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J d'di tra ail 

A mon père, feu Hahaodou A A
 

Nou resteron fidèle aux valeurs d dignité. de pr hité. d mépris pour l'iniustic t la vanit'
 

qui ont toujour 't' l tl nn s 1 ue tu nolIS as inculqu' s.
 

ue Je tout-pui sant Caccueille av c ceux qu' i1Cl corn blé d se hien fai t parm i le' 

pr phètes les martyrs et les véridiques. 

A me' fi ère' e sœu : Bouloll 0 , B b , Dio u ,Lurha, ~ a iam, Fali, Poltour; (i" 

memorium). 

Puisse Allah vou faire reposer en paix dan ses vailées paisi es! 

A mes/rères el sœurs: Modeste, Justine, Estelle, Gisèle, imbendi, Yolande.
 

Merci pour votre. ourien inconditwflnl!! il l'ahoulis.ement de ce Iravail qui e'it au... ,'] le vôlre.
 

R slons unis el marchons sur les traces de l 'honneur et de la probité en toute cho e Amour
 

frarernel , 

1 me. amis: Pa cal Zongo, AI 'is ZOllgO,. mado BiJ,;ienga, Abdolllaye Semdé, Clément 

70""0 Fidèle famé" o. Tap.\oha. \laci no 1/' loul ,f 

J'adresse une pemée reconnai. sante li ma pelÏle jamil/e: à mon épouw: Eve/yne, à ma jd/e 

CJ'nthia el li 11'101/ pelil Kflrçnn HlIlIll, [JmJr m 'avoir encfJurt1f!é f01l1 {lfl Ion de ce 'rojel et en 

particulier polir leur réconfort au cours de ces dernier. mois. 
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MES REMER 1EMMENTS 

Allx octeur. : innocent Va/éil, erman orgho, William aborl. 

1vl-n:i puur ulr· joUit Il el VO.\ 'flcouragemeJll;}. Recev z il fraver c;.e lruvw! /OU Il U 

reconnaissance. Puis e Dieu vou' le rendre au centuple! 

Ali Dr Marc Christian TAHITA 

Pour avoir encadre ce travail avec autant de c ntianc . d respect t d'humanité.
 

P ur m'avoir upport' durant t ut ce temps.
 

Pour votre précieuse contribution à ce travail,
 

p ur v lr ri 'U ur scientifi ue. votre pertinence el votre disoonihilité.
 

Pour votre gentille. se, volre bonne humeur ct olre attention.
 

Tnwailler avec VOU" a été lin réel pll'l;<;ir
 

Trou 'ez ici l'expression de ma reconnaissance.
 

('" travail 't li -:j k vôtr
 

Ali Dr Mami"ata Traoré. 

l 1erCI pour vo,' con el " el votre di poni dile Jor' de la réait. 'alIOn de ce {ravad • 0 ez 
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C'est un hOlmeur et un privilège immense que vous nous avez fait en nous confiant ce travail 

et en acceptant de nous guider malgré vos multiples occupations et sollicitations. Vous avez 

toujours su, par vos qualités humaines, pédagogiques et scientifiques, initier et communiquer 

la f1amme et l'amour de la recherche à vos étudiants et à tous ceux qui vous approchent. 

Honorable maître, par votre dynamisme, votre rigueur et votre amour pour le travail bien fait, 

vous êtes un modèle dans le monde de la recherche scientifique. 

En ce jour solennel, vous nous donnez l'occasion de vous dire, tout simplement mais très 

sincèrement, merci. 

Puisse Dieu vous vêtir de sa grâce abondante! 

Au Professeur Tinga Robert GUIGUEMDE, Président dujury 

y"	 Médecin parasitologiste, 

y"	 Professeur titulair de la chaire de parasitologie-mycologie à l'Unité de Formation et 

de Recherche en Science De la Santé de l'Université de Ouagadougou (UFRJSDSIUO) 

et à l'Institut Supérieur des Sciences de la Santé de l'Université Polytechnique de 

Bobo-Dioulasso (INSSAIUPB), 

y" Directeur de l 'INSSAIUPB, 

yi" Chef de "Unité de Recherche Paludisme et Maladies Tropicales Néy,ligées 

(UR PMTN) du Centre Muraz de Bobo-Dioulasso, 

y" Coordonnateur du Réseau II d'Afrique de l'Ouest pour le Traitement Antipaludique 

(RAOTAP II), 

y" Expert de l'OMS,
 

y" Docteur Honoris Causa de l'Université de Bordeaux JI,
 

y" Membre de l'Académie AFicaine des Sciences,
 

y" Membre du Comité Exécutifde l'Inter Academy Medical Panel (IAMP),
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../	 Président de la conference Aji-icaine des Doyens et des Facultés de médecine 

d'Expression Française (CADMEF), 

../	 Général de division des Forces Armées Nationales Burkinabè. 

C'est un privilège et une fierté pour nous de compter parmi les étudiants ayant bénéficié de 

votre encadrement et de vos enseignements en parasitologie. Vous alliez avec perfection de 

grandes qualités humaines et pédagogiques à une rigueur scientifique qui forcent l'admiration 

des étudiants qui ont bénéficié de vos enseignements et de tous ceux qui vous approchent. 

Honorable maître, permettez nous en ce jour solennel, de saluer votre immense savoir et votre 

remarquable expérience qui ennoblissent la profession médicale et imposent le respect. 

Malgré vos multiples occupations, vous avez accepté de juger ce travail. 

Puisse Dieu vous combler de grâce et de bénédictions. 
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RESUME 

La résistance de Plasmodium falciparum aux antipaludiques constitue un obstacle majeur au 

contrôle du paludisme. En effet, apparue dans les années 60, cette résistance s'est propagée 

dans le temps et dans l'espace touchant la quasi-totalité des anciennes molécules. Récemment 

des baisses de sensibilité ont été constatées avec les nouvelles molécules que sont les dérivés 

à base d'artémisinine sur les quels repose l'espoir dans la lutte contre ce fléau. Ainsi il s'avère 

nécessaire que des mécanismes de surveillance de cette chimiorésistance soient 

continuellement entrepris. C'est dans ce cadre que nous avons entrepris de mesurer l'activité in 

vitro de cinq antipaludiques (dihydroartémisinine, pipéraquine, méfloquine, luméfantrine et 

monodéséthylamodiaquine) sur des souches de P. falciparum par la méthode colorimétrique 

HRPII ELISA. L'étude a été menée d'Août 2011 à Juillet 2012 dans la zone de surveillance 

démographique de Nanoro (Burkina Faso). 

La sensibilité a été appréciée en mesurant la quantité de la protéine II riche en histidine de P. 

falciparum produite au bout de 72 heures d'incubation à 37°C, 5% CO2 , 5% O2 et 90% d'azote 

(N2) dans une atmosphère humide en présence de concentrations croissantes d'antipaludiques. 

Tous les isolats testés ont présenté une bonne sensibilité à la dihydroartémisinine, à la 

pipéraquine et à la luméfantrine avec une moyenne géométrique des CIso respectivement de 

1,36 nM; 5,23 nM et 1,72 nM. Les profils de résistances observés étaient de 6,9% (10/146 

isolats testés) et 9,1 % (13/143 isolats testés) respectivement pour la 

monodéséthylamodiaquine et la méfloquine. Nous avons pu observer des corrélations 

statistiquement significatives entre les CIso des couples monodéséthylamodiaquine­

méfloquine, monodéséthylamodiaquine-luméfantrine et dihydroartémisinine-luméfantrine. 

Les résultats de l'étude indiquent l'existence dans cette zone de souches de P. falciparum 

résistantes aux anciennes molécules (monodéséthylamodiaquine et méfloquine) mais 

présentant une bonne sensibilité à la dihydroartémisinine, métabolite actif des dérivés de 

l'artémisinine. 

Mots-clés: Sensibilité in vitro - Plasmodium falciparum - dihydroartémisinine - pipéraquine, 
méfloquine - luméfantrine - monodéséthylamodiaquine - Nanoro-Burkina Faso. 
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Abstract 

Resistance of Plasrllodilllll folciparum to antimalarial drugs is a major obstacle for malaria 

control. lndeed. appearcd in 60s. this resistance has spread in time and spacc afJecting all1lost 

al! old molecuJes. Recent declines in sensitivity were observed \Vith the new molecules and 

particularly the artcmisinin derivatives on which is based the hopc 101' a control of malaria. 

Thus it is ncccssary that mechanisms for monitoring this chemoresistance are continuously 

undertaken. In this context we assessed the in vitro aetivity of five antimalarial drugs 

(dihydroartemisinin, piperaquine, mefloquine, lumef:1ntrine and monodesethylamodiaquine) 

on P. falciparum strains using the IJRPIl ELISA colorimetrie method. The study was carried 

out l'rom August 201 1 to July 2012 in the demographic surveillance area of Nanoro (Burkina 

Faso). 

Sensitivily \Vas assessed by measuring the concentration of P. jàlc'PW'l1/7l histidine-nch 

protein II produced after 72 hours of incubation at 37 0 C, 5% CCh 5% 0] and 90% nitrogen 

U<?) in a humidified atmosphere in the presence of increasing concentrations of antimalarials. 

AlI isolates tested showed good sensitivity to dihydroaI1emisinin, piperaquine in and 

lumefàntrine with a geometric mean of ICa 1.36 IIA1, 5.23 nA! and 1.72 nA! respectively. 

Resistance rates were 6.85% (10/146 isolates tested) and 9.09% (13/143 isolates tested) for 

l11onodesethylamodiaquine and mef10quine respectively. We have observed statistically 

significant correlations between the IC50 couples of monodesethylamodiaquine-l11ef10quine, 

1110nodesethylamodiaquine-lumeümtrine and dihydroartemisinin- lumefantrine. The results of 

the study show the existence of P. falciparum resistant strains to monodesethylamodiaquine 

and mcf10quine in this area but a good sensitivity to dihydroartemisinin, the activc metabolite 

of artemisinin derivatives. 

Keywords: In vitro sensitivity - Plasmodium falciparum - dihydroartemisinin - piperaquine, 
md10quine - lume1àntrine - monodesethylamodiaquine - Nanoro-Burkina Faso. 
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A. REVUE DE LA LITTERATURE 

1- INTRODUCTION ET ENONCE DU PROBLEME 

Le paludisme ou malaria est dû à l'infection (présence et développement dans le foie puis 

dans les hématies) d'un hématozoaire du genre Plasmodium transmis par la piqûre d'un 

moustique femelle appartenant au genre Anopheles. La très grande majorité de la mortalité 

associée au paludisme survient en Afrique Sub-saharienne et est causée par P. falciparum 

dont le vecteur majeur est Anopheles gambiae (1,2). 

Les femmes enceintes et les enfants de moins de cinq ans constituent la population la plus 

vulnérable. En effet seul ou associé à d'autres maladies, le paludisme tue un enfant toutes les 

30 secondes dans le monde (OMS). En Afrique au Sud du Sahara, chaque enfant fait au moins 

un accès palustre par saison de transmission (OMS, 2005). Chez les femmes enceintes, le 

paludisme représente la principale cause des anémies maternelles et de faibles poids de 

naissance chez les nouveaux nés (3). 

Malgré les nombreux efforts consacrés à la lutte contre le paludisme, cette maladie demeure 

toujours un problème majeur de santé publique. Selon l'OMS, en 20 la, la moitié environ de la 

population mondiale était exposée au risque de contracter le paludisme (4,5) avec 219 

millions de cas et 660.000 décès, dont 86 % concernant les enfants de moins de 5 ans (4,5). 

Globalement, près de 90% des cas surviennent en Afrique au sud du Sahara (6). A cela, 

s'ajoute le fardeau de la maladie sur la situation socio-économique des pays les plus pauvres 

des zones d'endémie (réduction estimée à 1,3% par an du développement socio-économique) 

qui annihile les efforts de lutte (7). 

Au Burkina Faso (BF), le paludisme est une endémie stable dans tout le pays, avec une 

recrudescence saisonnière de Mai à Octobre (8). Il demeure un problème de santé publique 

majeur; et ce malgré la promotion des mesures préventives et curatives. On dénombre environ 

700.000 à 5.000.000 de cas d'accès palustres chaque année (8). Selon les données statistiques 

du système national d'information sanitaire (SNIS), le paludisme est la première cause de 

consultation, d'hospitalisation et de décès dans les formations sanitaires (8). En 20 Il par 

exemple, les structures de santé ont enregistré 5.467.275 cas de paludisme dont 388.621 cas 

de paludisme grave. Ce qui représente en moyenne, par rapport aux autres pathologies 

44,27% des motifs de consultation et 61,75% des motifs d'hospitalisation avec un taux de 

létalité de 17% chez les enfants de moins de cinq ans et les femmes enceintes (9). 
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Face à la menace que représente cette pathologie, des stratégies de lutte ont été entreprises au 

plan international et national telles que: le Programme mondial d'éradication du paludisme 

1957-1972, les initiatives "Roll Back Malaria" 1998 "Multilateral Initiative on Malaria"(6) et 

"Medicines for Malaria Venture" (DAi"), 1999). Tout cela dans le but de contribuer à 

l'amélioration de la santé des populations à risque par la réduction du fardeau lié au 

paludisme. 

La lutte contre le paludisme dans sa phase actuelle constitue une priorité dans l'atteinte des 

Objectifs du Millénaire pour le Développement (OMD). Elle est basée sur le contrôle et 

l'élimination de la maladie. 

Le contrôle du paludisme intègre la lutte contre le parasite et celle contre le vecteur. La 1utte 

antiparasitaire consiste à utiliser des médicaments antipaludiques en chimiothérapie et en 

chimio-prophylaxie. Elle avait suscité de très bons espoirs pour l'éradication du paludisme 

dans le passé. Malheureusement des résistances du parasite vis-à-vis des antipaludiques 

disponibles sont apparues par la suite. 

En effet, la résistance aux antipaludiques pose aujourd'hui un réel problème dans la prise en 

charge des cas (PEC) de paludisme. 

Apparue pour la première fois vers les années 1960 en Colombie (résistance à la chloroquine), 

elle a atteint l'Afrique de l'Est en 1978 (10), puis l'Afrique centrale en 1983 et l'Afrique de 

l'Ouest à partir de 1986 (11). Apparu au Burkina Faso en 1988 (12), le phénomène s'est 

intensifié et s'est répandu au cours des 20 dernières années. On a noté également son 

extension quelques années plus tard à d'autres molécules (amodiaquine, sulfadoxine­

pyrimétamine, etc. )(13-16). 

Pour faire face à ce phénomène, l'OMS préconise depuis 2001 l'usage des combinaisons 

thérapeutiques à base d'artémisinine (CTA) en vue de freiner l'expansion de la résistance, 

(17). Cette stratégie a été adoptée au BF en 2005 (18). 

Cependant, des cas de résistance aux CTA sont de plus en plus rapportés en Asie du sud-est 

(19-21). Même si ces cas de résistance n'ont pas encore été rapportés en Afrique, il est 

important que des stratégies de surveillance efficaces soient mises en place afin d'anticiper 

sur une survenue éventuelle du phénomène. 
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Toutefois, en l'absence d'outils moléculaires valides actuellement permettant de caractériser 

les échecs aux dérivés de l'artémisinine, les tests in vitro constituent un important moyen de 

surveillance de la sensibilité des souches de parasites circulantes vis-à-vis de ces 

antipaludiques. 

