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Etude de la relation entre la mutation génétique Pfmdrl-Y184Fet la

chimiorésistance de Plasmodiumfalciparum à l'amodiaquine

Résumé:

Le paludisme est une parasitose affectant annuellement 350 millions de personnes
avec plus d'un million de décès. La chimiorésistance aux antipaludiques est l'une des
causes majeures de cette morbidité. Le contrôle de cette chimiorésistance passe par la
détermination des marqueurs moléculaires pour chaque antipaludique. Cependant,
l'Amodiaquine, antipaludique financièrement accessible et toujours efficace au
Burkina Faso, n'a aucun marqueur moléculaire spécifique.

Ainsi, nous avons investigué sur le rôle de la mutation Pfmdrl-184F en cas de
recrudescence parasitaire à l'Amodiaquine.

La goutte épaisse a servi pour déterminer les patients positif a une mono infection
a Plasmodium falciparum. Les recrudescences parasitaires ont été déterminées par
PCR nichée des gènes MSPI et MSP2 ; et la mutation Pfmdrl-184F a été mise en
évidence par PCR - RFLP.

Sur 118 patients positifs a P. falciparum, 12,71% ont présenté un échec
thérapeutique et seulement 5,78% de ces cas d'échecs thérapeutiques étaient dus a
une recrudescence parasitaire. Là prévalence de la mutation Pfmdrl-184F avant
traitement était de 69,49%.

Statistiquement il n'y a pas d'association entre la présence de cette mutation et la
survenue de recrudescence parasitaire après traitement à l'Amodiaquine.

Mots clés: Plasmodium falciparum ; chimiorésistance; Mspl ,. Msp2,. P.fmdrl-Y184F

Summary :

Every year, 350 millions persons are victim from malaria and about 1 million of
these die. Chemoresistance is a major cause of this morbidity. To control this
chemoresistance we need to determine the molecular marker of each anti malarial
drug. Whereas, there is no marker for Amodiaquine a low cost and efficient drug in
Burkina Faso .Thus, we plan to determine the relationship between Pfmdrl-184F
mutation and Amodiaquine failure due to parasite recrudescence.

We determined Plasmodium falciparum. positive patients with blood smear technic.
MSPI and MSP2 nested PCR discriminated recrudecent parasites from new infection
ones. To study Pfmdrl-184F mutation we used PCR - RFLP technic.

118 patients were blood smear positive, and from these 12.71% failed to
Amodiaquine. From these failures too, 5.78% were due to recurrent parasitemia. The
prevalence of Pfmdr1-184F mutation were 69.49%.

We found no relationship between Amodiaquine failure and Plasmodium falciparum.
Pfmdrl-184F mutation.

Key words : Plasmodiumfalciparum ; chimiorésistance; Mspl ,. Msp2 ,. P.fmdrl-Y184F
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ETP: Echec Thérapeutique Précoce

ETT: Echec Thérapeutique Tardif

MSP1, 2: Merozoite Surface Protein 1, 2
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V: volt

bp: base paire
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1. INTRODUCTION

Le paludisme est une parasitose causée par un protozoaire hématozoaire du

genre Plasmodium. Les parasites de ce genre peuvent infecter une large gamme de

mammifères dont l'homme. On estime l'origine de cette parasitose au sein de la

population humaine entre 6000 et 10000 ans (Cowman et Baum, 2002; Joy et al.,

2003).

Durant la première moitié du vingtième siècle, l'humanité se croyait capable

d'éradiquer le paludisme (Russel, 1955). Mais un demi-siècle plus tard, cette maladie

tue plus d'un million de personnes par an.

L'une des causes majeures de cette forte mortalité est l'émergence de la

chimiorésistance à la fin des années 1950 aux antipaludiques utilisés jusqu'alors

(Cortese et ai., 2002; Tal.isuma et al., 2003, Hastings, 2004). De nos jours une

résistance de Plasmodium aux médicaments tels que la sulfadoxine-pyrimethamine

(SP), la chloroquine, l'arnodiaqutne est largement répandue à travers le monde

(Wongsrichanalai et at., 2002). Depuis les premiers reports d'une absence d'efficacité

des antipaluqiques sur les Plasmodium, d'importantes investigations ont conduit à la

mise en évidence de l'impl.ication de mutations génétiques chez les parasites leur

conférant cette résistance. Ainsi, des mutations au niveau des gènes Pfcrt et Pfdhfr ont

été respectivement associées à la chimiorésistance de P. falciparum à la chloroquine et

à la sulfadoxine-pyrimethamine (Fidock et al., 2000; Cowman et al, 1988).

