisinine Pﬁerca Ser769Asn

IL.5 Immunité anti-palustre

I1.5.1 L’imimunité innée
Contrairement aux personnes souffrant de paludisme aggravé, certains individus sont moins
sensibles a I’infection. Cela peut s’expliquer par: i) la présence de certaines anomalies

geénétiques altérant le développement du parasite dans I’érythrocyte (hémoglobinopathies et
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déficience en glucose-6-phosphate déshydrogénase) ; ii) I’absence de molécule a la surface du
globule rouge (GR) indispensable & la pénétration du parasite, telle que la molécule du groupe
Duffy pour P. vivax (Kempinska-Podhorodecka et al., 2012). Un des cas trés connu est celui
des personnes drépanocytaires présentant une hémoglobine AS. Ce type d’hémoglobine
anormal est trouvé essentiellement chez les populations vivant en zone impaludée. La forme
anormale des GR falciformes et I’hypoxie qui en résulte semblent géner fortement le

développement du parasite (Gong et al., 2012).

IL.5.2 L’immunité acquise

Aprés plusieurs années d'infections répétées, I'hdte du Plasmodium peut acquérir une
immunité appelée prémunition. Elle se crée en 2 temps : i) acquisition d’une immunité
clinique qui protége contre les symptomes de la maladie sans diminuer fortement la
parasitémie (la tolérance) ; ii) acquisition d’une immunité antiparasite qui maintient la

parasitémie & un faible niveau permettant le portage asymptomatique (Rolfes et al., 2012).
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III. MATERIELS ET METHODES

III.1 Type d’étude

[l s’agit d’une étude longitudinale non randomisée de femmes enceintes vivant en zone

périurbaine.

I11.2 Site, période et population d’étude

L’étude a été conduite au Centre de Santé et de Promotion Sociale (CSPS) de Colsama dans le
district sanitaire de Do, en zone urbaine de Bobo-Dioulasso de Novembre 2010 a Février
2012.

Les participantes a cette étude sont des femmes enceintes se présentant pour des consultations
prénatales au CSPS de Colsama au cours de leur deuxiéme et/ou troisiéme trimestre de

grossesse.

ITL.3 Critéres d’inclusion
Les criteres spécifiques de sélection des participantes dans I’étude ont été les suivants :
e Se présenter pour une consultation prénatale au cours du deuxiéme ou troisiéme
trimestre de la grossesse ;
e Etre dans la tranche d’dge de 16 4 44 ans ;
* Ne pas €étre allergique aux sulfamides ;
e Ne pas étre allergique aux médicaments a base d'artémisinine ;
e Ne pas étre porteuse du VIH ;
e Ne pas avoir d’antécédents obstétricaux ou de complications obstétricales courantes ;
e Ne pas avoir de maladies chroniques (diabete sucré, anémie falciforme) ;
e Provision de consentement éclairé signé en présence d’un témoin

e Avoir un taux d’hémoglobine > 7 g/dl.
II1.4 Activités au laboratoire

II1.4.1 Collecte du matériel biologique

A Iinclusion et a toutes les visites ultérieures (visites subséquentes), toutes les participantes

ont bénéficié d’un prélévement de deux millilitres (2 ml) de sang veineux dans un tube EDTA
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(Ethyléne diamine tétraacétique) pour les réalisations de deux TDRs (sur le terrain), de la
goutte épaisse/ frottis mince et de la PCR.

A Taccouchement, un prélévement de 2 ml de sang placentaire ainsi qu’un morceau de
placenta ont été également collectés pour le diagnostic de I’infection palustre respectivement
par les examens ci-dessus cités et par |’histologie.

Tous les prélévements de sang ont été centrifugés et les culots étaient conservés a -20 °C.

Pour cette étude, nous avons pris en compte seulement les prélévements a I’inclusion.

II1.4.2 Diagnostic de I’infection palustre par les tests CareStart ™ Malaria
HRP2/pLDH (PAN/Pf) Combo et CareStart ™ Malaria pLDH (PAN/Pf).

Les tests Carestart ™ Malaria utilisés pour [’étude sont fabriqués par la firme « Access Bio,

Inc » et ont un prix d’achat inférieur a 1 dollar.

I11.4.2.1 Principe des tests

Le test « CareStart ™ Malaria HRP2/pLDH Combo » contient une bande membranaire pré-
revétue par deux anticorps monoclonaux. Un anticorps monoclonal (ligne de test 2)
spécifique au lactate déshyrogénase des espéces de Plasmodium (P. falciparum, vivax,
malariae, ovale) et l'autre anticorps (ligne de test 1) spécifique & la protéine riche en
histidine « Histidine rich protein 2 » (HRP2) de I'espéce P. falciparum.

Le test «CareStart '™ Malaria pLDH» permet la détection exclusive du lactate
déshydrogénase. En effet, ce test contient un anticorps monoclonal (ligne de test 1)
spécifique au lactate déshyrogénase de P. falciparum et un autre anticorps monoclonal (ligne
de test 2) specifique au lactate déshyrogénase des espéces de P. falciparum, P.vivax, P.
malariae et P. ovale.

Dans chaque kit de TDR, on trouve des micropipettes et une solution tampon qui servent a la

réalisation des tests.

La solution tampon conjuguée permet aux antigénes de se fixer aux anticorps monoclonaux
qui leurs sont spécifiques. La formation du complexe Anticorps - Antigéne se traduit par
I’apparition d'un trait rouge au niveau de la ligne de test | et/ou 2 de chaque TDR. Les deux
TDRs (Figure 3) sont capables de donner un diagnostic positif fiable sur des échantillons de
sang ayant des parasitémies faibles de I’ordre de 200 parasites/ul (WHO/World Bank/FIND.,
2010). Du fait que la performance de chaque produit est susceptible de varier d’un lot a
Pautre au fil du temps, ’OMS recommande que tous les lots de production de TDR soient

contrdlés, que ce soit avant ou aprés I’expédition, par le canal d’un centre de contrdle
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travaillant en collaboration avec le Programme OMS/FIND d’évaluation des tests de
diagnostic rapide du paludisme (WHO/World Bank/FIND., 2011).