C'est dans ce contexte que nous avons conduit la présente étude qui a pour but de tester 

la sensibilité in vitro de P. falciparum vis-à-vis de cinq antipaludiques (luméfantrine, 

monodéséthylamodiaquine, méfloquine, pipéraquine et dihydroartémisinine) utilisés 

dans les combinaisons thérapeutiques à base d'artémisinine. 
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~ENERALITES SU EPAL DI5ME 

Le paludisme (malaria en anglais) est une parasitose due à des hématozoaires du genre 

Plasmodium. Le parasite est transmis à l'homme par la piqûre d'un moustique femelle du 

genre Anopheles. Le paludisme est caractérisé par des symptômes dont les plus courants sont: 

la fièvre, les céphalées, les frissons et les vomissements qui apparaissent entre 10 à 15 jours 

aprè l'infection. 

Dans le règne animal. le genre Plasmodium est da sifié d la sorte (22): 

Eucaryote Chatton, 1925 
-+ Présence d'un noyau « vrai » dans la cellule 

Phylum des Alveolata Cavalier- mith, 1992 
-+ Présence d'un système de structure en fonne de sacs (alveoli) à la surface interne de 

leur membrane plasmique 
ons phylum des Apicomplexa (SporozoaJz) L vine, 1970 

-+	 Caractérisé par un complexe apical dans la cellule : anneaux polaires, 
rhoptries. micronèmes, granule den e microtubules subpelliculaires 
- Cla e des Acmwida.'iida (Aconoidina, Haematqwea) Vivier. 1982 

Haemosporida Danilewsky, 1885 
-+ Ab enee de conoïde, exeept' dan rookinète de quelques espèce. 

- Ordre des Haemosporida Dani 1 wsk , 1885 
-+	 Dé el p e ent i dépen ant du macrogamonte et du 

microgamont 
- Famille d Plasmodiidae 

-+ g t du al i tala ie si ilaires 
- G Dr Plasmodium Lav ran, 1882 

-+ agent du paludisme 

1I-!- Le parasite 

Le plasmodiums sont de Fonne amiboïde ou fusifoffile et leurs dimensions varient cl 1 à 70 

microns selon 1 stade évolutif (tigure ). 

a co ora 10n au ay Grünwald-Giemsa montre au microscop op ique que ce para îte est 

l.:onstilué d'un ytoplasme bleu pâle ntourant une vacuole nutritive claire et cont nant un 

noyau rouge et souvent du pigm nt brun-doré ou noir (hémozoïne) (23) (figure 1). 

Hématie parasitée _, ...
 
Cytoplasm
 

Noyau 

Vacuole nutritive 

Pigment 
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Figure 1: H ~ matie parasitée par un trophozoïte jeune d Plasmod;um sp. 

Source: OMS: Bench aid for malaria diagnosîs (86). 
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L'ultra structure du plasmodium comporte trois Cléments principau.· (24 ) (figure 2): 

une membrane pla mique dL nature IIp prot' ique: 

un cytop asme e orme annu aire, rie le en protéases et renfermant es me USIOns 

tels que les mitochondrie~ (fonction métabolique), les ribo 'omes (lieu de synthè'c 

rotéiqu). es micronèrne, es " des am 1 den de a au 

polaire' qUI interviennent dan<;; l'invaSIOn des hématies: 

un n yau entouré par e cytop asm contenant un gén me e quatorze 

chromo ornes (25). 

Mn.CIIChot'ldf1e
 
PlaSI"'" M1D1lubwe:l
 

~ 

Figu 2. schema de l'organi 'ation tridimensionnelle du rnérozoïte de P. jëllciparum (24). 

ource: hUg://w"""". ci ne· direct.com/scÎçnce/articlc/piiJ 0169475800017555 

Il existe de tr',.s nombreuses espèces de Pla..mocliuni (environ 156), touchant diverses e 'p' ce 

animales mais seulemenl cin 1d ce. c peces. nt r--trouvée. en pathologie humaine. Il s'agit 

de Plasmodium faldparum. Plasmodium ViVLLf. l'Iasmodium ovale. Plmmodium maluriae et 

Plasmodium knowle\i (26). 

•	 Plasmodium falciparuIII : c'e t l'espèce la plu' largement répandue à travers le monde. 

qUI développe des ré'i tances au' antipaludiques et qui est re pon able des formes 

cliniques potentiellement mortelles Elle e 't pré:ente dans les zone tropicale d'Afrique, 

d'Amérique latint: ct d'A oie. 
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• Plasmodium malariae : il a une distribution mondiale maIS très inégale. Il sévi t en 

Afrique, de manière beaucoup plus sporadique. L'infection est bénigne mais peut 

entraîner des rechutes jusqu'à vingt ans après la primo infection. 

•	 Plasmodium ovale: Il sévit en Afrique intertropicale du Centre et de l'Ouest ainsi que 

dans certaines régions du Pacifique provoquant une fièvre tierce bénigne. Son incubation 

est de 15 jours au minimum mais peut être beaucoup plus longue, jusqu'à 4 ans. Son 

évolution est bénigne avec souvent des rechutes tardives (5 ans). 

•	 Plasmodium vivax : il est très largement répandu en Amérique du Sud et en Asie, il est 

beaucoup plus rarement observé en Afrique. Les érythrocytes du groupe sanguin DufJy 

négatif (observés chez la majorité des sujets originaires d'Afrique de l'Ouest) ne 

possèdent pas le récepteur membranaire nécessaire à l'infection par P. vivax. Sa 

transmission s'arrête en dessous de 15°C. Sa période d'incubation est de Il à 13 jours, 

mais on peut observer des rechutes (accès de reviviscence) pendant 3 à 4 ans. L'infection 

par P. vivax est classiquement considérée comme bénigne (fièvre tierce bénigne). De plus 

on commence à voir surgir quelques résistances médicamenteuses à P. vivax. 

• P. knowlesi : c'était un parasite seulement simien (macaque) de l'Asie du Sud-Est. 

Actuellement, plusieurs centaines de cas ont été rapportés chez l'homme dont 4 mortels. Au 

microscope, il ressemble à P. malariae. Il est jusque-là sensible à la chloroquine (27). 
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11-2- Le cycle évolutif 

Lt: cycle de. PlasmodIUm sp. humains se déroule successivement chez l'Homme, l'hôte 

intermédiaire chez lequel a lieu la multiplication asexuée (schizogonie) et chez l'anophèle 

femelle, l'hôte détinjtifchez lequel a lieu la mullJplication 'exuée ( p rogonie) (figure 3), 
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Figure 3: Cycle évolutif des Plasmodium .'ip. 

ource: hrtp://www.dpd.cdc.gov/dpdx/llTMLlMalaria.htm 
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1J-3- Le vecteur 

Le paludi me l:sl une maladie transmissibk et le vecteur est un moustique femelle du genre 

Anopheles, qui fait partie de 'ordre des Diptères de la famille des Culicidae. Les Culicidae 

regroupent l'ensemble des in 'celes connus sous Il.: nom de moustiques. 'omme tous les 

diptère. ce ont de holométaboles. c'e t à dire qu'il présentent des métamorphoses 

complet . et pa ·cn1. au cours de leur ie par 4 tade lice Ifs: urs. larve.. nymphe et 

adultes. Les 3 premiers stades sont aquatiqu s. les adultes menant une vie aéri nne. e. mâles 

se nourri. ent uniquement de jus sucrés: il: ne piquent pas. Les femellt:s ont beSOin de 

protéines pour assurer Je dével ppement de leur VIDre; ell le pui ent dans le ang 

qu'elles prélèvent sur les vertébrés dont J'homme: seule la femelle st donc hematophage 

(figure 4 t est incrimin °e ans la tran mi ion ( ). e développem nt des anophèles dure 

en m yenne 12jours. 

ur 400 pèce d'an phèle répandue' dans le monde. eulement une ·oi. antaine ont de 

vecteurs du paludisme. et une vingtaine sont à J'origine de la plupart des cas (28) An. 

gamhiae s.l est r sponsable de plw de 90% de la transmission du paJudisme en Afrique (1). 

Grâce à des étudcs de cytogéné ique. il a été démontré que certaines espèce comme An. 

gambiae , An. .Il111e!i1ll et An. macu/ipenni.\ C' mportaient plu. ieur sou. -e peces qui jouent 

de mies différents dan la transmission du paludisl11e~ d'où la notion de c mple. es 

d'espèces. 

AinSI Je complexe A gamhiae .'1.1 est Cl mposé dt: 7 sous-e pèces: An gambiae s.s. An. 

arabiensis. An. me/us, An merus. An hll'ambe, An. lfuadriallu/alu.' A. el An. lf/wdrillflularus 

B (2 ). 

Figure 4: 4nopheles femelle pr nant un repas sanguin 

Source :http://scho 
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11-4- La physiopathologie du paludisme 

Après la piqûre infectante de l'anophèle femelle, l'évolution schématique du paludisme 

comporte: 

II.4.1. L'incubation 

Elle est totalement asymptomatique et correspond à la durée de la phase hépatocytaire. Pour 

P. falciparum, elle est de 7 à 15 jours. 

1104.2. L'accès de primo-invasion 

Il s'agit des premières manifestations lors de la première piqûre infectante. Il s'agit le plus 

souvent de signes généraux (fièvre, céphalées, courbatures, malaise général) associés à des 

signes digestifs (anorexie, nausées, vomissements, diarrhée) avec à l'examen physique une 

légère hépatomégalie. 

11.4.3. Les accès palustres intermittents 

Ils succèdent à l'accès de primo-invasion en prenant une allure de plus en plus régulière avec 

la synchronisation du développement des parasites. 

Ils se caractérisent par la succession de frissons avec une fièvre, la splénomégalie, et des 

sueurs. 

Ils se répètent selon le rythme régulier de fièvre tierce ou quarte: Fièvre tierce (chaque 

troisième jour) bénigne pour P. vivax, et P. ovale, fièvre tierce maligne pour P. falciparum et 

fièvre quarte (quatrième jour) bénigne pour P. malariae. 

Les formes symptomatiques du paludisme sont variables. On note: le paludisme viscéral
 

évolutif, la fièvre bilieuse hémoglobinurique, l'accès grave.
 

Les formes selon le terrain: le paludisme de l'enfant, le paludisme et la grossesse et le
 

paludisme congénital.
 

11-5- Le diagnostic du paludisme 

La prise en charge efficace de la maladie requiert qu'un bon diagnostic soit posé sans délai. Le 

diagnostic repose sur la suspicion clinique d'un paludisme et la recherche des hématozoaires 

dans le sang. 
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II. 5.1. Le diagnostic clinique 

C'est un diagnostic présomptif car la symptomatologie du paludisme n'est pas spécifique 

(symptômes communs à certaines viroses). Il consiste à rechercher chez le patient, la présence 

d'un accès fébrile décrit classiquement avec sa périodicité et sa séquence de frissons, chaleur 

et transpiration, céphalées, lassitude, gène abdominale, douleurs musculaires et articulaires, 

anorexie, vomissements et malaise générale. 

II. 5.2. Le diagnostic indirect (diagnostic d'orientation) 

Il permet la mise en évidence de désordres biologiques non spécifiques tels que: 

l'anémie hémolytique qui est présente dans tous les cas de paludisme. C'est une
 

anémie normocytaire, souvent normochrome, parfois hypochrome;
 

une thrombopénie qui est presque toujours observée;
 

la fonction hépatique qui est souvent altérée de même que celle rénale.
 

II. 5.3. Le diagnostic direct 

Le diagnostic de certitude est apporté par la mise en évidence du parasite ou de ses antigènes 

dans un prélèvement sanguin effectué de préférence avant tout traitement antipaludique, au 

moment des pics fébriles. 

Les techniques les plus utilisées sont: 

II.5.3.1. La goutte épaisse et le frottis sanguin:
 

Cette technique constitue jusqu'à présent le test de référence pour le diagnostic du paludisme.
 

Elle se réalise par l'examen direct au microscope optique après coloration au Giemsa. Elle a
 

pour avantage de permettre la visualisation directe du parasite permettant sa quantification et
 

la spécification de l'espèce plasmodiale.
 

II.5.3.2. La technique du QBC (Quantitative BullY Coat):
 

C'est une technique dc concentration dont le principe est basé sur une centrifugation du sang
 

et la coloration des parasites (noyaux) par un fluorochrome (l'acridine orange).
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JJ.5.3.3. La PCR (Polymerase Chain Reaction): 

C'est une technique d'amplification génique permettant de repérer un fragment d'acide 

désoxyribonucléique (ADN) du parasite et de le multiplier. Son principe est basé sur la 

capacité des ADN polymérases à synthétiser des brins complémentaires d'ADN à partir de 

couples d'amorces (29). 

Le QBC et la PCR sont surtout utilisés dans le cadre de la recherche. 

II. 5.4. Le diagnostic immunologique 

JJ.5.4.1. Les méthodes détectant les anticorps circulants 

Elles ont peu d'intérêt diagnostique en zone d'endémie palustre car tous les sujets ont des
 

anticorps antipalustres. Les différentes techniques utilisées sont: l'immunofluorescence
 

indirecte, l'immuno-électrophorèse, l'immuno-enzymologie, l'hémagglutination et l'immuno­


diffusion.
 

JJ.5.4.2. Les méthodes détectant les antigènes circulants du parasite
 

Ce sont les tests de diagnostic rapide (TDR) basés sur la détection de l'antigène HRPII
 

(Histidine Rich Proteine!!) et/ou de l'enzyme Lactate Déshydrogénase (pLDH) du parasite. Ils
 

sont d'utilisation récente, destinés aux centres de santé périphériques et à la prise en charge du
 

paludisme à domicile. Leur principe est basé sur l'immuno-chromatographie.
 

Il.6. La lutte contre le paludisme
 

La stratégie mondiale de lutte antipaludique actuelle repose sur 3 composantes majeures: la
 

prise en charge des cas (traitement des malades), la chimioprophylaxie et la lutte anti­


vectorielle.
 

Il.6.1. La prise en charge des cas (PEe) 

Elle consiste en la prise en charge des cas de paludisme simple et celle du paludisme grave. 

27 

JJ.5.3.3. La PCR (Polymerase Chain Reaction):

C'est une technique d'amplification génique permettant de repérer un fragment d'acide

désoxyribonucléique (ADN) du parasite et de le multiplier. Son principe est basé sur la

capacité des ADN polymérases à synthétiser des brins complémentaires d'ADN à partir de

couples d'amorces (29).

Le QBC et la PCR sont surtout utilisés dans le cadre de la recherche.

II. 5.4. Le diagnostic immunologique

JJ.5.4.1. Les méthodes détectant les anticorps circulants

Elles ont peu d'intérêt diagnostique en zone d'endémie palustre car tous les sujets ont des

anticorps antipalustres. Les différentes techniques utilisées sont: l'immunofluorescence

indirecte, l'immuno-électrophorèse, l'immuno-enzymologie, l'hémagglutination et l'immuno­

diffusion.

JJ.5.4.2. Les méthodes détectant les antigènes circulants du parasite

Ce sont les tests de diagnostic rapide (TDR) basés sur la détection de l'antigène HRPII

(Histidine Rich Proteine!!) et/ou de l'enzyme Lactate Déshydrogénase (pLDH) du parasite. Ils

sont d'utilisation récente, destinés aux centres de santé périphériques et à la prise en charge du

paludisme à domicile. Leur principe est basé sur l'immuno-chromatographie.