Les marqueurs Pfcrt-K76T et Pfmdr1-N86Y de la résistance à la chloroquine

(même famille chimique que l'amodiaquine) sont associés à la chimiorésistance à

l'amodiaquine. Mais leur présence n'est pas indispensable pour la survenue de la

chimiorésistance à l'amodiaquine. (Holmgren et al., 2005). De plus, peu de résultats

sont disponibles sur le rôle des autres allèles de la chloroquino-résistance (Pfmdr1­

184, 1034, 1042, 1246) dans la chimiorésistance à l'amodiaquine.

Aussi, l'amodiaquine demeure t-il toujours un antipaludique efficace et financièrement

plus accessible aux pays en voie de développement (D'Alessandro et Kuile, 2006;

Grandesso et ai., 2006).

Il y a alors une nécessité d'investiguer le rôle de la mutation Pfmdr1- Y1 84F dans

la chirntoréststance de P. falciparum à l'amodtaqutne.
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Il. OBJECTIFS DE L'ETUDE

2.1. OBJECTIF GENERAL

L'objectif général du présent travail était d'étudier de la relation entre la

mutation génétique Pfmdr1-184F et les échecs thérapeutiques (recrudescences) a

l'amodiaquine au cours d'une saison de transmission du paludisme au Burkina Faso.

2.2. OBJECTIFS SPECIFIQUES

1. Déterminer la prévalence des échecs thérapeutiques cliniques et

parasitologiques,

2. Déterminer la prévalence de la mutation Pfmdr1-184F dans la population

d'étude,

3. Mesurer l'association entre la présence de la mutation Pfmdr1-184F et les échecs

thérapeutiques (recrudescences) à l'amodiaquine.
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III. GENERALITES SUR LE PALUDISME

3.1. LE PARASITE ET SES VECTEURS

Le paludisme est causé par des sporozoaires sanguins du genre Piasmodtum. Plus

de 100 espèces plasmodiales ont été décrites mais seulement quatre espèces sont

parasites de l'homme. La responsabil.ité de Plasmodïum dans la transmission du

paludisme à l' homme a été établie par Alphonse Laveran en 1880 à Constantinople. Il

s'agit de Plasmodium vivax, P. ovale, P. maiariae et P. [alciparutn. Cette dernière est

l'espèce la plus pathogène chez l'homme et est responsable de 74 %des cas c1.iniques

(Korenromp, 2004).

Les Plasmodium sont transmis aux humains par les femelles de certains

moustiques du genre Anopheles au cours de leurs repas sanguins. Une vingtaine

d'Anopheles sont vecteurs du paludisme. En Afrique, Anopheles gambiae, A. funestus

et A. arabiensis sont les vecteurs couramment rencontrés (Kiszewski et

Teklehaimanot, 2004).

3.3. LE CYCLE PARASITAIRE DU PLASMODIUM

Le cycle de vie du Plasmodium (Figure 1) admet un hôte intermédiaire (l'homme

ou d'autres mammifères) chez qui a lieu une reproduction asexuée et un hôte

définitif (le moustique) chez qui a lieu la reproduction sexuée.

La première partie de ce cycle commence quand un moustique infecté par

Plasmodium [alciparutn injecte 5 à 20 sporozoïtes dans le sang humain au cours de

son repas. Ces sporozoïtes migrent rapidement (30 min) vers le foie et envahissent les

hépatocytes, où ils se multiplient et se développent en schizontes puis en mérozoites:

c'est la phase hépathocytaire ou première phase de multiplication asexuée. A leur

maturité, les mérozoites sont libérés suite à l'explosion des hépatocytes se retrouvent

dans le sang OIJ elles vont entreprendre la deuxième phase de multiplication asexuée

ou phase érythrocytaire. Au cours de cette phase, les rnérozoïtes provenant du foie

infectent les hématies se multiplient et se développent en trophozoïtes puis en

schizontes. La prolifération des schizontes éclate les hématies et I.ibèrent de
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nouveaux mérozoYtes. Ces rn érozoïtes réinfectent d'autres hématies établissant ainsi

des cycles synchrones dont la durée est fonct ion de l ' espèce plasmodiale.

Après un certain nombre de cycles, et pour des raisons non encore élucidées, les

mérozoïtes se différe ncient en des formes sexuelles tes gamétocytes mâles

(microgamètes) et femelle (marco-gamètes).

Les cellu les reproduct rices ainsi formées sont absorbées par l ' anophèle femelle

au cours d'un repas sanguin transférant ainsi le parasite chez son hôte définitif. Une

fois dans l ' intesti n du moustique, le micro-gamèt e et macro-gamète fusionnent pour

donner un ookynete qui va s'attacher puis traversée la paroi intestinale du moustique.

Une fois du côté extérieur de la paroi intestinale} l 'ookynete se transforme en

oocyste. Il va s'en suivre un cyde sporogonique de multiplication et de transformation

successive qui va donner des sporozoït es, Ces sporozoïtes vont migrer dans les glandes

salivaires du moustique et seront transmis à l 'homme au cours d'un deuxième repas

sanguin.