Figure 3: Photo des tests de diagnostic rapide utilisés
Source : [RSS/DRO

I11.4.2.2 Procédure de réalisation des Tests

La réalisation des TDRs est facile et ne demande pas de qualification particuliére. A partir du
sang collecté dans les tubes EDTA, un prélevement de Sul de sang est effectué et introduit
dans le puits dédi¢ a I’échantillon sanguin. Puis, deux 2 gouttes de la solution tampon sont
ajoutées dans le puits correspondant. La lecture et I’interprétation sont réalisées 20 minutes

apres.

I11.4.2.3 Interprétation des résultats
Les résultats des TDRs ont été interprétés en fonchon de 'apparition ou non d’une bande
colorée (rouge) indiquant la validité du test ou la formation du complexe anticorps-antigéne
(Figure 4). Ainsi :
e La présence d’une seule bande colorée au niveau de la zone de contrdle indique un
résultat négatif pour I’antigéne correspondant.
» Le test est invalide si la bande de contréle n’apparait pas dans la fenétre des résultats.

Dans ce cas, I’examen est répété en utilisant un nouveau test.
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s La préscnce de deux bandes colorées (contréle et zone « | ») indique un résultat
positif a Plasmodium falciparum.

e La présence de deux bandes colorées (une bande au niveau de la zone de contrdle et
une bande au niveau de la zooe « 2 ») indique un résultat positif pour P. vivax, P.
malariae ou P. ovale.

o La présence de trois bandes colorées (contréle, zone « 1 », « 2 ») indique un résultat

positif a P. Falcipartm ou une infection mixte a P. falciparum ct autres especes.

==C C C =—C C
2 mml 2 =2 2
1 e 1 1 1 1

| L L sy

Negative Invalid Positive Positive Positive
P faiciparum Vivax Maloria (P folciparum or
or Ovale Mxed infection)

Figure 4 : Interprétation des résultats des tests (Carestart ™ Malaria RAPYDTEST.,
20609)

I11.4.3 Diagnostic de ’infection palustre par la goutte épaisse/frottis mince
La goutte ¢paisse est réalisée a partir d’une goutte de sang que I'on dépose sur une lame porte
objet. Ensuite, & I’aide du coin d’une autre lame, on é€tale la goutte de sang par des
mouvements concentriques sur une surface d’environ un centimetre (lem) puis séchée.

Le frottis sanguin est réalisé sur la méme lame que la goutte épaisse. Une petite goutte de
sang est déposée prés de la goutte épaisse et étalée sur la partic restante de la lame grice a
’extrémité d’une autre lame inclinée d’un angle de 45°. Le mouvement d’étalement doit étre
rapide, régulier, sans trop appuyer, en maintenant la méme inclinaison. Contrairement a la
goutte épaisse, le frottis est fixé avec du méthanol avant d’étre coloré. La coloration des 2

étalements se fait au Giemsa 3% pendant 30 minutes.

La goutte épaisse est évaluée en fonction de la présence des formes asexuées et sexuées du
parasite. Les densités parasitaires ont €té calculées en comptant le nombre de formes asexuées
du parasite pour 200 leucocytes (ou pour S00 leucocytes, si le compte est inférieur a 10

parasites asexués pour 200 Jeucocytes), sur la base d'un nombre de leucocytes de 8.000/ul de
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sang. La goutte ¢épaisse est considérée négative lorsque l'examen de 100 champs
microscopiques ne révélait pas la présence de formes asexuées ou gamétocytaires du parasite.
Lorsqu'une goutte épaisse est positive, le frottis sanguin correspondant est utilisé pour

I'identification de I'espéce du parasite.

I11.4.4 Diagnostic de l'infection palustre par la réaction de polymérisation

en chaine (PCR)

La PCR permet d’obtenir par réplication in vitro de multiples copies d’un fragment d’ADN a
partir d’un extrait. Dans notre étude, nous avons utilisé la technique de la « PCR nichée ».
Elle consistait a amplifier I’ADN en 2 étapes (PCR 1 et PCR 2) avec des couples d’amorces
différents (Tableau III). Lés amorces ont été synthétisées sur la base de ’ARN de la petite

sous unité ribosomale 18 S du Plasmodium.

I11.4.4.1 Extraction de ’ADN du Plasmodium
L’ADN du parasite a été extrait a partir des culots de sang veineux a I’aide du « Kit Qiagen
DNA Mini and Blood ». De fagon bréve, ’ADN est extrait aprés hémolyse des globules

rouges puis purifié aprés plusieurs étapes de filtration (Annexe 1).

I11.4.4.2 Amplification des séquences spécifiques d’ ADN par la PCR « nichée »
L’amplification des extraits d’ADN est réalisée dans un mélange réactionnel (Mix) préparé
dans une salle spéciale dépourvue d’ADN appelée « salle des mix ». Aprés avoir préparé la
surface de travail, les plaques de PCR a utiliser sont numérotées et déposées sur la glace. Les
volumes individuels des réactifs qui entrent dans la composition du « mix » sont calculés et
multipliés au nombre total d’échantillons a amplifier.