Il.6. La lutte contre le paludisme

La stratégie mondiale de lutte antipaludique actuelle repose sur 3 composantes majeures: la

prise en charge des cas (traitement des malades), la chimioprophylaxie et la lutte anti­

vectorielle.

Il.6.1. La prise en charge des cas (PEe)

Elle consiste en la prise en charge des cas de paludisme simple et celle du paludisme grave.

27



II.6.1.1. Le traitement de l'accès palustre simple: 

Selon les directives de l'OMS 2010 (30), les combinaisons thérapeutiques à base 

d'artémisinine (CTA) sont les antipaludiques recommandés comme traitements de première 

ligne pour le paludisme non compliqué à P. falciparum (30). Les CTA suivants sont 

recommandés par l'OMS: (30). 

Artéméther + luméfantrine 

Artésunate + amodiaquine 

Artésunate + méfloquine 

Artésunate + sulfadoxine-pyrimétamine 

Dihydroartémisinine + pipéraquine 

Le choix d'une CTA dans un pays ou une région donnée sera basé sur le niveau de résistance 

aux constituants de la combinaison (30). L'artémisinine et ses dérivés ne doivent pas être 

utilisés en monothérapie pour le traitement du paludisme simple à P. falciparum (30). 

Au Burkina Faso: 

Depuis février 2005, un nouveau schéma thérapeutique pour le traitement du paludisme 

simple au Burkina Faso a été adopté (18). Les médicaments proposés sont les combinaisons 

suivantes: 

Artéméther (20 mg) + Luméfantrine (120 mg)
 

Artésunate (100 mg) + Amodiaquine (270 mg)
 

II. 6.1.2. Le traitement du paludisme grave: 

Dans les formes sévères de paludisme à P. falciparum, il est recommandé que l'évaluation 

clinique rapide et la confirmation du diagnostic soient faites, suivie par l'administration de 

doses complètes de traitement antipaludique parentéral sans délai avec n'importe quel 

antipaludique efficace disponible (30). 

Chez l'adulte, l'artésunate à raison de 2,4 mg/kg de poids corporel en intraveineuse ou en 

intramusculaire administré dès l'admission (temps zéro), puis au bout de 12 et 24 heures et 

ensuite une fois par jour, constitue le traitement recommandé. L' artéméther ou la quinine sont 

des options acceptables, si l'on ne dispose pas d'artésunate injectable (30). 
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Chez l'enfant, l' artésunate à raison de 2,4 mg/kg de poids corporel en intraveineuse ou en 

intramusculaire administré dès l'admission (temps zéro), puis au bout de 12 et 24 heures et 

ensuite une fois par jour, constitue le traitement recommandé. L'artéméther ou la quinine sont 

des options acceptables, si l'on ne dispose pas d'artésunate injectable (30). 

Au Burkina Faso: 

L'antipaludique utilisé pour le traitement du paludisme grave au Burkina Faso selon la 

politique nationale est la quinine par voie parentérale. 

La posologie recommandée est de 16 mg de Quinine base / kg de poids corporel en dose de 

charge puis 8 mg de Quinine base / kg de poids corporel en dose d'entretien toutes les 8 

heures chez l'adulte et toutes les 12 heures chez l'enfant (31). 

II. 6.2. La chimioprophylaxie: elle est indiquée pour: 

- La protection de sujets non immunisés voyageant vers une zone d'endémie palustre, par la 

prise de médicaments efficaces sur les souches plasmodiales de la zone de voyage. 

- La protection des populations sensibles en zones d'endémie palustre, notamment les femmes 

enceintes: traitement préventif intermittent (TP!) à la Su1fadoxine-Pyriméthamine à raison de 

3 comprimés administrés aux 2éme et 3ème trimestres de la grossesse (18). 

II. 6.3. La lutte anti-vectorielle 

Elle a pour objectif d'éviter la transmission des parasites à une population en s'attaquant aux 

vecteurs à différents stades de leur développement. 

Pour cela, plusieurs méthodes sont utilisées, basées sur une bonne connaissance de la biologie 

de l'anophèle. 

11.6.3.1. La lutte contre les larves d'anophèles: elle consiste: 

- En la destruction des gîtes larvaires et à la modification de l'environnement (drainage, 

assèchement, assainissement du milieu); 

- La lutte chimique: l'épandage d'insecticide (Téméphos) dans les gîtes larvaires; 

- La Lutte biologique: basée sur l'utilisation de poissons larvivores (Gambusia) ou de bacilles 

(Bacillus sphaericus). 
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/1.6.3.2. Lutte contre les adultes d'anophèles 

- La protection collective consiste en l'usage de rideaux imprégnés et de grillages placés aux 

portes et fenêtres et la pulvérisation intra et extra domiciliaire d'insecticides organochlorés 

(DDT, HCH) et organo-phosporés (malathion), carbamates (propoxur), pyréthrinoïdes 

(perméthrine, deltaméthrine, lambda-cyalothrine). 

- La protection individuelle consiste en l'usage des moustiquaires imprégnées d'insecticides à 

effet rémanent tels que les pyréthrinoïdes, l'usage de crèmes répulsives et le port de vêtements 

protecteurs surtout la nuit. 

/1.6.3.3. Les vaccins antipalustres 

Différents types de vaccins sont à l'étude, visant chacun des stades de développement du 

parasite chez l'Homme. Quelques-uns d'entre eux sont: 

Vaccins anti stades hépatiques (32-34): 

Anti-sporozoïtes (antigène CSP): vaccin RTS,S-ASOllAS02 en phaseIII par GSK 

Anti hépatocytes (antigènes ME-TRAP, LSA-l, CSP): vaccins FP9/MVA, ME-TRAP, LSA­

l-AS02, AdHu35 

Vaccins anti stades érythrocytaires (anti mérozoïtes) (32,33): 

FMPI-AS02, 

AMAI-SA02,
 

MSP l-Alum,bi-allelic,
 

PfCP2.9, etc.
 

Vaccins anti-multi stades (anti sporozoites, hépatocytes, mérozoïtes, anti gamétocytes) 

(32,33): 

FP9/MVA polyprotein, 

Adenovirus 5. 

Vaccins blocquant la transmission ( anti-gamétocytes) (32,33): 

- Pfs25 ef Pvs25. 
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Parmi ces vaccins, le vaccin RTS, S est aujourd'hui le candidat vaccin antipaludique le plus 

avancé en termes de développement clinique (http://www.malariavaccine.org). 

En effet, les résultats d'une étude de phasell « Proof-of-Concept » menée au Mozambique ont 

montré pour la première fois qu'il était possible d'obtenir une protection partielle contre le 

paludisme chez des enfants vivant en zone d'endémie palustre (35) et que le bénéfice clinique 

durait pendant au moins 42 mois après la vaccination initiale (36). Par ailleurs, une étude 

menée au Kenya et en Tanzanie chez des enfants âgés de 5 à 17 mois a montré que le 

candidat vaccin antipaludique RTS,S avait un profil d'innocuité et de tolérance acceptable et 

réduisait le risque pour les enfants de développer un épisode de paludisme clinique de 39% 

sur une période de suivi de 12 mois (37,38). Les résultats d'une étude menée au Gabon, au 

Ghana et en Tanzanie chez des nourrissons âgés de 6 à 10 semaines ont montré également un 

profil d'innocuité acceptable lorsque ce même candidat vaccin est co-administré avec les 

vaccins pédiatriques courants utilisés dans les programmes nationaux de vaccination dans le 

cadre du Programme élargi de vaccination (PEV) de l'Organisation Mondiale de la Santé 

(OMS) (39). Les résultats de l'étude d'efficacité de phaseIII sur Il sites dans 7 pays africains 

indiquent que l'efficacité du vaccin RTS,S/ASOl était de 55,1% contre les accès de paludisme 

clinique, 34,8% contre les cas de paludisme grave chez les enfants de 5 à 17 mois (40) d'une 

part et d'autre part, chez les nourrissons de 6 à 12 semaines il assure une protection de 32,9% 

contre les épisodes de paludisme simple et de 26 à 36,6% contre les épisodes de paludisme 

grave (41). 

Les résultats sur la protection à plus long terme devraient être disponibles en 2014. 

Le candidat vaccin antipaludique RTS,S poursuit son développement et l'évaluation de son 

innocuité, de sa qualité, de son efficacité, et du rapport bénéficeslrisques et si tout cela est 

satisfaisant pour les autorités réglementaires et sanitaires ce vaccin pourrait être mis à 

disposition du public d'ici 2015 (34). 
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III. Les antipaludiques 

111.1. La classification des antipaludiques 

La classification a été faite selon quatre critères (tableau 1): 

Le point d'impact: les schizonticides et les gamétocytocides,
 

L'origine du principe actif: naturelle ou synthétique,
 

La caractéristique de l'action: rapide ou lente,
 

La famille chimique.
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Tableau 1: classification des antipaludiques 

Point d'impact Mode d'action Famille chimique/Médicaments Origine 

- Quinine Antipaludiques naturels 

-Qinghaosu (artémisinine) 

- AnÛno-4-quinoléines 

• chloroquine 

• amodiaquine 

-Amino-alcools 

• méfloquine 

Groupe 1 • halofantrine-

Schizonticides 
(Action rapide, • Lumefantrine 

résistance longue Antipaludiques de synthèse 
et difficile à 
apparaître) -Dérivés de l'artémisinine 

• artémether 

• artésunate 

• artéether 

- Antifoliques 
Groupe II 

• sulfones 
(Action lente, 

résistance rapide • sulfamides 

aisée à obtenir) 
- Anti(oliniques 

• biguanides 

• diaminopyrimidines 

1 Gamétocytocides - Amino-8-quinoléines 

Action lente • Primaquine 
'1 
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11/.2. Les molécules testées 

La dihydroartémisinine (DHA)(30) 

L'aIiémisinine (ART) également connue sous le nom de qinghaosu, est une lactone 

sesquiterpénique extraite des feuilles d'Artemisia annua (armoise de Chine). C'est un puissant 

schizonticide sanguin à action rapide. 

Les dérivés de l'aIiémisinine (artéméther, artémotil et aliésunate) sont transformés en 

dihydroartemisinine in vivo. Ces médicaments doivent être administrés sous forme 

d'associations avec d'autres molécules antipaludiques à mode d'action différente pour les 

mettre à l'abri d'une pharmaco résistance éventuelle (17). 

La dihydroartémisinine est le principal métabolite actif des dérivés de l'artémisinine, mais 

elle peut également être administrée en tant que telle par voie orale ou rectale. Elle est 

relativement insoluble dans l'eau et doit être formulée avec des excipients convenables pour 

être correctement absorbée. Elle permet d'obtenir des taux de guérison analogues à ceux que 

donne l'artésunate administré par voie orale. Une association fixe avec la pipéraquine 

actuellement en cours d'évaluation semble être prometteuse en tant qu'association 

thérapeutique à base d'artémisinine (CTA) (30). 

C'est un pont endopéroxyde (0-0) qui est à la base de l'activité de l'ART et de ses dérivés. En 

présence du fer de l'hème, ces ponts se rompent pour former un radical libre de type alkyl qui 

forme un lien covalent avec l'hème toxique pour le parasite. L'ART peut donc être considéré 

comme un composé pro-oxydant. 

Dihydroartémisinine (DHA) 

Masse moléculaire .. 284.4 
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Les amino-4-quinoléines: 

Ils ont une absorption digestive très rapide, une biodisponibilité élevée et une 

biotransformation hépatique qui fournit des métabolites. Leur demi-vie est de 2 à 3 jours pour 

la chloroquine et de 3 à 7 jours pour l'amodiaquine. Leur élimination urinaire est lente. 

L'amodiaquine (AQ) ou monodéséthyJamodiaquine(30) 

L'amodiaquine est une base de Mannich comportant un noyau amino-4-quinoléine. Elle a 

récemment connu un regain d'intérêt, dans le traitement de l'accès simple, en association avec 

Jes dérivés de J'artémisinine (ACT) et plus particulièrement en association avec l'artésunate, 

leur combinaison ayant un pouvoir synergique puissant. Le mode d'action de J'AQ semble 

être le même que celui de la CQ (perturbation de la détoxication de l'hème par le parasite). 

Amodiaquine (AQ) Masse moléculaire: 355.9 

La pipéraquine (PQ) (42): 

La PQ est un antipaludique bisquinoléine (1 ,3-bis-[4-(7-chloroquinolyl-4)-piperazinyl-I]­

propane), appartenant à la famille des amino-4-quinoléines. Elle a été synthétisée pour la 

première fois dans les années 60, et utilisée intensivement en Chine et en Indochine comme 

prophylaxie et traitement pendant au moins 20 ans (42). Plusieurs groupes de recherche 

chinois ont documenté que la PQ était efficace et mieux tolérée que la chloroquine contre le 

paludisme à P. falciparum et à P. vivax. Son utilisation a diminué pendant les années 80 en 

raison de l'apparition de souches résistantes. Pendant la décennie suivante, la pipéraquine a 

été redécouverte par des scientifiques Chinois comme un des composants appropriés dans une 

combinaison avec un dérivé d'artémisinine (43). 

l' .---------, 
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Les amino-alcools : 

La méfloquine (MQ) (30) 

La méfloquine est une méthanol-4-quinoléine apparentée à la quinine. Elle est soluble dans 

l'alcool mais très légèrement soluble dans l'eau. Elle doit être tenue à l'abri de la lumière. 

Elle est efficace contre toutes les formes de paludisme. C'est l'une des molécules 

recommandées pour la prophylaxie en zone de poly-chimio résistance. Des études ont montré 

une association entre la résistance à la MQ et une mutation sur le gène pfmdrJ (44). 

/' / 

La méfloquine (MQ), 

Masse moléculaire: 378.3 

La luméfantrine (LUM) (benflumétol) (30) 

La luméfantrine appartient au groupe des aryl-amino-alcools. Elle a le même mode d'action 

que les autres composés amino-alcools. C'est un dérivé racémique du fluorène qui a été mis 

au point en Chine. Elle n'existe que sous forme de préparation pour la voie orale en 

association avec J'artéméther. Cette association thérapeutique à base d'artémisinine est très 

efficace contre P. falciparum poly-chimio résistant. 

(1 

Structure moléculaire de la luméfantrine ; Masse moléculaire: 528.9 

36 

Les amino-alcools :

La méfloquine (MQ) (30)

La méfloquine est une méthanol-4-quinoléine apparentée à la quinine. Elle est soluble dans

l'alcool mais très légèrement soluble dans l'eau. Elle doit être tenue à l'abri de la lumière.

Elle est efficace contre toutes les formes de paludisme. C'est l'une des molécules

recommandées pour la prophylaxie en zone de poly-chimio résistance. Des études ont montré

une association entre la résistance à la MQ et une mutation sur le gène pfmdrJ (44).

/' /

La méfloquine (MQ),

Masse moléculaire: 378.3

La luméfantrine (LUM) (benflumétol) (30)

La luméfantrine appartient au groupe des aryl-amino-alcools. Elle a le même mode d'action

que les autres composés amino-alcools. C'est un dérivé racémique du fluorène qui a été mis

au point en Chine. Elle n'existe que sous forme de préparation pour la voie orale en

association avec J'artéméther. Cette association thérapeutique à base d'artémisinine est très

efficace contre P. falciparum poly-chimio résistant.