Figure 1: Cycle de vie du Plasmodium {alciparum

Source: http: / / www. uni· tuebingen.de/ modeting/i mages/ malaria_LifeCycle.gif
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3.2. AMPLEUR DU PALUDISME DANS LE MONDE

Maladie parasitaire, le paludisme se rencontre dans tout le monde intertropical à

savoir l'Aste du sud est, en Amérique du sud, au Moyen orient et t'Afrique

subsaharienne (Figure 2).

Dans le monde, on enregistre annuellement 350 à 500 millions de cas cliniques

de paludisme (Koren romp, 2004) occasionnant plus d'un million de décès. Environ

60%des cas cliniques et plus de 80% des cas de décès ont lieu en Afrique au sud du

Sahara (WHO, 2003 ). Toutes les évaluations épidémiologiques s' accordent à dire que

les personnes les plus vulnérables au paludisme sont les enfants de moins de cinq ans

et les femmes enceintes (Hay et ai. , 2004 ; Snow et al., 200 5).

En zone endémique, ta maladie entraîne une réduction de la croissance

économique de 1,3%(Gallup et Sachs, 200 1).

Figure 2: Répartition géographique du paludisme dans le monde [WHO, 2004].
Source : http:/ /www.who.int /m alaria/m alariaendemiccountries.html
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3.4. FORMES CLINIQUES DU PALUDISME A PLASMODIUM FALCIPARUM

En fonction des symptômes on distingue plusieurs types d'accès palustres

(paludisme asymptomatique, le paludisme simple, paludisme grave, le paludisme

viscéral évolutif, le neuropaludisme, la fièvre bilieuse hémoglobmurtque). Ces

symptômes dépendent de l'immunité de l'hôte, des facteurs génétiques liés aux

parasites.

• Le paludisme asymptomatique se caractérise par la présence, chez un hôte, de

parasites asexués sans aucun symptôme clinique.

• Le paludisme simple se caractérise par des accès palustres classiques sans aucun

signe de malignité. La période d'incubation dure entre 7 à 10 jours et est

asymptomatique. Cette phase, suivie par la phase d'invasion se caractérise par

une fièvre continue (39-40°C) accompagnée de céphalées, nausées ou

vomissements. Enfin on a la phase d'état (les accès palustres surviennent

toutes les 48 h) qui se caractérisent par des fièvres 39-40°(, des frissons, des

sueurs accompagnées de céphalées, de vomissements et d'une splénomégalie

parfois d'une hépatomégalie. En l'absence de traitement les accès palustres

simples peuvent se compliquer en accès palustres graves.

• Le paludisme grave s'observe surtout chez les sujets non immuns (enfants,

femmes en ceintes, voyageurs). L'accès palustre grave se caractérise par

plusieurs états dont on peut retenir (WHO, 2003) :

Une densité parasitaire supérieure à 200000 parasites asexués/pl de sang

Une anémie sévère: hémoglobine < 5 g/dl, hématocrite < 20 p. 100

Un ictère clinique ou une élévation de la bilirubine totale (50 urnol/I)

Une insuffisance rénale marquée par la chute de la diurèse « 400 ml/j)

ou une élévation de la créatinémie (265 urnol/I)

Une hyperthermie (40,5°C)

Une hypoglycémie < 2,2 mmol/l

Des troubles digestifs:diarrhée, vomissements

Une hémoglobinurie

Un oedème pulmonaire

L'expression majeure de ces formes graves est le neuropaludisme qui se

caractérise par une atteinte cérébrale par les parasites.
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3.5. DIAGNOSTIC BIOLOGIQUE DU PALUDISME

Selon que l'on détecte le parasite, ses métabolites, ou les anticorps qui lui sont

spécifiques on distingue:

• Diagnostic direct qui permet de détecter le parasite ou sa présence. Il s'agit de :

La microscopie: la goutte épaisse (GE), le frottis mince et la fluorescence

sont basées sur la capacité de certains colorants (Giemsa, Fields) et de

certains composés fluorescents (acridine orange, Bromocrésol pourpre) de

se fixer préférentiellement sur l'ADN. Ainsi au moyen du microscope

photonique ou à fluorescence, on observe les parasites (Plasmodium) au

sein des hématies infectées

Détection de séquences d'acides nucléiques spécifiques: La PCR, permet

d'amplifier des séquences spécifiques d'acides nucléiques de Plasmodium

(ARN 18S, circumsporozoïte: rnérozoïte surface Protein 1 et 2). Les

produits d'amplification sont révélés par électrophorèse ou par

radioactivité. Cette technique moléculaire permet une détection, inter et

intra spécifiques, de Plasmodium avec un seuil inférieur à cinq parasites

par microlitre de sang (Moody, 2002). Cette technique est onéreuse et

requiert des heures.