Le « mix » est préparé sur de la glace pilée dans un réservoir a multicanaux conformément au
Tableau II ci-dessous. Les volumes des réactifs requis sont successivement ajoutés dans
I’ordre : eau distillée, amorces, tampon, dNTP, MgCl,, Taq polymérase en utilisant pour
chaque réactif un cone différent. Un volume de 23 pl de « mix » est ensuite distribué dans
chaque puits de la plaque. Enfin, dans la « salle PCR », 2 ul d’ADN de chaque échantillon
sont ajoutés dans les puits correspondant. La plaque est par la suite incubée dans un des
thermocyclers (« eppendorf Mastercycler gradient » et « SI000™ Thermal cycler ») (Figure
5) pour I’amplification suivant un programme spécifique (Tableau III). Aprés la réalisation de

la PCR 1 et la préparation du « mix » de la PCR 2, 2 pl du produit de PCR 1 sont ajoutés au
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«mix » de la PCR 2. Le mélange est ensuite amplifié dans un thermocycler suivant le
programme spécifique a la PCR 2.
Notons que pour chaque réaction PCR, nous avons ajouté un contrdle positif (ADN de P.

falciparum) et un contrdle négatif (eau).

Tableau II : Tableau récapitulant le mélange de la réaction PCR

Réactifs et Sclvants Concentration du Concentration finale Volfxme.: pour unie
stock réaction (pul)
'H,0 - . 12,8
| Primer 12 10uM 0,25uM 0,5
Primer 2° 10uM 0,25uM 0,5
Buffer 5x 1x 5 o
dNTP 2mM 200uM 2,5
MgCl, 25mM 4mM 1,5
Taq Polymerase SU/ul 1,25Unit 0,2
ADN - - 2
Volume final - - 25

a=rPLUI1 pour PCR1 et rPLU 3 pour PCR2
b=rPLU 5 pour PCR1 et rPLU4 pour PCR 2
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Figure S : Photo des thermocyclers utilisés
Source : [IRSS/DRO

Tableau III : Tableau

d’amplification

récapitulatif des séquences d’amorces et des programmes

Etapes de Couple ;
pe P Séquences des amorces Digimine:Danliftation
la PCR d’amorces | o -3
PLUI 5'-TCA AAG ATT AAG CCA
TGC AAG TGA-3' Dénaturation initiale : 94°C x 4 min
PCR 1 PCR : 35 cycles 94°C x 30 sec, 55°C x
S S-CCT GTT GTT GCC TTA ! min, 72°C x | min
AACTCC-3 Elongation finale : 72°C x 4 min
S'-“TTT TTA TAA GGA TAA
PLU3 . s .
CTA CGG AAA AGC TGT-3' | Dénaturation imtiale : 94°C x 4 min
PCR 2 : PCR : 35 cycles 94°C x 30 sec, 62°C x
PLU4 S“TAC CCG TCA TAG CCA | min, 72°C x 1 min

TGT TAG GCC AAT ACC-3'

Elongation finale : 72°C x 4 min

111.4.4.3 Révélation et interprétation des résultats

Tous les produits de PCR 2 ont été analysés par électrophorése sur gel d’agarose a 2,5%

contenant du Bromure d’éthidium (BET). Le protocole permettant la préparation du gel est

décrit en Annexe 2. L’¢lectrophorése dure 45min-1h30min (en founction de la taille attendue)

ct sa réalisation est détaillée en Annexe 3.
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Les résultats sont interprétés a partir de la photo du gel (Figure 6) prise avec un systeme de
révélation aux UV (« VILBER LOURMAT » équipé d’un écran « Rainbow CCTV
RMB92 »). En effet, le BET se fixe spécifiquement & I’ADN et émet une fluorescence sous
illumination aux rayons ultra-violets (UV). La présence de I’ADN se¢ waduit alors par
[’apparnition d’une bande sur 1a photo du gel. La réaction est validée lorsque le contrle négatif
¢tait négatif et Je contrdle positif apparaissait a 240 paires de bases. Un €chantillon est positif

lorsque la bande apparaissait a la méme taille que le contrgle positif.

Controle positif

Controle négatif Ech Positifs Ech négatifs

S s Ew e R S e BED SN SN0 SN handl ol R ey et emn ammn ="

M : Marqueur de poids moléeculaire
pb : paire de bases

Figure 6: Photo d’un gel montrant les bandes d’ADN aprés révélation aux UV
Source : IRSS/DRO

IIL.5. Analyse statistique des données

La taille de I’échantillon de I’étude a é1é calculée pour tester I'hypothése Ho: [VPP <
(prévalence de malade + o) ou VPN < (1-prévalence de malade)} avec une puissance de 80%,
un degre de signification de 5% et o = 0,4. Nous avons estimé que les exigences statistiques
de I'¢tude pouvaient étre satisfaites par I'inclusion de 860 femmes. Cette estimation suppose

une marge de perte de 15% durant le suivi.
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Les données ont été saisies sur le logiciel Microsoft office Excel 2007 et analysées avec le
logiciel Stata/SE 11.0. Le test du Chi carré (x%) a été utilisé pour la comparaison des
prévalences a l'infection obtenues par les différentes méthodes d’analyse. Le seuil de

signification statistique a été fixé a p < 0,05.

Les performarces des TDRs ont été évaluées a partir la sensibilité, de la spécificité et des
valeurs prédictives positives et négatives.

- La sensibilité¢ d’un test est la probabilité que le test soit positif si la personne est atteinte de
la maladie. Elle est exprimée en proportion (ou en %) des personnes atteintes de la maladie.

- La spécificité d’un test est la probabilité que le test soit négatif si la personne testée est
indemne de la maladie. Elle est exprimée en proportion (ou en %) des personnes indemnes de
la maladie.