(1

Structure moléculaire de la luméfantrine ; Masse moléculaire: 528.9

36



IV- La chimiorésistance aux antipaludiques 

IV.I. Définition de la chimiorésistance 

L'Organisation Mondiale de la Santé (OMS) définit la résistance aux antipaludéens comme la 

capacité d'une souche plasmodiale à survivre et/ou à se multiplier malgré l'administration et 

l'absorption d'un médicament donné à des doses égales ou supérieures à celles qui sont 

habituellement recommandées mais comprises dans les limites tolérées par le sujet (45), sous 

réserve que l'exposition au principe actif soit suffisante au niveau du site d'action (46). 

IV.2. Les facteurs influençant la résistance 

Plusieurs facteurs favorisant la propagation de la résistance de P. falciparum aux 

antipaludiques ont été identifiés. Ce sont essentiellement: 

la pression médicamenteuse par un usage massif, 

les mouvements de populations humaines et/ou anophéliennes, 

le niveau de transmission, 

l'immunité de la population, 

les mutations géniques. 

IV. 3. Les mécanismes de résistance� 

Deux grands types de mécanismes de résistance ont été identifiés:� 

pour les lysosomotropes, une pelie du mécanisme d'accumulation dans la vacuole� 

digestive.� 

pour les antimétabolites, une modification de la cible par acquisition de mutations� 

ponctuelles.� 

En général, la chimiorésistance est due à une mutation génétique au niveau de l'ADN du 

parasite. L'apparition de souches mutantes peut survenir de façon spontanée. Elle se traduit 

par une diminution de l'affinité des récepteurs membranaires de l'hématie parasitée pour le 

médicament, ou par l'impossibilité du médicament à pénétrer dans la vacuole nutritive du 

parasite pour perturber le métabolisme vacuolaire qui devient inapte à digérer l'hémoglobine 

et à cristalliser l'hème ou en activant le stress oxydatif (lisosomotropes) ou encore par 

inhibition des acides nucléiques (antimétabolites) (47). Actuellement elle pose un problème de 

prise en charge de la maladie car elle touche à la plupart des antipaludiques d'usage courant 

dans toutes les régions où sévit le paludisme (figure 5). 
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CCl Zone de transmission du paludisme (fortelfaible) 

Â Résistance a la chloroquine 

Résistance a la sulfadoxlne-pyrlméthamlne•
Résistance à la ménoqulne 

o Absence de paludisme 

Figure 5: Situation de la résistance de P. falciparum aux différentes molécules utilisées en 

2004. (Source: http://www.rbm.who.int/wmr2005/html/map5.htm) 
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V.3. Les tests in vitro (ex vivo) 

Ces tests permettent un suivi épidémiologique des résistances en déterminant: 

•	 le niveau de sensibilité de base de P. jàlciparum à une molécule dans une région 

donnée avant son utilisation et de suivre son évolution au cours du temps sous la 

pression médicamenteuse, 

•	 les profils de résistance croisée entre les molécules, 

•	 ou en validant des marqueurs moléculaires de résistance. 

Ils évaluent la réponse parasitaire au traitement par contact direct parasite-principe actif in 

vitro ce qui permet d'éliminer deux cofacteurs majeurs de l'efficacité d'un antipaludique: 

l'immunité du patient et les variations pharmacocinétiques interindividuelles (30). Des 

trophozoïtes jeunes étant mis au contact de concentrations croissantes de principe actif, il est 

alors possible de déterminer la concentration d'antipaludique inhibant 50% (CI50) la 

croissance parasitaire (maturation en formes schizontes). Lorsque l'isolat est polyc1onal, la 

Cl50 est le reflet de la sensibilité moyenne des différents parasites composant l'isolat. Pour 

déterminer si un isolat est chimio sensible ou chimio résistant, on compare alors sa valeur de 

Cl50 à une valeur seuil définie pour chaque molécule. 

Les différents types de tests se distinguent par le marqueur de croissance parasitaire qu'ils 

utilisent. Après le macrotest mis au point par l'OMS (1960) et vite abandonné, ce sont les 

microtests qui sont actuellement utilisés. Les principales techniques utilisées sont: le 

macrotest de Rieckman (1968), le microtest de Trager et Jensen (48), le semi microtest de 

Deloron et de Le Bras (1983) ou test isotopique (incorporation de l'hypoxanthine tritié), les 

tests colorimétriques de détection du lactate déshydrogénase (pLDFf) et de la protéine2 riche 

en histidine (HRPlf) et les tests fluorimétriques (Syber Green 1, Pico Green). 

V.3.l. Les tests optiques 

Il s'agit du microtest OMS (Payne, 1990) et du semi-microtest de Le Bras (49) mis au point à 

la fin des années 1970 afin d'évaluer la sensibilité de P. falciparum à certains médicaments. 

Ils sont basés sur la capacité des doses croissantes d'antipaludiques testés à empêcher la 

maturation des trophozoïtes du parasite en schizontes, lorsque le prélèvement sanguin est mis 

en culture dans du milieu RPMI supplémenté en sérum humain et incubé à 37°C, dans une 

atmosphére humide en présence de 5% de CO2 et 5% d'Dl pendant 24 à 48 heures. 
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V. L'EVALUATION DE L'EFFICACITE THERAPEUTIQUE ET DE LA RESISTANCE
 

Le contrôle de l'endémie palustre repose également sur les médicaments antipaludiques.
 

L'évaluation permanente de leurs niveaux d'efficacité est indispensable pour optimiser les 

recommandations thérapeutiques et prophylactiques nationales en fonction des résistances 

parasitaires observées. Pour pouvoir comparer les résultats dans le temps et permettre un suivi 

épidémiologique mondial des résistances, une standardisation des méthodes est nécessaire. 

Cette standardisation est coordonnée par l'OMS qui recommande régulièrement des protocoles 

à mettre en œuvre. Pour évaluer l'efficacité d'un antipaludique, trois approches sont 

aujourd'hui disponibles (30): 

Les tests in vivo,
 

L'étude des marqueurs génomiques de la résistance,
 

Les tests de sensibilité in vitro (ex vivo).
 

V.l. Les tests in vivo 

Ils consistent en un suivi clinique et parasitologique pendant 28 ou 42 jours chez le porteur de 

parasites après administration d'un médicament. 

Il y a un succès thérapeutique si à la fin du suivi, le sujet n'a ni parasites ni signes cliniques. 

Il y a échec parasitologique, s'il présente des parasites sans signes cliniques. 

V. 2. Les marqueurs génomiques de résistance 

Avec le développement des techniques de biologie moléculaire, de nombreuses connaissances 

ont été acquises ces dernières années sur les mécanismes de résistance aux antipaludiques et 

les déterminants moléculaires associés. Les génotypes de résistance sont détenninés après 

amplification de l'ADN par peRo Ils pennettent de distinguer une ré-infestation d'une 

recrudescence parasitaire. Ces méthodes sont très sensibles et ne nécessitent que très peu de 

sang. De plus, excepté les méthodes utilisant des digestions enzymatiques, elles sont 

également très coûteuses. La présence de ces marqueurs est également peu prédictive de la 

réponse thérapeutique. Pour beaucoup d'antipaludiques, avec un mécanisme de résistance du 

parasite assez complexe, les génotypes de résistance souvent observés ne sont pas toujours 

corrélés avec les résultats des tests in vitro. 
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épidémiologique mondial des résistances, une standardisation des méthodes est nécessaire.

Cette standardisation est coordonnée par l'OMS qui recommande régulièrement des protocoles

à mettre en œuvre. Pour évaluer l'efficacité d'un antipaludique, trois approches sont

aujourd'hui disponibles (30):

Les tests in vivo,

L'étude des marqueurs génomiques de la résistance,

Les tests de sensibilité in vitro (ex vivo).

V.l. Les tests in vivo

Ils consistent en un suivi clinique et parasitologique pendant 28 ou 42 jours chez le porteur de

parasites après administration d'un médicament.

Il y a un succès thérapeutique si à la fin du suivi, le sujet n'a ni parasites ni signes cliniques.

Il y a échec parasitologique, s'il présente des parasites sans signes cliniques.

V. 2. Les marqueurs génomiques de résistance

Avec le développement des techniques de biologie moléculaire, de nombreuses connaissances

ont été acquises ces dernières années sur les mécanismes de résistance aux antipaludiques et

les déterminants moléculaires associés. Les génotypes de résistance sont détenninés après

amplification de l'ADN par peRo Ils pennettent de distinguer une ré-infestation d'une

recrudescence parasitaire. Ces méthodes sont très sensibles et ne nécessitent que très peu de

sang. De plus, excepté les méthodes utilisant des digestions enzymatiques, elles sont

également très coûteuses. La présence de ces marqueurs est également peu prédictive de la

réponse thérapeutique. Pour beaucoup d'antipaludiques, avec un mécanisme de résistance du

parasite assez complexe, les génotypes de résistance souvent observés ne sont pas toujours

corrélés avec les résultats des tests in vitro.
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Les résultats sont exprimés en concentration minimale inhibitrice (CMI) pour le microtest 

OMS et en concentration inhibitrice 50% (CI50) ou 90% (CI90 ) pour le scmi-microtest. 

V.3.2. Les tests radio isotopiques 

V.3.2.l. Le microtest isotopique 

IL s'agit du microtest isotopique de Desjardins (50), du semi-microtest isotopique de Le 

Bras et Deloron (49) et du semi-microtest de Rieckman. Ce sont des modifications, 

respectivement, du microtest OMS et du semi-microtest optique, par l'adjonction au mélange 

cellulaire mis en culture d'un radio-isotope, l'hypoxanthine tritié. Comme alternative à 

l'utilisation de l'hypoxanthine radioactive, Elabbadi avait proposé l'utilisation de 

l'éthanolamine (51). Plusieurs autres précurseurs tels que le palmitate, la serine, la choline, 

l'inositol et l'isoleucine ont étés proposés. Cette technique peut se réalisée selon sa version 

complète (mise en culture des parasites en présence de doses croissantes d'antipaludiques) ou 

selon sa version simplifiée (culture en présence de la concentration seuil d'antipaludiques). La 

maturation des parasites est révélée par l'incorporation du radio-isotope dans le noyau des 

parasites au cours de leur développement. La mesure de la radioactivité se fait après 42 à 48 

heures d'incubation, à l'aide d'un compteur (bêta) à scintillation. Les résultats sont donnés en 

coups par minute (CPM) ou en désintégration par minute (DPM) et l'activité du médicament 

est exprimée en Cha ou en C190 . 

V.3.2.2. Le test de Krogstad 

Ce test est fondé sur la capacité d'un inhibiteur calcique, le vérapamil, à bloquer l'excrétion et 

l'exocytose de la chloroquine de la vacuole parasitophore des souches chloroquinorésistantes 

de P. jalciparum. Pour cela, les souches plasmodiales du malade sont incubées dans une 

solution de chloroquine marquée à l'hydrogène tritié (3H), avec et sans vérapamil (52). La 

radioactivité des deux échantillons est comptée au compteur bêta à scintillation liquide. La 

différence de désintégration par minute (DPM) entre les deux échantillons permet d'affirmer 

la sensibilité ou non d'une souche de P. jalciparum en deux heures et de déterminer le 

niveau "RIou RIII " selon la classification établie par l'auteur cl' après qui les résultats 

préliminaires permettent de situer les niveaux de résistance suivantes: 

De 0 à 10%, présence de souches résistantes avec un bas nivcau RI 

2: 30%, présence de souches résistantes avec un bas niveau élevé R111 

41 

Les résultats sont exprimés en concentration minimale inhibitrice (CMI) pour le microtest

OMS et en concentration inhibitrice 50% (CI50) ou 90% (CI90 ) pour le scmi-microtest.

V.3.2. Les tests radio isotopiques

V.3.2.l. Le microtest isotopique

IL s'agit du microtest isotopique de Desjardins (50), du semi-microtest isotopique de Le

Bras et Deloron (49) et du semi-microtest de Rieckman. Ce sont des modifications,

respectivement, du microtest OMS et du semi-microtest optique, par l'adjonction au mélange

cellulaire mis en culture d'un radio-isotope, l'hypoxanthine tritié. Comme alternative à

l'utilisation de l'hypoxanthine radioactive, Elabbadi avait proposé l'utilisation de

l'éthanolamine (51). Plusieurs autres précurseurs tels que le palmitate, la serine, la choline,

l'inositol et l'isoleucine ont étés proposés. Cette technique peut se réalisée selon sa version

complète (mise en culture des parasites en présence de doses croissantes d'antipaludiques) ou

selon sa version simplifiée (culture en présence de la concentration seuil d'antipaludiques). La

maturation des parasites est révélée par l'incorporation du radio-isotope dans le noyau des

parasites au cours de leur développement. La mesure de la radioactivité se fait après 42 à 48

heures d'incubation, à l'aide d'un compteur (bêta) à scintillation. Les résultats sont donnés en

coups par minute (CPM) ou en désintégration par minute (DPM) et l'activité du médicament

est exprimée en Cha ou en C190 .

V.3.2.2. Le test de Krogstad

Ce test est fondé sur la capacité d'un inhibiteur calcique, le vérapamil, à bloquer l'excrétion et

l'exocytose de la chloroquine de la vacuole parasitophore des souches chloroquinorésistantes

de P. falciparum. Pour cela, les souches plasmodiales du malade sont incubées dans une

solution de chloroquine marquée à l'hydrogène tritié (3H), avec et sans vérapamil (52). La

radioactivité des deux échantillons est comptée au compteur bêta à scintillation liquide. La

différence de désintégration par minute (DPM) entre les deux échantillons permet d'affirmer

la sensibilité ou non d'une souche de P. falciparum en deux heures et de déterminer le

niveau "RIou RIII " selon la classification établie par l'auteur cl' après qui les résultats

préliminaires permettent de situer les niveaux de résistance suivantes:

De 0 à 10%, présence de souches résistantes avec un bas nivcau RI

2: 30%, présence de souches résistantes avec un bas niveau élevé R111

41



Entre 10 et 30%, présence de souches résistantes mais le niveau est encore mal défini (à 

l'état actuel de nos données existantes). 

V. 3.2.3. Le test Mark III de l'OMS 

Décrite en 2000 (53), cette technique consiste en la mise en culture des parasites en présence 

de doses croissantes d'antipaludiques et l'incubation à 37°C dans une cloche à bougie pendant 

24 à 30 heures. La croissance parasitaire est estimée par le comptage des schizontes par la 

microscopie. 

V.3.3. Les tests enzymatiques 

V.3.3.1. Le test enzymatique de Makler ou test du lactate déshydrogénase parasitaire 

(PLDH) 

Ce test a été mis au point par Makler (54). Il est fondé sur la capacité de l'enzyme lactate 

déshydrogénage (LDH) de P. .fàlciparum à utiliser rapidement la 3-acétylpyridine adénine 

dinucléotide dans la réaction aboutissant à la formation du pyruvatc à paJ1ir du L-lactate. Le 

test vise à détecter et à quantifier par une technique enzymatique, la LDH produite par P. 

falciparum en présence de l'antipaludique étudié. Il existe une corrélation entre la densité 

parasitaire et l'activité de la LDH plasmodiale. Les limites associées à ce test ont amené à 

l'élaboration d'un nouveau test pLDHbasé sur la mesure du taux de la pLDH par la technique 

ELL,,)A double-site (DELl). 