- La VPP est la probabilité que la personne soit réellement malade si son test est positif. Elle
exprime la proportion des personnes atteintes de la maladie parmi ceux ayant un test positif.

- La VPN est la probabilité que la personne n’ait pas la maladie si son test est négatif. Elle
exprime la proportion des personnes indemnes de la maladie parmi ceux ayant un test négatif.

Ces paramétres ont été calculés suivant les méthodes publiées (Delacour et al., 2005) en
considérant les résultats de la microscopie comme référence. Chaque résultat de TDR a été
classé comme vrai-positif, vrai-négatif, faux-positif et faux-négatif.

Le tableau « IV » illustre le calcul ces différentes valeurs.

Tableau IV : Détermination des indicateurs de performance

| Microscopie
Total
Positif Négatif
- b at+b
Positif a . .
ositl vrai positif faux positif total tests positifs
Test q 4
. c c
2gatif . . . .
Negati faux négatif vrai négatif total tests négatifs
Total atc b+d atb+c+d
total malades | total non malades effectif total
Sensiblité¢ = a/(atc) ; VPP = a/(a+b).

spécificité = d/(b+d) ; VPN = d/(c+d).
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1V. RESULTATS

IV.1 Profil de I’étude

Au total 664 femmes ont bénéficié des examens cliniques dont 650 incluses dans I'étude et 14
non incluses. [a moyenne d’4ge des participantes était de 24,85 (5,77). Au cours du suiv),
pous avons observé 95 perdues de vue et 555 femmes incluses (85,38%) ont €t suivies

jusqu'a I"accouchement (Figure 7).

664 Femmes
examinées

14 Non inclusions
- Allergie a la quinine

- Anémic sévére

- Drépanacytaire

- Age< 16ans

- Hypertension P,

650 Inclusions

95 Perdues de vue
- Déplacement

- Fausses _eootdonnées
géographiques

555 Suivies jusqu’a
1’accouchement

Figure 7 : Profil de ’étude

IV.2 Prévalence de ’infection palustre a I’inclusion

Parmi les 650 participantes a I’inclusion, 20,62% (134/650) avaient une infection palustre
détectée par le test CareStart ™ Malaria HRP2/pLDH Combo contre 15,69% (102/650) par le
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test CareStart '™ Malaria pLDH, 14% (91/650) par la microscopie et 35,85% (233/650) par la
PCR (Figure 8). La différence entre les prévalences obtenues par les différents tests est
statistiquement significative (p = 0,007). Cette différence signific gue les tests d'analyses que

nous avons utilisées ont des résultats propres 4 chacun d'entre eux.

e eei——e - e ————— - — - _—

a0 5 |
35,85 |
is 1
@ 30 9
-T1]
=
5
< 20,62
I i
-] 20
| 0?( ® Positif
15,69 ositi
15 14
|
| (U
| di
1 0 — Ll T L]
‘ HRP2/pL.DH Combo pLDH Microscopie PCR

Type d'examen

Figure 8: Prévalences de I'infection palustre obtenues & I’inclusion en fonction des types

d’examen utilisés.

IV.3 Performance du test CareStart '™ Malaria HRP2/pLDH
(PAN/Pf) Combo a I’inclusion.

TV.3.1 Sensibilité et spécificité du test CareStart '™ Malaria HRP2/pLDH
(PAN/Pf) Combeo.

La concordance entre la goutte épaisse et I test CareStart ™ Malaria HRP2/pLDH Combo est
de 63,43% et de 98,83% respectivement pour Jes vrais positifs et les vrais négatifs (Tableau
V).

Le tableau V indigque que la sensibilité et la spécificité du test CareStart "™ Malaria
HRP2/pLDH Combo ctaient respectiveraent de 93,4% [IC 95% 88,3-98,5] et de 91,2% [IC
95% 88,9-93,6].

En considérant les résultats de la PCR comme référence, la sensibilité et la spécificité du test
CareStart ™ Malaria HRP2/pLDH Combo étaient respectivement de 96,37% [IC 95% 93,3-
99,5] et 99, 8% [IC 95% 99,4-100].
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Tableau V : Validité du test CareStart "™ Malaria HRP2/pLDH (PAN/Pf) Combo dans

le diagnostic de I’infection palustre en comparaison avec la goutte épaisse.

Microscopie
Total
Positif Négatif
HRP2/pLDH | PoSitif %) | 85(6343) | 49(36,57) 134
Combo  "Neeatif (%) 6(1,16) 510 (98,83) 516
Total 91 (14) 559 (86) 650

1V.3.2 Valeur prédictive positive et négative du test CareStart ™ Malaria

HRP2/pLDH (PAN/Pf) Combo

La valeur prédictive positive (VPP) et la valeur prédictive négative (VPN) du test CareStart
™ Malaria HRP2/pLDH Combo étaient respectivement de 63,4% [IC 95% 55,3-71,6] et
98.,8% [IC 95% 97,9-99,7].

La VPP et la VPN du test CareStart '™ Malaria HRP2/pLDH Combo enregistrées aprés
correction des résultats de la microscopie par la PCR sont respectivement 99,25% [IC 95%

97,8-100] et $9,03% [IC 95% 98,2-99,8].

1V.4 Performance du test CareStart ©" Malaria pLDH (PAN/Pf) a

I’inclusion.

IV.4.1 Sensibilité et spécificité du test CareStart ' Malaria pLDH
(PAN/P).

La concordance entre la goutte épaisse et le test CareStart ™ Malaria pLDH est de 76,47% et
de 97,63% respectivement pour les vrais positifs et les vrais négatifs (Tableau VI).

Le tableau VI indique que la sensibilité et la spécificité du test CareStart ™ Malaria pLDH
sont respectivement de 85,7% [IC 95% 78,5-92,9] et 95,7% [IC 95% 94-97 4].
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Aprées correction des résultats de la microscopie par la PCR, la sensibilité et la spécificité du
test CareStart '™ Malaria pLDH étaient respectivement de 89,47% [IC 95% 83,8-95,1] et
100%.

Tableau VI : Validité du test CareStart "™ Malaria pLDH (PAN/Pf) dans le diagnostic

de ’infection palustre en comparaison avec la goutte épaisse.

Microscopie
Total
Positif Négatif
Positif (%) 78 (76,47) 24 (23,53) 102
pLDH
Négatif (%) 13 (2,37) 535 (97,63) 548
Total 91 (14) 559 (86) 650

IV.4.2 Valeur prédictive positive et négative du test CareStart ™ Malaria

pLDH (PAN/Pf).

Les VPP et VPN du test CareStart '™ Malaria pLDH sont respectivement de 76,5% [IC 95%
68,2-84,7] et 97,6% [IC 95% 96,3-98,9].

La VPP et la VPN du test CareStart "™ Malaria pLDH enregistrées aprés correction des
résultats de la microscopie par la PCR sont respectivement 100% et 97,81% [IC 95% 96,6-
99].

IV.5 Comparaison de la performance des tests CareStart ™ Malaria

HRP2/pLDH (PAN/Pf) et CareStart ' Malaria pLDH (PAN/Pf)

La comparaison des performances (tableau VII) du test CareStart "™ Malaria HRP2/pLDH

Combo & ceux du test CareStart '™ Malaria pLDH nous a permis de noter que :

1. La sensibilité du test CareStart '™ Malaria HRP2/pLDH Combo est relativement
supéricure a celle de CareStart ™ Malaria pLDH mais la différence statistique n’est
pas significative.

2. La spécificité du test du test CareStart ™ Malaria HRP2/pLDH Combo est

significativement inférieure a celle de CareStart ™™ Malaria pLDH.
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3. La VPP du test CareStart ™ Malaria HRP2/pLDH Combo est significativement

inférieure a celle de CareStart ™ Malaria pLDH.

4. La VPN du test CareStart "™ Malaria HRP2/pLDH Combo est

relativement

supérieure A celle de CareStart ™ Malaria pLDH mais la différence statistique n’est

pas significative.

Aprés correction des résultats de la microscopie par la PCR la sensibilité du test CareStart ™

Malaria HRP2/pLDH Combo reste significativement supérieure a celle de CareStart ™

Malaria pLDH (p = 0,03) avec respectivement une VPP de 99,25% et 100%. Les spécificités

des deux tests sont aussi sensiblement identiques (99,8% pour CareStart ™ Malaria

HRP2/pLDH Combo et 100% pour CareStart "™ Malaria pLDH avec respectivement des

VPN de 99,03% et 97,81% (Tableau VIII).

Tableau VII : Performances comparées des tests de diagnostic rapide

TDR Sensibilité % Spécificité % VPP % VPN %
(IC 95%) (IC 95%) (IC 95%) (IC 95%)
HRP2/pLDH 93,4 91,2 63,4 98,8
Combo
(88,3-98,5) (88,9-93,6) (585,3-71,6) (97,9-99,7)
pLDH 85,7 95,7 76,5 97,6
(78,5-92,9) (94-97,4) (68,2-84,7) (96,3-98,9)
p 0,09 0,002 0,03 0,1

I ressort du tableau VII que le test CareStart ™ Malaria pLDH est plus spécifique (p =

0,002) avec une VPP significativement supérieure a celle du test CareStart ™ Malaria

HRP2/pLDH Combo (p = 0,03).
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Tableau VIII: Performances comparées des tests de diagnostic rapide aprés correction a

la PCR
TDR Sensibilité % Spécificité % VPP % VPN %
(IC 95%) (IC 95%) (IC 95%) (IC 95%)
HRP2/pLDH 96,37 99,8 99,25 99,03
Combo
(93,3-99,5) (99,4-100) (97,8-100) (98,2-99,8)
pLDH 89,47 100 100 97,81
(83,8-95,1) - - (96,6-99)
p 0}03 0’3 0’3 0,1
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V. DISCUSSION

V.1 De la prévalence de I’infection palustre a I’inclusion

Le paludisme chez la femme enceinte est un probléme de santé publique dans les pays
d’endémie palustre et est associé aux risques de faible poids a la naissance, a I’anémie
maternelle (Nosten et al., 1999; Tiono et al., 2009; Valea et al., 2012) et a la mortalité
périnatale (Adebami et al., 2007). Les fortes prévalences de I’infection palustre enregistrées
dans cette étude respectivement par la microscopie, les TDRs et la PCR pourraient s’expliquer
par le fait que la population d’étude vit dans une zone de transmission stable du paludisme. La
technique de PCR demeure la plus sensible avec 35,85% de diagnostics positifs contre
respectivemert 20,62%, 15,69 % et 14% pour les tests CareStart ™ Malaria HRP2/pLDH
Combo, CareStart ™ Malaria pLDH et la microscopie. Les fortes prévalences observées
pourraient également s’expliquer par la baisse de I'immunité pendant la grossesse (Shulman
et Dorman, 2003). En effet, au cours de la grossesse, il se produit une immunosuppression
physiologique induite par les hormones et les protéines associées a la grossesse. Cette
régulation est considérée par certains comme un ajustement nécessaire au maintien du feetus
qui est antigéniquement différent de la future mére (Raghupathy, 1997) et serait de ce fait
comme un corps étranger. L'état de dépression immune générale affecte I’ensemble des
mécanismes spécifiques (pour maintenir la grossesse) et non spécifiques, qui entrainent une

augmentation du risque a plusieurs infections, dont le paludisme.