V.3.3.2. Le DELI- microtest (Double-site Ellzyme-linked Lactate dehydrogellase 

Immullosorbellt assay) 

Le DELI-microtest est une méthode d'Tmmunodétection en ELISA double sandwich décrite 

par Druilhe en 2001 (55,56) qui utilise deux anticorps monoclonaux 17EA et 19G7 (Flow 

Laboratories Portland, OR, USA) dirigés contre deux épitopes différents de la lactate 

déshydrogénase spécifiques de P. falciparum (pLDH). La mise en culture se fait comme pour 

la technique de Desjardins dans du RPMl 1640 mais sans hypoxanthine tritié. 

V.3A. Les tests jluorimétriques 
Il s'agit du SYBER green 1 et du Pico Green fluorescent. Le principe de ces tests est basé sur 

une réaction de peR effectuée en présence d'un f1uorochrome spécifique de l'ADN, le SYBER 

Green 1 ou Pico Green qui s'intercale dans l'ADN génomique du parasite au cours de son 

42 

Entre 10 et 30%, présence de souches résistantes mais le niveau est encore mal défini (à

l'état actuel de nos données existantes).

V. 3.2.3. Le test Mark III de l'OMS

Décrite en 2000 (53), cette technique consiste en la mise en culture des parasites en présence

de doses croissantes d'antipaludiques et l'incubation à 37°C dans une cloche à bougie pendant

24 à 30 heures. La croissance parasitaire est estimée par le comptage des schizontes par la

microscopie.

V.3.3. Les tests enzymatiques

V.3.3.1. Le test enzymatique de Makler ou test du lactate déshydrogénase parasitaire

(PLDH)

Ce test a été mis au point par Makler (54). Il est fondé sur la capacité de l'enzyme lactate

déshydrogénage (LDH) de P. Jàlciparum à utiliser rapidement la 3-acétylpyridine adénine

dinucléotide dans la réaction aboutissant à la formation du pyruvatc à paJ1ir du L-lactate. Le

test vise à détecter et à quantifier par une technique enzymatique, la LDH produite par P.

falciparum en présence de l'antipaludique étudié. Il existe une corrélation entre la densité

parasitaire et l'activité de la LDH plasmodiale. Les limites associées à ce test ont amené à

l'élaboration d'un nouveau test pLDHbasé sur la mesure du taux de la pLDH par la technique

ELL,,)A double-site (DELl).

V.3.3.2. Le DELI- microtest (Double-site Ellzyme-linked Lactate dehydrogellase

Immullosorbellt assay)

Le DELI-microtest est une méthode d'Tmmunodétection en ELISA double sandwich décrite

par Druilhe en 2001 (55,56) qui utilise deux anticorps monoclonaux 17EA et 19G7 (Flow

Laboratories Portland, OR, USA) dirigés contre deux épitopes différents de la lactate

déshydrogénase spécifiques de P. falciparum (pLDH). La mise en culture se fait comme pour

la technique de Desjardins dans du RPMl 1640 mais sans hypoxanthine tritié.

V.3A. Les tests jluorimétriques
Il s'agit du SYBER green 1 et du Pico Green fluorescent. Le principe de ces tests est basé sur

une réaction de peR effectuée en présence d'un f1uorochrome spécifique de l'ADN, le SYBER

Green 1 ou Pico Green qui s'intercale dans l'ADN génomique du parasite au cours de son

42



dé eloppement et émet une Iluorescence qui p 'ut ètre mesurée en ntinu au cour: ùe la l'CR 

(57). 

V.3.S. Le test de détection de la protéine Il riche en Histidine 
Mis au point en 2002 par Harald Noedl 58), la méth de HRPII est rune des echniques les 

plu récentes dans 1 s te ts in vitro. mme tou les autre te ts colorimétriqu s, il a 

l'avantage d'éviter It:s risques t coûts éJe\és liés à l'utilisation de~ Isotope. 

Principe: C'e t un test colorimétrique qui dose par une te hnique immuno-enzymatique 

(ELISA) la protéine 2 riche en histidine (HRI'IT) comm~ marqueur de la crois ance para itaire 

(58). 

Mét 0 e: li san frai ar i é (P. fa/ciparum) t coll cté e i en culture pendant 72 

heures sur des plaques de 96 puit cotée avec les antipaludique à tester. La cr i ance du 

parasite est ain i déterminée par la me ure de la production de la protéine HRPll par ELISA 

'andwich double-site. 

a protéine HRPII est une protéine 'oluble, la première à êtr utilisée dan les tests de 

diagnostic rapide. Il s'agit d'une glycoprotéine spécifique de Plasmodium la/ciparum exposée 

à la surtàce du globule rouge parasité, activement secrétée par les forme asexuées et les 

jeunes gamétocytcs au {;Ours du cycle érythrocytaire ave un pic au moment de la rupture des 

schizontes (:9). Il e.. iste une circulation prolongée d HRPII détectable un quinzaine de jours 

après la disparition des parasites du sang drculant (60). 

L technique ELl Jt (Enzyme Linked Immuno orbent Assa) est une technique immuno­

enzymatique de détection. Elle pem1el de visuali. er une réaction antigène-anticorps (Ag-Ac) 

grâce à une réaction color'e produite par l'action sur un 'ub trat d'une enz}me préalablement 

fixée à l'anticorps. OWlS le as ùe l'ELISA "andwich. à la tin dl:: la réaction. l'antigène 

recherché est pri entre 2 antic rps m nocl naux spécifiques reconnaissant des épitopes 

différent ur l'antigène figure 6). 

e comact 
.e--+ 

Figure 6: dosage d'lm antigène par la méthode ELISA d uble andwlch 
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B. Notre étude 

I. Objectifs de J'étude 

1.1. Objectifgénéral 

Etudier la sensibilité in vitro de P. falciparum à différents antipaludiques entrant dans la 

composition des combinaisons thérapeutiques à base d'artémisinine (CTA). 

1.2. Objectifs spécifiques 

1.2.1. Déterminer les concentrations inhibitrices 50% de P. falciparum à la luméfantrine; la 

monodéséthylamodiaquine; la méfloquine; la pipéraquine et la dihydroartémisinine. 

1.2.2. Déterminer la sensibilité des souches testées. 

1.2.3. Identifier les résistances croisées entre ces antipaludiques pris deux à deux. 

45 

B. Notre étude

I. Objectifs de l'étude

1.1. Objectifgénéral

Etudier la sensibilité in vitro de P. falciparum à différents antipaludiques entrant dans la

composition des combinaisons thérapeutiques à base d'artémisinine (CTA).

1.2. Objectifs spécifiques

1.2.1. Déterminer les concentrations inhibitrices 50% de P. falciparum à la luméfantrine; la

monodéséthylamodiaquine; la méfloquine; la pipéraquine et la dihydroartémisinine.

1.2.2. Déterminer la sensibilité des souches testées.

1.2.3. Identifier les résistances croisées entre ces antipaludiques pris deux à deux.

45



Il.	 METHODOLOGIE. 

11.1. Cadre de l'étude 

Notre étude a eu pour cadre le district sanitaire de Nanoro dans la région sanitaire du Centre 

Ouest du Burkina Faso. Le département de Nanoro est situé dans la Province du Boulkiemdé 

à 85 Km de Ouagadougou, capitale du Burkina Faso. 

//.1.1. Le Burkina Faso 

Le BF est un pays sahélien enclavé situé au cœur de l'Afrique Occidentale. Il est limité au 

Nord et à l'Ouest par le Mali, au Nord-Est par le Niger, au Sud-Est par le Bénin et au Sud par 

le Togo, le Ghana et la Côte d'Ivoire (8). Avec une superficie d'environ 274.200 km2
, le pays 

comptait 14.017.262 habitants au dernier recensement de la population en Décembre 2006, 

soit une densité d'environ 51 habitants au kilomètre carré (RGPH 2006). Le climat est tropical 

de type soudano-sahélien, rythmé par deux saisons: une saison pluvieuse de Mai à Octobre et 

une saison sèche de Novembre à Avril marquée par l'harmattan. Ce sont ces facteurs 

climatiques (pluviométrie, température) et environnementaux (couvert végétal) qui 

influencent la prolifération des vecteurs associés à l'endémicité du paludisme. La durée de la 

saison des pluies et la pluviométrie totale annuelle permettent de distinguer trois zones 

climatiques correspondant aux différents faciès de la transmission du paludisme (figure 7): 

•	 Une zone de transmission permanente caractérisée par une recrudescence pendant la 

saison des pluies qui correspond à la partie sud-ouest du pays. Zone soudanienne, plus 

arrosée avec une pluviométrie comprise entre 1000 et 1300 mm avec une saison qui 

s'étale sur au moins 5 mois. La végétation est composée de forêts claires et de galeries 

forestières en bordure des cours d'eau permanents (61) ; 

•	 Une zone de transmission saisonnière longue, d'une durée de 4 à 6 mois, qui correspond à 

la partie centrale du pays. Zone soudano-sahélienne, recevant une pluviométrie comprise 

entre 600 et 1000 mm pour une saison d'environ 4 à 5 mois. La végétation est une 

juxtaposition de formations arbustives et herbeuses (61) ; 

•	 Une zone de transmission saisonnière courte (2-3 mois) qui est influencée par les aléas 
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Il.l.2. Sites d'étude 

L'étude s'est déroulée à Nanoro et Nazoanga, deux sites faisant partie de la zone de 

surveillance démographique de l'Unité de Recherche Clinique de Nanoro (URCl\0. La zone 

de surveillance démographique (SSD) couvre 24 villages avec 6 centres de santé et une 

population générale d'environ 54.781 habitants en 2010. 

Le paludisme est hyper endémique avec une transmission saisonnière pendant la saison des 

pluies. Les vecteurs les plus courants sont Anopheles gambiae, A. funestus et A. arabiensis. P. 

falciparum est le principal agent pathogène (90%), suivi de P. malariae (3-8%) et de P. ovale 

(0,5-2%) (PNLP). La morbidité palustre est élevée et en 2007, elle a constitué presque la 

moitié (48,6%) de toutes les consultations, suivies par les infections des voies respiratoires 

(19,4%), les affections cutanées (8,8%), les diarrhées (7,8%) et les autres maladies 

parasitaires (5,6%) (rapport annuel 2007 du DSl\0. 

Il.1.2.l. Le CMA de Nanoro 
Le CMA de Nanoro est une structure de santé privée à caractère confessionnel. Il appartient à 

la congrégation des religieux Camilliens. 

Il.l.2.2. Le CSPS de Nazoanga 
Il est situé à 14km de Nanoro et composé d'un dispensaire, d'une maternité et d'un dépôt 

MEG. 

//.1.2.3. L'Unité de Recherche Clinique de Nanoro [URCN) 

Nos travaux de laboratoire se sont déroulés à l'URCN. L'unité a été créée en 2009 avec pour 

ambition d'être un pôle de référence pour la recherche clinique en Afrique. Actuellement 

plusieurs projets de recherche y sont en cours. 

Sur le plan de son apport à la formation, l' URCN a déjà accueilli et formé plus d'une dizaine 

de thésards en médecine ou pharmacie et master. Actuellement cinq (05) étudiants PhD sont 

en cours de formation. L'URCN emploie 215 personnes et est dirigée par un Maître de 

Recherche, le Dr TINTO Halidou. 
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11.2. Type d'étude 

Notre étude était une étude expérimentale qui a consisté à tester la sensibilité in vitro des 

souches de P. falciparum collectées chez des femmes enceintes, à différents antipaludiques. 

II.3. Population et méthodes d'étude 

II.3.1. Echantillonnage et taille d'échantillon 

L'étude PREGACT a une taille d'échantillon totale de 870 femmes à recruter. Nous avons 

procédé à un échantillonnage systématique de toutes les femmes enceintes participant à cette 

étude et dont les densités parasitaires étaient comprises dans les limites définies par nos 

critères d'inclusion. Cependant notre travail a porté sur les échantillons qui ont été collectés 

au cours de la première année de l'étude. 

II.3.Z. Population d'étude 

Notre étude s'inscrit dans le cadre d'une étude multicentrique d'efficacité et d'innocuité des 

CTA (PREGACT) chez les femmes enceintes au 2e et 3e trimestre de la grossesse dans quatre 

pays africains (Burkina Faso, Ghana, Malawi et Zambie) avec une composante in vitro. Notre 

travail a concerné l'ensemble des femmes enceintes qui résidaient dans notre zone d'étude et 

qui répondait aux critères d'inclusion définis par le protocole de la composante in vitro de 

l'étude. 

II.3.2.1. Les critères d'inclusion 
Ont été incluses dans notre étude, les femmes enceintes ayant: 

une mono infection à P. falciparum,� 

une densité parasitaire d'au moins 2500 trophozoïtes /~L de sang,� 

accepté de donner leur consentement éclairé (écrit, signé et daté).� 

II.3.Z.Z. Les Critères de non inclusion 
N'étaient pas incluses dans l'étude, les patientes ayant présenté un des critères suivants: 

patiente ayant reçu un traitement récent (moins d'une semaine) avec un antipaludique� 

ou un antibiotique à activité antipaludique (clindamycine; azythromycine, etc.)� 

patiente ayant une infection palustre mixte.� 
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II.4. Considérations éthiques 
Le projet PREGACT, dans lequel s'inscrit notre étude, a obtenu l'approbation du Comité 

d'Éthique pour la Recherche en Santé (CERS) du Burkina Faso, de l'Institutional Review 

Board (IRB) de l'IMT et du Comité d'Ethique de l'UZA à Anvers. 

Toutes les patientes ou leurs représentants légaux (pour les moins de 18 ans) ont signé un 

consentement libre et volontaire pour leur participation à l'étude après avoir reçu toutes les 

informations sur l'étude (buts, procédures, risques et bénéfices, etc). 

11.5. La sélection des patientes 

//.5.1. La présélection 

Elle s'est déroulée dans les services de maternité où les femmes enceintes venaient pour leur 

consultation prénatale (CPN). 

Pour éviter les longues files d'attente, un système de présélection a été instauré en utilisant un 

test de diagnostic rapide (TDR). 

//.5.1.1. Prélèvement de sang au bout du doigt pour la réalisation du TDR: 

Matériel nécessaire: 

Lancette stérile - TDR (kits) 

Gants d'examen - Marqueur indélébile 

Ethanol à 70% - Poubelles 

Coton hydrophile - Boîtes à objets tranchants 

La ponction au niveau de la pulpe du troisième ou du quatrième doigt de la main gauche était 

réalisée après désinfection à l'éthanol à 70%. 
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11.5.1.2. Réalisation du test de diagnostic rapide (TDR): 

Nous avons utilisé le test SD BIOLINE® Malaria Antigen P. .f Le principe de ce test est la 

recherche de l'antigène HRPll de P. falciparum. Le TDR a été effectué conformément aux 

recommandations du fabriquant. 

Lorsque le TDR s'avérait positit~ un frottis sanguin et une goutte épaisse étaient alors réalisés 

pour une confirmation du diagnostic, l'identification de l'espèce plasmodiale et la 

détermination de la densité parasitaire. 

11.5.2. La sélection 

Elle s'est déroulée en partie dans les services de la maternité et du laboratoire de l' URCN. Il 

s'agissait de confirmer l'infection palustre par la microscopie optique chez les patientes ayant 

présentées un TDR positif. 