V.2 Des performances des tests de diagnostic rapide

L’évaluation des tests de diagnostic rapide est une étape nécessaire avant leur implémentation
dans les systémes de santé. La présente étude a évalué les performances des tests CareStart ™
Malaria HRP2/pLDH et CareStart '™ Malaria pLDH dans la détection de I’infection palustre
(Plasmodium sp) chez la femme enceinte. Dans I’ensemble, les conditions de réalisation des
deux tests étaient faciles et les résultats obtenus reproductibles. La microscopie a été
considérée comme technique de référence et de ce fait, nous lui avons attribuée une sensibilité
et une spécificit¢ de 100% malgré les variations des résultats dues aux lecteurs, et/ou a la

densité parasi-aire.
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V.2.1 De la performance de CareStart '™ Malaria HRP2/pLDH (PAN/Pf)

Combo

La sensibilité et la spécificité du test CareStart '™ Malaria HRP2/pLDH Combo dans cette
étude sont respectivement de 93,4% et 91,2% pour des densités parasitaires de la population
comprises entre 14 et 96979 parasites/ul. Aprés double lecture & la microscopie 36,57%
(49/134) des échantillons positifs au test CareStart ™ Malaria HRP2/pLDH Combo ont été
révélés négatifs alors que seulement 6/516 (1,16%) des échantillons négatifs au test ont été
révélés positifs & la microscopie.

La performance du test CareStart "™ Malaria HRP2/pLDH Combo obtenue dans cette étude
est légérement inferieure a celle obtenue par I’OMS en collaboration avec FIND
(WHO/World Bank/FIND., 2010). Dans cette €valuation, les sensibilités du test a détecter P.
falciparum et P. vivax & une densité parasitaire de 200/ul €taient respectivement de 97,5% et
90,0% et 100% et 95,0% pour des densités parasitaires comprises entre 2000-5000/ul. Par
ailleurs, Maltha et ses collaborateurs ont rapporté plus récemment que la sensibilité de ce test
dans la détection de P. falciparum était de 88,8% et 94,3-99,3% pour des densités parasitaires
respectivemerit au-dessus de 100 et 1000/ul. Pour P. vivax, P. ovale et P. malariae, la
sensibilité était respectivement de 77,6%, 18,4% et 30,4% (Maltha et al., 2010).

Il est difficile d’établir des comparaisons entre les performances étant donné que la présente
étude a été¢ conduite chez les femmes enceintes se rendant au CSPS pour des consultations
prénatales cor trairement aux autres études réalisées sur des échantillons provenant de patients
atteint de paludisme. Les légéres différences obtenues peuvent s’expliquer par les différences
de population d’étude ou de la variation des densités parasitaires dans la population d’étude.
La forte sensibilité du test pourrait s’expliquer par le fait que la population d’étude se situe
dans une zone de forte transmission ou encore par la persistance de I’antigéne dans le sang
quelques semaines apres traitement (Kattenberg et al., 2012; Wongsrichanalai et al., 2007).
Le fort taux de faux positifs (36,57% soit 49/134) obtenu pourrait s’expliquer par des
réactions croisées d’antigéne-anticorps (Mishra et al., 1999) ou des densités parasitaires
inferieures & la limite de la détection microscopique (Forney et al., 2001). En effet, parmi les
49 échantillons faux-positifs en référence a la microscopie, 48 échantillons étaient réellement
positifs contre un seul négatif aprés le diagnostic de ’infection par la technique de PCR. De
méme, sur les 6 échantillons considérés comme faux-négatifs, 5 échantillons étaient positifs a
la PCR contre un seul négatif. La considération des résultats de la PCR augmenterait la

sensibilité du test de 93,4% a 96,37% pour une spécificité de 91,2% a 99,8%.
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Dans cette étude, les tests rapides ont été permanemment gardés dans un réfrigérateur (4-8 C)
écartant de ce fait le probléme de conservation généralement connu comme facteur
influengant la performance des tests. Aussi, le test CareStart ™ Malaria HRP2/pLDH Combo
était facile d’utilisation avec trés peu de difficultés rencontrées dans I’interprétation des
résultats par nos techniciens. Aucun résultat invalide n’a été enregistré au cours de
I’interprétation des résultats.

En conclusion, notre étude a démontré que le test CareStart ™ Malaria HRP2/pLDH Combo
a une bonne performance dans le diagnostic de I’infection & Plasmodium sp chez la femme

enceinte a Bobo-Dioulasso.

V.2.2 De la performance de CareStart "™ Malaria pLDH (PAN/Pf)

La présente étude a également évalué la performance du test CareStart ™ Malaria pLDH dans
le diagnostic de I’infection palustre chez la femme enceinte & Bobo-Dioulasso. En référence
toujours a la microscopie comme technique de référence, nous avons enregistré une sensibilité
(85,7%) et une spécificité (95,7%) satisfaisantes pour des limites de détection parasitaire
variant entre 22 et 96979 parasites/ul.

En 2011, la performance du test CareStart "™ Malaria pLDH a été conjointement évaluée par
POMS et FIND (WHO/World Bank/FIND., 2011): la sensibilité a une parasitémie fixe de
200/ul était respectivement de 88,9% et 91,4% pour P. falciparum et P. vivax. Lorsque la
parasitémie était fixée entre 2000 et S000/ul, la sensibilité du test était de 100% pour les deux
espéces. Au Myanmar (Birmanie), Ashley et ses collaborateurs ont enregistré des sensibilités
de 90,5% et 78,9% respectivement pour P. falciparum et P. vivax (Ashley et al., 2009). Une
étude récente en Belgique a montré que la sensibilité du test CareStart ™ Malaria pLDH
variait entre 94,7% et 98,7% quand la densité parasitaire dépassait 1000/ul pour P. falciparum
(Heutmekers ¢t al., 2012).

A la différence des autres études, la performance du test CareStart "™ Malaria pLDH a été
évaluée dans cette étude dans la détection de Plasmodium sp ce qui pourrait expliquer les
Iégeres baisses de sensibilité observées. La baisse de la sensibilité dans cette étude pourrait
également s’expliquer par les différences des populations d’étude ou par les densités
parasitaires en dessous de la limite de détection microscopique (WHO/World Bank/FIND.,
2010). En effet, 100% (24/24) des échantillons considérés faux-positifs (positifs au test et
négatifs & la microscopie) ont été révélés positifs aprés la PCR. De méme sur les 13
échantillons faux-négatifs (positif 4 la microscopie et négatif au test), un seul était

effectivement négatif aprés la PCR. En considérant les résultats de la PCR (correction des
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résultats microscopiques), la sensibilité du test augmente de 85,7% a 89,47% et la spécificité
de 95,7% a 100%.

La thermostabilité n’a pas été évaluée dans cette étude, mais pour minimiser I’influence de la
température sur la stabilité, les TDRs étaient stockés entre 2-8°C au laboratoire de
['IRSS/DRO et n’étaient envoyés sur le terrain que pour une utilisation courante. Une
mauvaise condition de conservation sur le terrain pour différentes raisons (coupure
d’¢électricité, indisponibilité ou absence de réfrigérateur) pourrait influencer cependant la
performance du test méme si ce test reste stable a des températures élevées (environ 4-30°C).
Le fort taux de faux négatifs observés avec le CareStart "™ Malaria pLDH (2,37% soit
13/548) peut étre dit & une faible densité parasitaire (< 200 parasites/ul) au niveau des
¢échantillons concernés.

Tout comme le CareStart '™ Malaria HRP2/pLDH Combo, le test CareStart "™ Malaria pLDH
a démontré une bonne performance dans le diagnostic du paludisme chez la femme enceinte.

Son utilisation a également été jugée facile apres une courte formation du personnel.

V.3 De la comparaison des performances des tests de diagnostic rapide

Une évaluation comparative des résultats de la performance des tests CareStart ™ Malaria
HRP2/pLDH Combo et CareStart "™ Malaria pLDH permet de distinguer lequel des deux
tests fonctionne bien ou moins bien, afin d’éclairer la prise de décision de choix et d’achat
des programmes de lutte antipaludique. Dans I’ensemble, les deux tests sont performants dans
le diagnostic de I’infection palustre. Les résultats de cette étude donnent un apergu de la
sensibilité des deux tests a diagnostiquer I’infection palustre chez les femmes enceintes en
consultation orénatale. La sensibilité du test CareStart "™ Malaria HRP2/pLDH Combo
(PAN/Pf) est relativement plus élevée que celle du test CareStart '™ Malaria pLDH et cela
peut s’expliquer par les faibles densités parasitaires ou par le fait que I’antigéne HRP-2
persiste dans I’organisme plusieurs semaines méme aprés un traitement antipaludique réussi
(Kattenberg et al., 2012; Tjitra et al., 2001). Les spécificités des deux tests sont satisfaisantes
(91,2% pour CareStart ™ Malaria HRP2/pLDH Combo Vs 95,7% CareStart ™ Malaria
pLDH) atteignant méme 99,8% et 100% respectivement si nous considérons les résultats de la
microscopie corrigés par la PCR. Cette étude n’a pas évalué la thermostabilité qui est un
€lément essentiel pour le maintien de la sensibilité des tests rapides. Cependant, une
évaluation récente de I’OMS en collaboration avec FIND montre que les deux tests ont une
thermostabilité identique (WHO/World Bank/FIND., 2011). Les limites des TDRs basés sur

la détection de HRP-2 sont connues: la délétion du géne HRP2 pouvant entraver leur
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utilisation (Gamboa et al., 2010), la persistance de la protéine HRP2 plusieurs semaines aprés
traitement qui réduirait la valeur prédictive positive du test. Les deux tests sont faciles a

réaliser et I’interprétation des résultats n’a posé aucun probléme aux techniciens.

35



VI. CONCLUSION

Le diagnostic adéquat du paludisme, qu’il soit basé sur les examens microscopiques ou sur
I"utilisation des tests de diagnostic rapide demeure un €lément essentiel pour une bonne prise
en charge efficace de la maladie. Dans les centres de santé périphériques ol le personnel
qualifié fait parfois défaut et I’infrastructure limitée le recours aux tests de diagnostic rapide

dans la détection du paludisme constitue une alternative a la microscopie.

Malgré les limites que peuvent présenter cette étude, les performances des tests CareStart ™
Malaria HRP2/pLDH et CareStart ™ Malaria pLDH enregistrées montrent que ceux-ci
peuvent représenter une option non négligeable dans le diagnostic du paludisme chez la
femme enceinte 4 Bobo-Dioulasso. L’utilisation de test rapide couplée a la microscopie chez
les femmes enceintes au moment de leur consultation prénatale permettrait une prise en
charge adéquate des cas de paludisme en empéchant du méme coup I’ utilisation de la SP chez

les femmes atteintes du paludisme.

Au regard des résultats de I’étude, les suggestions que nous préconisons au ministére de la
santé sont :

¢ Disporibiliser les TDRs dans les zones ou la microscopie fait défaut ;

¢ Associer la microscopie et les TDRs dans les structures sanitaires bien équipées pour

un diagnostic plus efficace du paludisme.
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ANNEXES

Annexe 1 : Procédure d’extraction de PADN avec kit Qiagen DNA Mini and
Blood

Etapes avant de commencer ’extraction

- Equilibrer les échantillons a température ambiante

- Mettre la pleque chauffante en marche a la température de 56°C

- Mettre le Buffer AE a température ambiante

- S’assurer que les Buffer AWI, AW2 et la QIAGEN protease ont été préparés selon les

instructions du kit.