La goutte épaisse (GE) et le frottis mince (FM) ont été préparés, séchés et colorés au Giemsa 

selon les Procédures Opérationnelles Standards (POSS) du laboratoire de l' URCN. 

Dans le cadre du contrôle de qualité, le système de double lecture a été adopté. Une troisième 

lecture était faite en cas de discordance (rapport des résultats> 2) entre les deux premiers 

lecteurs. 

1/.5.2.1. La réalisation de la goutte épaisse et frottis sanguin: 

Matériel nécessaire: 

Lames porte objet Crayon gras 

Pissettes Boîtes à rangement de lames 

Portoirs à lames Méthanol 

Séchoir Poubelles et boîtes à objets tranchants 

- Colorant de Giemsa 

Pour la réalisation de la GE/FS, deux gouttes de sang (;::; 2 !lI) étaient déposées sur une lame 

porte-objet et une autre lame servait à étaler la goutte et à tirer le frottis mince. 

Les frottis minces étaient fixés au méthanol absolu et les lames colorées au Giemsa dilué au 

111 Oème pendant 10 minutes. Après lecture, les lames étaient conservées dans des boîtes à 

rangement. 
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II.5.2.2. La lecture des lames de goutte épaisse et frottis sanguin 

Matériel nécessaire: 

Microscope optique - Compresse 

Lames de goutte épaisse colorées - Coton hydrophile 

Huile à immersion - Compteurs manuels 

Les lames colorées au Giemsa ont été lues au microscope optique à l'objectif à immersion 

(lOOX) pour la recherche des parasites, l'identification des espèces et le calcul de la densité 

parasitaire (DP). Les formules utilisées sont ci-dessous . 

•:.� Sur la goutte épaisse: 

Nombre de parasites comptés x8000 .
DP -----~--------:~--- = Nombre de parasite/ilL de sang 

Nombre de leucocytes comptés 

Pour 200 leucocytes comptés, lorsque le nombre de parasites atteint 10, la DP peut être 

calculée. En dessous de 10 parasites pour 200 leucocytes comptés, il faut nécessairement 

compter au moins 500 leucocytes avant de calculer la DP. 

Au delà de 100 parasites pour 200 leucocytes comptés, la DP doit être estimée à partir du 

frottis mince. 

•:. Sur le frottis mince: 

Nombre d'hématies parasitées x 5.000.000
DP ------------------ = Nbre de parasites/ilL de sang 

Nombre de globules rouges comptés 

Sur le frottis mince, il faut compter simultanément les hématies parasitées et le nombre de 

champs microscopiques. Il faut compter au moins 21 hématies parasitées avant d'établir la 

DP. Le nombre de globules rouges comptés est égale au nombre de champs parcourus 

multiplier par le « Facteur de Multiplication» du microscope utilisé. 
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11.6. Les tests in vitro (ex vivo)� 

Pour les tests de sensibilité in vitro, toutes les manipulations se sont déroulées dans la salle de� 

culture de l' URCN sauf la prise du sang veineux qui était eiTectuée dans les services de� 

maternité (dans une salle aménagée à cet effet).� 

Nous avons réalisé la culture des isolats de P. falciparum dans des concentrations croissantes 

d'antipaludiques pendant 72 heures à 37 oC en atmosphère humide enrichie de 5% CO2; 5% 

O2 et 90% N2. Après cela la technique du "Enzyme Linked Immuno-Sorbent Assay"(ELISA) 

basée sur la détection et la quantification de la protéine2 riche en histidine HRPII de P. 

falciparum a été réalisée. 

11.6.1. La prise de sang veineux 

Un prélèvement de 3 à 4 ml de sang dans des tubes avec anticuagulant EDTA (Ethylène 

Diamine Tétra-Acétyle) a été réalisé chez des patientes avec une mono-infection à P. 

falciparum et une densité parasitaire d'au moins 2500 trophozoïtes/~L. Les échantillons 

étaient acheminés au laboratoire dans des glacières et lorsqu'ils n'étaient pas immédiatement 

mis en culture, nous les avons conservés au réfrigérateur à + 4°C pour une manipulation dans 

les 6 heures maximum. 

Matériel nécessaire: 

tubes à EDTA et tubes à héparine-lithium� 

dispositifs vacuteiner ou seringues à usage unique� 

garrot� 

tampon d'alcool (éthanol à 70%)� 

portoirs pour tubes� 

poubelles et boîtes à objets tranchants� 

La procédure pour la prise de sang veineux consiste à identifier le contenant (inscrire les 

initiales de la patiente, numéro d'inclusion, date et jour de visite dessus), bien attacher le 

garrot pour repérer la veine. Après avoir désinfecter l'aire de prélèvement à l'éthanol, prélever 

4 à 5 ml de sang. 
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II. 6.2. La mise en culture des parasites 

Matériel nécessaire: 

Gros matériel: 

Incubateur à COi02 - Centrifugeuse électrique 

Congélateur (:::-20°C) - Poste de sécurité microbiologique (hôtte à flux laminaire) 

Réfrigérateur (2 à 4OC) - Microscope. 

Petit matériel: 

Pipettes multicanaux (20-200 flL) 

Pipettes 1000 JlL 

Pipettes de 20 flL 

Distributeur Eppendorf et combitips de 5 ml 

Flacons en verre stériles de 500 et 1000 ml 

Système de filtration stérile avec membrane filtrante de O,22flm de diamètre des pores. 

Vortex 

Portoirs 

Agitateur électromagnétique et barreau aimanté; 

Béchers de 200 ml, 600 ml, 800 ml et 5 litres; 

Balance de précision. 

Réactifs et consommables: 

Plaques de culture de 96-puits - Ethanol à 70° 

RPMI-1640 MEDIUM R8758 SIGMA - Eau de javel 

HEPES - Papier buvard 

Gentamycine - Cônes jetables 

Albumax II - Pipettes Pasteur stériles 

NaHC03 - Tubes à essai stériles de 5 ml 

Hématies de groupe sanguin 0 saines 
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Les médicaments testés: 

Nous avons testé cinq (05) molécules: la monodéséthylamodiaquine (MDAQ) (SIGMA­

ALDRICH), la méfloquine (MQ) (SIGMA-ALDRICH), la dihydroartémisinine (DAH) 

(SIGJ\1A-TAU), la pipéraquine (PIP) (SIGAfA-TAU) et la luméfantrine (LUM) (NOVARTlS). 

11.6.2.1. La préparation des milieux de culture: 

11.6.2.1.1. La préparation du milieu complet de culture (RPS): 

Pour 1 litre de milieu RPS, nous avons mélangé à du RPAfl complet 1640 (10,43 g de poudre 

de RPMI 1640 + 6 g de HEPES + 25 mg de gentamicine + 2,8 ml de 7,5% NaHC03 pour 

100ml de milieu) avec 0,5% plv d'albumax II et de l'eau distillée en quantité suffisante pour 
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pendant 30 jours. 
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Du sang prélevé sur tube à lithium-héparine d'un sujet 0 Rhésus+ et testé négatif au 
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centrifugation 10mn à 3500 tours/mn). Après le dernier lavage, le culot d'hématies a été remis 
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dissout dans un ml du solvant adéquat (éthanol pour la DHA et eau pour préparation injectable 

pour les autres médicaments). Après une homogénéisation, nous avons procédé à une 
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filtration quand le solvant était autre que l'éthanol. Ces solutions mères étaient ensuite 

diluées pour obtenir les concentrations de travail appelées solutions filles (Tableau II). 

11.6.2.1.5. La préparation des sollltiollsfiffes (sf): 

Les solutions mères d'antipaludiques ont été diluées avant leur utilisation finale dans les 

plaques de culture (Cf annexe 2 : Drug dilutions HRPlI assay sheet). 

Tableau II : Dilution des solutions mères d'antipaludiques. 

MDAQ (PM=61) MQ(PM=127) DHA (PM=134) ~ 

1ère dilution (sm) 10 mg + 10 ml eau PPI 10 mg + 10 ml eau PPI 10 mg + 10 ml éthanol 

Concentration Cl 1mg 1ml 1 mg 1ml 1mg 11 

2ère dilution (st) 25 III + 4890 III eau 25 III + 8650 III eau 5111 + 9765,6 III eau 

bidistillée bidistillée bidistillée 

Concentration C2 568 ng/ml - 189 nM 305 ng/ml - 127 nM 510 ngl ml- 134 nM 

LUM (pM=287.3) PIP (PM=1424) 

1ère dilution (sm) 10 mg + 10 ml eau PPI 10 mg + 10 ml eau PPI 

Concentration Cl 1 mg 1 ml 1 mg 1ml 

2ère dilution (st)� 10 III + 7340 I.t\ eau 50 l.tI + 3850 III eau bidistillée� 

bidistillée� 

Concentration C2 152 ng/ml - 287,3 nM 1424ngl ml - 1424 nM 

Eau PPI = eau pour préparation injectable 
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II 6.2.1. 6. La préparation de la suspension globulaire: 

Nous avons mélangé 560fll de culot d'hématies parasités lavées avec 37,28 ml de RPS (dans 

des tubes de 50 ml) afin d'obtenir un milieu cellulaire mixte (CMM) avec approximativement 

un taux d'hématocrite de 1,5%. Deux cent (200) microlitre de ce mélange ont été distribués 

dans chaque puits de la plaque de culture. 

116.2.1.7. La préparation du contrôle négatif: 

Le contrôle négatif était constitué d'un mélange de 60fll d'hématies sames de groupe 0 

Rhésus+ dans 4 ml de RPS pour 2 plaques de culture. 

II 6.2.1.8. La distribution de la suspension globulaire dans les plaques de culture: 

Après avuir préparé le mélange cellulaire et le contrôle négatif, nous avons procédé à leur 

distribution dans les plaques de culture. 

Une fois la plaque identifiée (la date, les initiales de la patiente, le numéro d'inclusion et les 

différents antipaludiques), nous avons distribué 50 fll de la solution fille d'antipaludique dans 

les puits de la première colonne en doublets et 25fll d'eau bi-distillée stérile (à Ph7.2) dans les 

puits de la colonne 2 à la colonne 12. 

Nous avons ensuite transféré à l'aide d'une pipette multicanaux 25fll de la solution de 

médicament de la colonne 1 à la colonne 2 et mélangé soigneusement par aspiration­

refoulement avant de transférer 25fll de cette colonne à la colonne suivante et ainsi de suite. 

Ce procédé a été conduit jusqu'à la colonne 10 et après, nous avons éliminé les 25fll de cette 

colonne dans une poubelle. Ainsi à la fin de la distribution, la 1ère colonne contcnait la plus 

forte concentration d'antipaludique et la colonne 10 la plus faible concentration. Les colonnes 

Il et 12 qui ne contenaient que de l'eau bi-distillée sans médicament servaient respectivement 

de colonne de contrôle positif et celle de contrôle négatif. 

Après cette étape, nous avons distribué 200fll du mélange cellulaire dans les puits de la 

colonne Il à la colonne 1(des concentrations les plus faibles aux concentrations les plus 

élevées) et 200fll de contrôle négatif dans les puits de la 12ème colonne (Tableau III). 
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II.7. Les tests ELISA 

Après 72 heures de culture, la croissance parasitaire a été déterminée par l'ELISA en mesurant 

la densité optique d'une réaction colorée dont l'intensité est proportionnelle à la quantité de la 

protéine HRP2 produite. 

Matériel nécessaire: 

Equipements et consommables: 

Plaques d'ELISA à 96 puits� 

Lecteur ELISA THERMO MULTISCAN FC� 

Un jet de pipette ajustable� 

Pipette multicanaux (20-200 ~L)
 

Solutions et tampons: 

Tampon PBS, PH 7.4, Sigma-Aldrich, P3813� 

Solution de lavage Tween20, Sigma-Aldrich, P1379 (PBS+O, 1% Tween 20:� 

235mllplaque)� 

Solution d'arrêt BSA, Sigma-Aldrich, A9647 (2% de BSA dans du PBS: lOmllplaque)� 

Chromogène TMB, Zymed Laboratories, Inc� 

Acide Sulphurique lM� 

Solution d'anticorps primaire (MPFM-55A, Immunology Consultants Laboratories,� 

Inc, Newberg, OR, USA)� 

Solution d'anticorps secondaire (MPFCi-55P Conjugate, Immunology Consultants� 

Laboratories, Inc, Newberg, OR, USA)� 

Procédures: pour la réalisation de la technique ELISA, nous avons procédé à plusieurs étapes 

succeSSIves: 

11.7.1. Le "coating" des plaques ELISA:� 

Nous avons distribuer 100 ~tl d'anticorps prImaire (MPFM-55A) dilué dans du PBS à� 

9,4mg/ml dans des plaques ELISA et incuber toute une nuit à 4°C. Après cette incubation,� 

nous avons rejeté le contenu des plaques et lavé 3 fois avec du PBS/Tween (200 ~l/puits) et� 

asséché à l'aide d'un papier buvard.� 
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II. 7.2. Le blocage des anticorps primaires sur les parois des plaques: 

Pour cela nous avons ajouté 100 III de la solution de blocage et incubé pendant 2 heures. 

Après cette incubation, leur contenu était rejeté et les plaques étaient lavées 3 fois avec du 

PBSITween (200 Ill/puits), asséchées à l'aide d'un papier buvard et conservées à -20Ge. 

II. 7.3. L'hémolyse des échantillons de culture: 

Nous avons procédé à une plasmolyse des hématies après décongélation par une dilution au 

112 avec de l'eau distillée. 

II. 7.4. L'ajout de l'échantillon de culture hémolysée: 

Nous avons transféré 100 ilL de lysat de l'échantillon de culture dans les plaques 

préalablement sensibilisées à l'anticorps primaire et incubé pendant 1 heure à la température 

ambiante dans une chambre humide. Après incubation nous les avons dt: nouveau lavé 3 fois 

dans du PBSITween (200Ill/puits) et séché à l'aide du papier buvard. 

II. 7.5. La dilution et l'ajout de l'anticorps conjugué (Ac2): 

A cette étape, nous avons introduit 100 III de second anticorps dilué à 0,2 IlgimL dans une 

solution de 2% de BSA, 1% de Tween 20 dans 97 ml de PSB par puits de la plaque ELISA, 

incubé pendant une heure à la température ambiante dans une chambre humide et lavé 3 fois 

dans du PBSITween (200 Ill/puits) puis assécher avec du papier buvard. 

II. 7.6. L'ajout du substrat: 

Nous avons introduit 100 III de chromogène TMB par puits et incubé pendant 5 à 10 minutes 

à température ambiante à l'abri de la lumière. 

II. 7. 7. L'arrêt de la réaction et lecture des densités optiques (DO): 

Pour terminer, nous avons arrêté la réaction colorée produite en ajoutant 50 III d'acide 

sulfurique 1M et procédé à la lecture des densités optiques au spectrophotomètre 

(MULTISKAN FC) à 450 nanomètre (nm). 
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III.� GESTION ET ANALYSE DES DONNEES 

•� Les données ont été emegistrées sur ordinateur à l'aide du logiciel Excel 2007, 

•� analysées à l'aide du logiciel STATA version 10.0. 

•� Les CJso ont été calculées et les courbes tracées à l'aide du logiciel JCso Estima/or 

VERSJON J.2 (62,63). 