Préparation des réactifs pour I’extraction

La QIAGEN Protéase

- Pour le QlAamp DNA Mini Kit (50), ajouter 1,2ml de solvant de protéase dans le flacon
contenant la QIAGEN protéase lyophilisée.

- Pour le QlAamp DNA Mini Kit (250), ajouter 5,5 ml de solvant au flacon contenant le
QIAGEN proréase lyophilisée.

La QIAGEN protéase reconstituée est stable pendant 2 mois si elle est gardée entre 2-8°C.
Buffer AL

Mélanger attentivement le buffer AL en le secouant avant utilisation. Le Buffer AL est stable
pendant un an a température ambiante.

NB : Ne jamais ajouter directement la QIAGEN protéase au buffer AL.
Buffer AW

Avant la premiére utilisation, ajouter 125 ml d’éthanol (96-100%) a la bouteille du buffer

AWI. Le Buffer AW1 reconstitué est stable pendant un an a température ambiante

Buffer AW2

Avant la premiére utilisation, ajouter 160 ml d’éthanol (96-100%) a la bouteille du buffer

AW2. Le Buffer AW2 reconstitué est stable pendant un an a température ambiante



Protocole d’extraction

I. Pipeter 20 pl de QIAGEN Protéase (Protéinase k) dans un micro-tube de 1,5 ml.

2. Ajouter 200 ul d’échantillon (sang) dans le micro-tube.

3. Ajouter 200 pl de Buffer AL a I’échantillon. Vortexer le micro-tube contenant le mélange
pendant 15s.

4. Incuber & 56°C pendant 10 min.

5. Centrifuger bri¢vement le micro-tube de 1,5 ml.

6. Ajouter 200 pl d’Ethanol (96-100%) & I’échantillon et vortexer a nouveau le micro-tube pendant
15s. Centrifuger briévement le micro-tube de 1,5ml.

7. Transférer le mélange obtenu dans la colonne QIAamp Mini spin déja placée dans un tube de
collection de 2 ml. Fermer la colonne et centrifuger le tube a 8000 rotations par minute (rpm)
pendant 1 minute. Ensuite placer la colonne du QIAamp Mini dans un tube propre de 2 ml et jeter
le tube contenant le filtrat.

8. Ouvrir délicatement la colonne du QlAamp Mini et ajouter 500 pl de Buffer AWI1. Refermer et
centrifuger & 3000 rpm pendant | minute. Placer la colonne du QIAamp Mini dans un tube propre
de 2 ml et jeter le tube contenant le filtrat ;

9. Ouvrir délicatement la colonne du QIAamp Mini et ajouter 500 pl de Buffer. Refermer et
centrifuger & 14000 rpm pendant 4 minutes ;

10. Placer la colonne du QIAamp Mini dans un tube propre de 2 ml et jeter le tube contenant le
filtrat. Ouvrir délicatement la colonne du QIAamp Mini et ajouter 200 pl de Buffer AE. Incuber &
température ambiante pendant 1 minute et enfin centrifuger a8 8000 rpm pendant 1 minute.

[1. L’éluant contenant I’ADN peut étre utilisé pour amplification ou autre analyse, ou étre stocké

a -20°C pour une utilisation ultérieure.

Annexe 2 : Préparation du Gel a 2.5%

Avant de commencer, il faut :
- Nettoyer le matériel

- Placer les peignes sur les moules et vérifier que ceux-ci ne touchent pas le fond des moules.
Pour la préparation de 2 gels & 2,5%, il faut :

1. Mélanger 7,5g d’agarose dans 300ml de 1X TBE (Tris Borate EDTA) dans un Bécher
2. Homogénéiser et Placer le mélange dans un four & micro onde. Lancer le four pendant

5m30s.
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3. Refroidir le mélange pendant 3 minutes

4. Ajouter 22,5ul de Bromure d’éthidium et homogénéiser le mélange.
5. Mélanger le tout et couler le gel dans des moules.

6. Apres séchage du gel, retirer les peignes

7. Enlever le gel du moule et le placer dans le bac de migration.

Annexe 3 : Protocole de Migration des produits de PCR2 sur gel d’agarose

1. Placer le gel dans le bac de migration et s’assurer que le gel soit complétement immergé dans la
solution de 0,5 X TBE ;

2. Orienter les gels dans le bac de migration de telle sorte que les produits de PCR 2 soient
déposés au niveau de la borne négative ;

3. Réserver un puits du gel pour le marqueur de poids moléculaire qui sera introduit en dernier ;

4. Introduire 13pl du contrdle négatif dans le puits du gel dédi€ au contrdle négatif ;

5. Introduire 13l du contrdle positif dans le puits du gel dédié au contrdle positif ;

6. Pipeter 13ul de PCR 2 de chaque échantillons et I’introduire dans le puits du gel en fonction du
plan de migration établi ;

7. Pipeter 15! de marqueur de poids moléculaire et |’introduire dans le puits réservé au marqueur
de poids moléculaire ;

8. Fixer les bornes positives et négatives du générateur de courant au bac de migration et faire
passer le courant a 80-90V ;

9. Surveiller attentivement la migration de tel sorte que la bande bleue (niveau de ’ADN) sur le
gel ne tombe pas du gel.

10. Passer a la visualisation du gel sous UV et prendre la photo du résultat grace au dispositif de

révélation du laboratoire.
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