•� Pour la comparaison des valeurs de CJso, nous avons utilisé le test de corrélation de 

Spearman (la valeur de p< 0,05 a été retenue comme seuil de significativité). 
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IV. RESULTATS 

[V.l. Les caractéristiques de l'échantillon 
Au total 187 isolats de P. falciparum ont été collectés chez des femmes enceintes sur une 

période de 12 mois allant de Août 2011 à Juillet 2012 sur l'ensemble des deux sites. Deux 

échantillons hémolysés ont été retirés et 5 échantillons dont les contrôles microscopiques 

n'ont révélé aucune croissance parasitaire n'ont pas été testés à l'ELISA. Ainsi donc 180 

échantillons après culture ont été analysés à l'ELISA dont 151 étaient interprétables (Figure 8). 

Nombre total des isolats collecté: (n=187) 

Echantillons 
~ 

hémolysés: (n=2) 

Echantillons mis en culture: (n=185) 

Echantillons non dosés à 

l'ELISA (contrôles négatifs 

au microscope): (n=5) 

Echantillons évalués par l'ELISA: (n=180) 

Tests non interprétables: 
~ (n=29) 

Tests interprétables: (n=151) 

Figure 8: Profil des tests in vitro réalisés. 
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IV.2. La sensibilité aux antipaludiques in vitro (ex vivo) 

IV.2.1. Les proportions (%) des tests interprétables 
Les proportions des tests interprétables sont résumées dans le Tableau IV.� 

Pour la monodéséthylamodiaquine, la proportion des tests interprétables était de 81,32% au JO� 

et 80,89% aux jours de suivi. La luméfantrine avait sensiblement la même proportion de tests� 

interprétables au JO et aux jours de suivi.� 

Tableau IV: Proportion (%) des tests interprétables au Jour 0 et aux jours de recrudescence� 

Médicaments Jour °n (%) Jours de suivi +VNP n (%) 

MDAQ 74(81,32) 72 (80,89) 

PIP n (7Y,12) 67 (75,28) 

LUM 72 (79,12) 71 (79,77) 

DHA 72 (79,12) 74 (83,74) 

MQ 74 (81,32) 69 (77,52) 

VNP: Visite Non Programmée 

IV. 2.2. La sensibilité aux différents médicaments 

Les activités des antipaludiques ont été testées avec succès sur 146 isolats pour la MDAQ et 

la DHA, 137 isolats pour la PIP, 142 isolats pour la LUM, et 143 isolats pour la MQ. 

Le tableau V ci-dessous présente la moyenne géométrique des CI50 selon l'antipaludique 

utilisé et la proportion des isolats résistants. 
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Tableau V: Sensibilité in vitro des antipaludiques 

Médicaments Nb CI 50 (moyennes IC95% Extrêmes Isolats 

d'isolats géométriques) résistants (%) 
Min - Max 

MDAQ 146 1,647 1,239 - 2,190 1 - 158,72 10(6,9%) 

PIP 137 5,231 4,335 - 6,312 0-70,56 0 

LUM 142 1,725 1,249 - 2,382 0-122,19 0 

DHA 146 1,361 1,096 - 1,691 0,1 1 - 10,2 0 

MQ 142 1,319 0,978 - 1,780 0,02 - 111,13 13 (9,1 %) 

Valeurs seuils de résistance: MDAQ: CI50 2: 60 nM (Ringwald et al., 1999), MQ: CI502:30 

nM (Brasseur et al., 1990), DHA:CI50 2: 12 nM (Basco & Le Bras, 1993), UJM: CI50 2: 150 

nM (Pradines et al., 1999), Pip: CI50 2: 80 nM (Basco & Ringwald, 2003). 

Nous n'avons observé aucun cas de résistance pour la luméfantrine, la pipéraquine et la DHA. 

Par contre nous avons pu observer 10 (6,9%) isolats résistants pour la MDAQ et 13 (9,1%) 

pour la méfloquine. 

IV.2.3. La répartition des isolats selon leur degré de sensibilité 

Le tableau VI présente les niveaux de sensibilité décroissante des isolats pour chaqlle 

médicament. 

Tableau VI: Niveau de sensibilité des isolats de P. falciparum pour chaque antipaludique. 

Sensibilité: isolats (%) 

Molécules Sensibles Interméd iaires Résistants� 

LUM 142 (99,30%) 1 (0,70%)� 

DHA 120 (82,19%) 26 (17,81 %)� 

MQ 125 (87, 41 %) 5 (3,50%) 13 (9,09%)� 

PIP 139 (100%)� 

MDAQ 136 (93,15%) 10 (6,85%)� 
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DHA: Isolat sensible: CI50 < 6nM, Isolat de sensibilité intermédiaire: 6nM < CI50 < l2nM, 

Isolat de sensibilité diminuée: CI50 > l2nM (64). 

MQ: Isolat sensible: CI50 < l5nM, Isolat de sensibilité intermédiaire: l5nM < CI50 < 30nM, 

Isolat de sensibilité diminuée: CI50 > 30nM (64). 

LUM: Isolat sensible: CI50 < lOOnM, Isolat de sensibilité intermédiaire: IOOnM < CI50 < 

l50nM, Isolat de sensibilité diminuée: CI50 > l50nM (65). 

PIP: Isolat sensible: CI50 < SOnM, Isolat de sensibilité diminuée: CI50 > SOnM (66). 

MDAQ: Isolat sensible: CI50 < 60nM, Isolat de sensibilité diminuée: CI50 > 60nM (67). 

[V.2A. La corrélation entre les résultats des CI50 des antipaludiques 

La recherche Je résistances croisées in vitro par le test de corrélation de Spearman entre les 

ciifférents antipaludiques pris deux à deux est résumé dans le tableau VII. 

Tableau VII: Corrélation entre les différents antipaludiques pris deux à deux. 

MDAQ PIP LUM DHA MQ 

MDAQ r 

p-value 

rlr r -O.OG 

p-value 0.47 

LUM r 0.17 0.066 

p-value 0.040 0.45 

DHA r -0.019 0.017 0.28 

p-value 0.81 0.84 0.0008 

MQ r 0.41 -0.036 0.028 -0.0001 

p-value <0.0001 0.67 0.74 0.98 

r = coefficient de corrélation de Spearman 
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Il existe une corrélation positive entre les valeurs des CI5ü de certains médicaments pris deux 

à deux. Cette corrélation est significative entre la DHA et la LUM, entre la LUM et la MDAQ 

et en fin entre la MQ et la MDAQ. 
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V.� Discussion 

V.l. De la méthodologie 
Cette étude de la sensibilité in vitro est une composante de l'étude multicentrique PREGACT. 

Seul le site de Nanoro à été choisi pour les tests in vitro du fait que: 

./� les infrastructures pour la réalisation de ces tests étaient disponibles . 

./� L'équipe de Nanoro avait l'expérience des tests de sensibilité in vitro aux 

antipaludiques plus particulièrement avec le micro-test isotopique. 

V.2. De la technique utilisée 

Les tests in vitro permettent d'étudier simultanément la sensibilité de P. falciparwn à 

plusieurs antipaludiques en faisant abstraction des facteurs liés au patient comme l'immunité 

naturellement acquise, l'état nutritionnel, l'observance du traitement et la pharmacocinétique 

du médicament. Ils sont cependant chers et complexes à mettre en œuvre car nécessitant des 

infrastructures importantes, du personnel qualifié et spécialisé et des parasites vivants. Ce 

dernier implique des délais courts de réalisation des tests après le prélèvement des souches et 

le respect de règles strictes de biosécurité. Par ailleurs, leurs résultats n'ont pas toujours été 

corrélés aux résultats des tests in vivo et ne sont pas toujours reproductibles d'une équipe à 

l'autre en raison de différences entre les techniques et les protocoles utilisés. Pour ces raisons, 

les tests in vitro sont utilisés pour la surveillance de la chimiosensibilité mais n'ont pas 

d'utilité en clinique. 

La technique de l'ELISA que nous avons utilisée dans cette étude est une première expérience 

pour notre équipe. En effet, jusqu'à nos jours nous avons toujours utilisé la technique 

isotopique (68). Comparée à la technique isotopique, la technique ELISA comporte des 

avantages dont ceux liés à sa facilité de réalisation et à son faible coût économique car ne 

nécessitant pas de compteur béta (69,70). De plus, notre technique utilisée ne génère pas des 

déchets radioactifs comme dans la technique isotopique. 
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V3. Des résultats obtenus 

Les taux de tests interprétables rapportés dans notre étude étaient inférieurs à ceux rapportés 

par Tinto et al.au Rwanda (71) et Nsobya et al. en Ouganda (72). En effet Tinto rapportait 

83% de tests interprétables pour chaque médicament testé, alors que Samuel rapportait 86% 

de tests interprétables pour la MDAQ, 83% pour la luméfantrine, et 88% pour la DHA. Ces 

faibles taux de tests interprétables dans notre étude comparés à ceux rapportés par Tinto et 

Nsobya pourrait s'expliquer par l'inclusion de patients ayant au moins 2500 parasites/~d de 

sang plutôt que 4000 parasites/~d de sang comme valeur recommandée dans notre étude. Un 

taux nettement plus élevé aurait pu être obtenu si nous avions inclus toutes nos patientes sur la 

base de 4000 parasites/JlI de sang. 

Nos taux étaient, cependant plus élevés que ceux rapp011és par Offianan et al. en Côte 

d'Ivoire (73) et Makthar au Sénégal (74). En effet, Offianan rapportait des taux plus faibles 

de tests interprétables de 60 % pour l'artésunate et Makthar retrouvait un taux de 45 % pour 

l'amodiaquine avec le microtest isotopique. Le fait de mettre nos parasites en culture dans un 

délai maximum de 6 heures pourrait expliquer le meilleur taux de tests interprétables ublenu 

dans notre étude comparé à ceux rapportés par ces deux études. 

Quelle que soit la technique utilisée, ces différents taux de succès indiquent que la culture in 

vitro de P. falciparum reste un test très délicat dont la réussite dépend de plusieurs facteurs 

difficiles à maîtriser, notamment la maturation des schizontes, les contaminations, la qualité 

de la chaîne de froid, la densité parasitaire et le délai entre la collecte des échantillons et leur 

mise en culture. 

68 

V3. Des résultats obtenus

Les taux de tests interprétables rapportés dans notre étude étaient inférieurs à ceux rapportés

par Tinto et al.au Rwanda (71) et Nsobya et al. en Ouganda (72). En effet Tinto rapportait

83% de tests interprétables pour chaque médicament testé, alors que Samuel rapportait 86%

de tests interprétables pour la MDAQ, 83% pour la luméfantrine, et 88% pour la DHA. Ces

faibles taux de tests interprétables dans notre étude comparés à ceux rapportés par Tinto et

Nsobya pourrait s'expliquer par l'inclusion de patients ayant au moins 2500 parasites/~d de

sang plutôt que 4000 parasites/~d de sang comme valeur recommandée dans notre étude. Un

taux nettement plus élevé aurait pu être obtenu si nous avions inclus toutes nos patientes sur la

base de 4000 parasites/JlI de sang.

Nos taux étaient, cependant plus élevés que ceux rapp011és par Offianan et al. en Côte

d'Ivoire (73) et Makthar au Sénégal (74). En effet, Offianan rapportait des taux plus faibles

de tests interprétables de 60 % pour l'artésunate et Makthar retrouvait un taux de 45 % pour

l'amodiaquine avec le microtest isotopique. Le fait de mettre nos parasites en culture dans un

délai maximum de 6 heures pourrait expliquer le meilleur taux de tests interprétables ublenu

dans notre étude comparé à ceux rapportés par ces deux études.

Quelle que soit la technique utilisée, ces différents taux de succès indiquent que la culture in

vitro de P. falciparum reste un test très délicat dont la réussite dépend de plusieurs facteurs

difficiles à maîtriser, notamment la maturation des schizontes, les contaminations, la qualité

de la chaîne de froid, la densité parasitaire et le délai entre la collecte des échantillons et leur

mise en culture.

68



V.3.1. De la résistance de P. faldparum à la MDAQ 

Le faible taux de résistance à la monodéséthylamodiaquine, métabolite actif de l'amodiaquine 

montre qu'elle garde toujours une bonne efficacité dans la zone de Nanoro. Cela vient 

corroborer le bon choix du PNLP avec la combinaison AS+AQ comme combinaison de 1cr 

choix pour le traitement du paludisme simple. 

Nos résultats sont comparables à ceux d'autres études réalisées en Afrique qui ont rapporté 

des taux de résistance à la monodéséthylamodiaquine compris entre 2 et 7% (71,75-77) 

Par contre, ils diffèrent de ceux de Ringwald P et al. en 1995 au Cameroun qui rapportaient 

une résistance de 28% à la MDAQ avec une moyenne géométrique de la CI50 de 17,3 nM 

(78). De même en 2006, une étude d'efficacité couplée in vivo et vitro effectuée au Kenya (79) 

a montré un taux de résistance de 26% (17/66) à la MDAQ. Une autre étude menée en 

Ouganda en 2008 (72), utilisant la même méthode que la nôtre, a rapporté un taux de 

résistance de 21,3% (13/61) en prenant une CI50 2 60 nM comme valeur seuil de résistance. 

Tous ces résultats montrent l'existence d'une résistance in vitro à la MDAQ dans la région 

africaine. Toutefois son niveau réel reste encore à déterminer. En effet, certains auteurs 

soutiennent que si la valeur seuil de résistance de 60 nM est maintenue, cette résistance 

tourne autour de 7% (71,76,77). Par contre lorsqu'une valeur limite de résistance plus faible 

(25 nM) est admise, la résistance à la MDAQ serait plus élevée (66,71,80) et cette situation 

pourrait compromettre l'efficacité des ACT contenant l'amodiaquine comme médicament 

partenaire. Cependant dans notre étude, même si l'on ramenait le seuil de résistance à 25 nM, 

le taux de résistance reste le même. Face à cette situation nous suggérons que des études 

d'efficacité in vivo et de biologie moléculaire soient effectuées pour que leurs résultats 

puissent être corrélés à ceux des tests in vitro afin de dégager une valeur seuil de résistance 

standard validée pour cette molécule. 
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V.3.2. De la résistance de la MQ 

Dans notre étude, nous avons observé un taux de résistance de 9,1 % (13/143) à la méfloquine 

avec une moyenne géométrique des CI50 de 1,31 nM. En 1988 à Bobo-Dioulasso, Ouédraogo 

J.B. et al., avaient observé une diminution de la sensibilité d'une souche sur 23 avec une CI50 

de 36 nM à cette molécule (12). En 1995, Pradines B et al., ont rapporté un taux de résistance 

de 22% au Sénégal (81). En 2000, Tinto et al., ont rapporté une bonne sensibilité de la MQ à 

232 isolats avec une moyenne géométrique de la CI50 de 5,4 nM (valeurs extrêmes: 0,35 ­

27,5 nM/l). 

D'autres études beaucoup plus récentes réalisées dans la sous-région et notamment en Côte 

d'Ivoire ont rapporté des résultats comparables aux nôtres, à savoir 15,2% de résistance (80). 

La méfloquine est l'une des trois molécules utilisées en prophylaxie pour les voyageurs. Dcs 

essais cliniques se poursuivent actuellement pour évaluer son efficacité comme alternative 

pour le Traitement Préventif Intermittent (TPI) chez les enfants et les femmes enceintes. La 

combinaison AS+MQ utilisée en Asie reste très peu utilisée au Burkina Faso. En dépit de sa 

faible utilisation comparativement aux autres antipaludiques, la méfloquine présente tout de 

même une baisse de la sensibilité. Ceci pourrait être lié à un phénomène naturel d'une part 

(82). D'autre part, la méfloquine possède des similarités structurales avec les antipaludiques 

de type quinoléine (quinine, amodiaquine et chloroquine). Ainsi une résistance de P. 

falciparum à ces anciennes molécules pourrait induire une augmentation de la CI50 de la MQ 

et même compromettre son efficacité. Cela est confirmé par la corrélation positive 

statistiquement significative que nous avons rapportée dans notre étude entre ce médicament 

et laMDAQ. 

V, 3.3. De la sensibilité de la DHA 

Pour cette molécule appartenant à une nouvelle classe d'antipaludiques à base d'artémisinine, 

nous avons observé que tous les isolats testés étaient sensibles avec une moyenne géométrique 

de 1,36 nM. Cela confirme les résultats rapportés par la plupart des études réalisées en 

Afrique qui ont montré une sensibilité élevée à l'artémisinine. En effet en 2006, Tinto H et al. 

ont rapporté que cette molécule était la plus active parmi quatre molécules testées au Rwanda 

70 

V.3.2. De la résistance de la MQ

Dans notre étude, nous avons observé un taux de résistance de 9,1 % (13/143) à la méfloquine

avec une moyenne géométrique des CI50 de 1,31 nM. En 1988 à Bobo-Dioulasso, Ouédraogo

J.B. et al., avaient observé une diminution de la sensibilité d'une souche sur 23 avec une CI50

de 36 nM à cette molécule (12). En 1995, Pradines B et al., ont rapporté un taux de résistance

de 22% au Sénégal (81). En 2000, Tinto et al., ont rapporté une bonne sensibilité de la MQ à

232 isolats avec une moyenne géométrique de la CI50 de 5,4 nM (valeurs extrêmes: 0,35 ­

27,5 nM/l).

D'autres études beaucoup plus récentes réalisées dans la sous-région et notamment en Côte

d'Ivoire ont rapporté des résultats comparables aux nôtres, à savoir 15,2% de résistance (80).

La méfloquine est l'une des trois molécules utilisées en prophylaxie pour les voyageurs. Dcs

essais cliniques se poursuivent actuellement pour évaluer son efficacité comme alternative

pour le Traitement Préventif Intermittent (TPI) chez les enfants et les femmes enceintes. La

combinaison AS+MQ utilisée en Asie reste très peu utilisée au Burkina Faso. En dépit de sa

faible utilisation comparativement aux autres antipaludiques, la méfloquine présente tout de

même une baisse de la sensibilité. Ceci pourrait être lié à un phénomène naturel d'une part

(82). D'autre part, la méfloquine possède des similarités structurales avec les antipaludiques

de type quinoléine (quinine, amodiaquine et chloroquine). Ainsi une résistance de P.

falciparum à ces anciennes molécules pourrait induire une augmentation de la CI50 de la MQ

et même compromettre son efficacité. Cela est confirmé par la corrélation positive

statistiquement significative que nous avons rapportée dans notre étude entre ce médicament

et laMDAQ.

V,3.3. De la sensibilité de la DHA

Pour cette molécule appartenant à une nouvelle classe d'antipaludiques à base d'artémisinine,

nous avons observé que tous les isolats testés étaient sensibles avec une moyenne géométrique

de 1,36 nM. Cela confirme les résultats rapportés par la plupart des études réalisées en

Afrique qui ont montré une sensibilité élevée à l'artémisinine. En effet en 2006, Tinto H et al.

ont rapporté que cette molécule était la plus active parmi quatre molécules testées au Rwanda

70



avec une moyenne géométrique des CI50 de 2,6 nM (71). Cette valeur est légèrement plus 

élevée que la nôtre. Cette différence avec nos résultats pourrait s'expliquer par la différence 

des techniques utilisées. A cela il faut ajouter la variabilité du phénomène de la 

chimiorésistance dans le temps et dans l'espace. 

Nos résultats sont comparables à ceux de Bonkian Léa en 2007 à Bobo-Dioulasso qui avait 

rapporté une moyenne géométrique des CI50 de 1,5 nM (83). Une autre étude menée en 

Ouganda donnait une moyenne de 0,55 nM (72). 

Au vue de tous ces résultats nous pensons que malgré qu'une baisse de la sensibilité à cette 

molécule soit constatée en Asie du Sud-est (19-21), elle présente toujours une bonne activité 

in vitro sur les souches de P. falciparum dans notre sous-région. 

V.3.4. De la sensibilité de la PIP et de la LUM 

Pour ces deux molécules entrant dans la composition des ACT, nous n'avons constaté aucune 

résistance. Les moyennes géométriques des CI50 étaient de 5,23 nM et de 1,72 nM pour la 

PIP et la LUM respectivement. 

Des études déjà réalisées utilisant la méthode isotopique pour la plupart, ont révélé une bonne 

sensibilité in vitro des souches de parasites à la LUM: Il,9 nM au Cameroun (84) et 7,3 nM 

en France (souches importées)(85). Ces résultats bien que différents des nôtres, montrent tout 

de même une bonne activité in vitro de la LUM. 

Pour la PIP, des résultats antérieurs indiquaient des concentrations inhibant 50% la croissance 

parasitaire (IC50) in vitro comprises entre 7,8 et 78,3 nM (66). Sur des souches importées de 

19 pays africains (y compris le Burkina Faso), l'Inde et la Thaïlande, Pascual et al. ont trouvé 

en France des valeurs de CI50 comprises entre Il,8 nM et 217,3 nM (moyenne géométrique = 

66,8 nM) pour la PIP (85). La variation des valeurs des CI50 est probablement due à une 

différence de susceptibilité des souches et des conditions expérimentales. Une autre étude 

réalisée en 2008 en Ouganda, utilisant la même méthode que la nôtre, a rapporté une moyenne 

géométrique des C150 de 0,51 nM pour la LUM et 6,1 nM pour la PIP (72). Ces données sont 

superposables aux nôtres malgré la différence de zone géographique. 
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V.3.5. De la résistance croisée (poly chimiorésistance) 

Dans notre étude nous avons observé une corrélation significative entre les va1curs de CI50 

des antipaludiques. 

1. Entre la DHA et la LUM, 

2. Entre la LUM et la MDAQ, 

3. Entre la MQ et la MDAQ. 

1. Entre la DRA et la LUM: nous avons observé une corrélation positive entre les réponses à 

la dihydroartémisinine et à la luméfantrine (r = 0,28; p = 0,0008). Cela signifie que 28% de la 

variation dans la réponse à la DHA pourrait s'expliquer par la variation dans la réponse à la 

LUM (85). La corrélation significative est en désaccord avec celle constatée par Nsobya et al. 

en 2008 (r = 0,018; p = 0,80) en Ouganda. Par contre nos résultats sont similaires à ceux 

obtenus par Pascual et al., 2012 (r = 0,18; P < 0,00001). Pour suggérer qu'un mécanisme 

d'action identique à deux molécules puissent induire une résistance croisée, le coefficient de 

corrélation doit être assez élevé ( r :::: 0,60) (85). Nos données suggèrent qu'il n'existe pas de 

résistance croisée entre ces deux molécules (r = 0,18); de plus tous les isolats étaient sensibles 

à ces deux antipaludiques. 

2. Entre la LUM et la MDAQ: nos résultats indiquent l'existence d'une faible corrélation 

entre la LUM et la MDAQ (r = 0,17; p = 0,040). Ces valeurs sont si faibles qu'elles ne 

pourraient expliquer l'existence d'une résistance croisée. Cette constatation rejoint celle de 

Nsobya et al., 2010 et de Pascual et al., 2012. 

3. Entre la MQ et la MDAQ: entre ces deux molécules, nous avons observé une corrélation 

assez forte (r = 0,41; p <0,0001) comparativement aux autres couples d'antipaludiques. Peu de 

données existent sur la corrélation entre ces deux antipaludiques. Nos résultats ne concordent 

pas avec ceux de Pascual et al. (r = 0,014; p = 0,030). Comme ces deux molécules sont tous 

lysosomotrophes, nos résultats pourraient signifier l'existence d'une résistance croisée du fait 

de leur mécanisme d'action commun. 
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VII. RECOMMANDATIONS� 

Pour contrôler le phénomène de la résistance aux antipaludiques, nous recommandons: 

Au Programme National de Lutte contre le Paludisme (PNLP) 

•� la mise en place d'une campagne de sensibilisation de nos populations sur la 

gravité du phénomène de la résistance de P. falciparum aux antipaludiques et 

surtout les causes liées aux comportements tels que la non observance au 

traitement, l'auto médication et l'utilisation des médicaments de la rue. 

•� Promouvoir la conduite régulière d'études sur la surveillance de l'efficacité des 

antipaludiques d'usage courant au Burkina Faso. 

Aux partenaires bilatéraux et multilatéraux: 

Consolider et assurer un engagement durable des soutiens financier et technique dans la 

lutte contre le paludisme à travers un financement conséquent de la recherche sur les 

nouveaux antipaludiques. 

A la population générale: 

Utiliser davantage les services de santé qui sont de plus en plus accessibles en consultant 

dès l'apparition des premiers signes afin de contribuer à faire baisser la pression 

médicamenteuse pourvoyeuse de résistance. 
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VI. CONCLUSION 

La susceptibilité de 181 isolats de P. falciparum de la zone de Nanoro a été testée sur cinq 

antipaludiques (LUM, MQ, MDAQ, PIP et DHA) entrant dans la composition des ACT par la 

méthode colorimétrique HRP2 ELISA double-sandwich. Les résultats de cette étude indiquent 

que les souches de P. falciparum de la zone de Nanoro présentent une bonne sensibilité à la 

dihydroartémisinine, à la luméfantrine et à la pipéraquine. On observe par contre une 

résistance de 6,85% à la monodéséthylamodiaquine et 9,09% à la méfloquine. Une corrélation 

significative existe entre les réponses des couples d'antipaludiques DHA/LUM, LUM/MDAQ 

et MQ/MDAQ. Même si une baisse de la sensibilité de P. falciparum aux dérivés à base 

d'artémisinine a été constatée en Asie du Sud-Est, cela n'est pas le cas pour la 

dihydroartémisinine dans notre zone d'étude. Toutefois, la sensibilité in vitro de ces 

différenles molécules doil êlre continuellement évaluée. 
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IX. ANNEXES 

Annexe 1. Fiche de travail pour culture in vitro 

Date Site d'étude . 

NUlnéro d'inclusion . 

Initiales , '" " Age .. , . 

Poids .. 

Jour de visite . 

Prophylaxie antipaludique " , . 

Traitement avant prélèvement. " " " " , ., . 

Densité parasitaire ./ fll de sang 

Espèce plaslnodiale , .. " " , " " . 

Prélevé sur EDTA le Heure .. 

Parasitémie après lavage par RPMI.. ./fll de sang 

Nombre de champs de lecture . 

Dilution Densité parasitaire après dilution ./).11 de sang 

Médicaments étudiés: 

Monodéséthylamodiaquine /- / Méfloquine /- / 
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/ DHA /- / 
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Annexe 2. Drug dilutions HRP2 assay 

Mr5J5.87 Stock concentration: 1 mg/] 

Needed: 3200 -12,5 ng/ml 

Add to 1953111 water or medium 50111 stock (1 mg/ml) 

Concentration in the plate: use in dry assay 3200 ng/ml - 6208 nM 

use in wct assay 2800 ng/ml - 5432 nM 

PHA Mr 284.35 Stock concentration: 1 mg/I 

Needed: 64 - 0,25 ng/ml 

Add to 9765,6 111 water or medium 5 111 stock (l mg/ml) 

Concentration in the plate: use in dry assay 64 ng/ml - 154 nM 

use in wet assay 56 ng/ml - 134 nM 

PIP Mr 999,56 Stock concentration: 1 mgll 

Needed: 1600 - 6,25 ng/ml 

Add to 3850 111 water or medium 50 111 stock (l mg/ml) 

Concentration in the plate: use in dry assay 1600 ng/ml - 1600 nM 

use in wet assay 1424 ng/ml - 1424 nM 

DAQ Mr 332,82 Stock concentration: 1 mg/I 

Needed: 639 -1,24 ng/ml 

Add to 4890111 water or medium 25 111 stock (1 mg/ml) 

Concentration in the plate: use in dry assay 639 ng/ml- 206 nM 

use in wet assay 568 ng/ml - 189 nM 

MQ Mr 414,77 concentration: 1 mg/I 

Nceded: 360 - 0,7 ng/ml 

Add to 8650 /lI watcr or medium 25 /lI stock (l mg/ml) 
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concentration in the platc: tlSC in dry assay 343 ng/ml- 142 nM� 

use in wet dry assay 305 ng/ml - 127 nM� 

Q Mr 396,91 concentration: 1 mg/I 

Needed: 3472 - 6,8 ng/ml 

Add to 3600 /-lI water or medium 100 /-lI stock (l mg/ml) 

concentration in the plate: use in dry assay 3472 ng/ml- 1378 nM 

use in wet assay 3086 ng/ml - 1225 nM 

ART Mr 384,425 concentration: 1 mg/l 

Needed: 76,88 - 0,075 ng/ml 

Add to 8130 ~ll water or medium 5 /-lI stock (1 mg/ml) 

concentration in the plate: use in dry assay 76,87 ng/ml - 29,55 nM 

use in wet assay 68,33 ng/ml - 26,27 nM 

MDAQMr 461 concentration: 1 mg/l 

Needed: 148,8 - 0,129 ng/ml 

Add to 8390 /-lI water or medium 10 /-lI stock (lmg/ml) 

concentration in the plate: use in dry assay 148,8 ng/ml - 68,6 nM 

use in wet assay 132,28 ng/ml- 61 nM 

LUM Mr 528,95 concentration: 1 mg/I 

Needed: 169,26 ng/ml 

Add to 7340 /-lI water or medium 10 /-lI stock (1 mg/ml) 

concentration in the plate: use in dry assay 170 ng/ml - 321 nM 

use in wet assay 152 ng/ml- 287,3 nM 
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Annexe 3. Principe de la technique ELISA 

Principc tic la 1 clanique ELL A 
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Annexe 4. Figure: étapes de réalisation de la méthode in vitro ELISA HRPII 

Dilution et ajout des isolats de 
plasmodium aux plaques de culture 

Il 
Incubation 72h de 5% C02; 5% 02; 
90% N2 à 37°C 

~~ 
Décongélation et hémolyse des 
échantillons de culture 

F1 

'" ..". 

Ajout de l'échantillon de culture 
hémolysé dans les plaques d'ELISA 
sensibilisé à l'anticorps primaire 
MPFM-55A 

CJ.-­

Incubation lh, atmosphère humide, 
f-­

température laboratoire, lavage 3 fois 

V 
Dilution et ajout de l'anticorps 
conjugué(Ac2) MPFG-55P 

'---' 

Incubation lh, atmosphère humide, 
température laboratoire, lavage 3 fois 

v 
Ajout du substrat (Chromogène TMB) 

o 
.-­

incubation 5 à 10 minutes,� 
température ambiante à l'abri de la -1­

lumière.� 

\7 
Arrêt de la réaction :en ajoutant 50 ~I 

d'acide sulfurique lM 

Lire la DO 
à 450 NM 
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