La détection d'antigènes du Plasmodium: Des kits commerciaux ( Rapid

diagnostic Test ou RDT)permettent de détecter des antigènes

plasmodiales par une capture en sandwich (anticorps-antigene-anticorps

marqué) de ces antigènes. Quelques kits couramment rencontrés sont le

-Parastght F test» et «OptiMAL». ParaSight F permet la détection de la

HRP2 (Histidine Rich Protein 2), une protéine synthétisée par les

trophozoïtes et les jeunes gamétocytes de

P. [atcipatum. OptiMAL permet la détection de la pLDH (p-Lactate

Déshydrogénase) est une enzyme synthétisée par les formes sexuées et

asexuées de Plasmodium Cette enzyme est détectée par le test. Ces

techniques sont peu sensibles (supérieur à 100 parasites par microlitre de

sang) et non quantitatif (Moody, 2002).

• Diagnostic indirect ou Détection d'anticorps anti-Plasmodium: La recherche

d'anticorps sériques bio synthétisés contre les parasites est souvent utilisée
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pour diagnostiquer une infection à Plasmodium. Cependant, des anticorps

sériques persistent après l'infection; d'où l'inconvénient de cette technique.

3.6. POLYMORPHISME GENETIQUE DE PLASMODIUM FALCIPARUM

Plasmodium [alciparum possède trois types d'acides nucléiques : nucléaire,

mitochondrial et plastidique utilisés pour l'étude la diversité génétique du parasite.

L'ADN nucléaire comporte 25 à 30.106 paires de bases reparties sur 14 chromosomes

de tailles différentes. Les événements génétiques (recombinaison, crossing-over) et

les pressions 'immunitaires sont à l'origine de l'émergence de polymorphisme au

niveau des antigènes du Plasmodium. Chez P. [alciporum, les gènes de

polymorphisme les plus utilisés pour la différenciation des clones infectants sont:

• msp1: localisé sur le chromosome 9, ce gène comporte 17 blocks et code pour

une glycoprotéine de surface du rnérozoïtes de190 kDA (Merozite surface

Protein 1). La variabilité du block 2 (K1, MAD20, RD33) sert à la

différenciation des clones de P. [olciparum

• msp2: ce gène situé sur le chromosome 2 est divisé en 5 blocks et code pour

une glycoprotéine de surface de 28kDA (Merozite surface Protein 2). La

variabilité du block3 (IC3D7ou FC27) est utilisée pour différencier les

clones.

• Glurp: Glutamate rich protein.

• MkrosateWtes: TA81 , TA60, TA40, PFPK2 ...

Ces marqueurs de polymorphismes servent à la différenciation des parasites

recrudescents de ceux qui infectent nouvellement un patient au cours d'un

traitement antipaludique.

3.7. MEDICAMENTS ANTIPALUDIQUES

Suivant leurs modes d'action, les antipaludiques sont regroupés en quatre

groupes.
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3.7.1. Les schizonticides

Ils regroupent la qumme, l'amodiaquine, la chloroquine, l'halofantrine, la

mefloquine les dérivés de l'artemisinine. Ces drogues sont actives dans les vacuoles

digestives des schizontes sanguins. Au sein des hématies parasitées, Plasmodium

catabolise l'hémoglobine en donnant l'hème, une molécule qui lui est toxique.

Normalement, le parasite polymérise l'hème en un pigment non toxique

(l'hemozoïne). Les schizonticides inhibent la détoxification de l'hème en hemozoïne,

d'où leur létalité pour le parasite.

3.7.2. Les antifolates

L'acide folique est un cofacteur enzymatique essentiel pour la biosynthèse de

l'ADN. Les antifolates tels que la sulfadoxine, analogue structural de l'acide para­

amino benzoïque (pABA), inhibe spécifiquement l'activité de la dihydropteroate

synthétase du parasite. La pyrimethamine et le cycloguanil, analogues structuraux du

dihydrofolate, sont des inhibiteurs compétitifs du dihydrofolate réductase de

P. [alctparum. L'inhibition, de ces enzymes de la biosynthèse de l'ADN, entraîne un

arrêt de la multiplication des parasites.

3.7.3. Les drogues anti-mitochondriales

Ces médicaments sont actifs dans les mitochondries. L'atovaquone, analogue

structural du coenzyme Q, inhibe préférentiellement la chaîne de transport

d'électron qui est nécessaire pour la biosynthèse de l'ATP (Ittarat et al., 1994) du

Plasmodium. La tétracycline et la clindamycine inhibent la biosynthèse des protéines

mitochondriales.

Il existe aussi des drogues inhibitrices les réactions redox telle que la primaquine

qui inhibe les réactions d'oxydo réductions des métabolites de la quinine. Elle est très

active sur les parasites pré-erythrocytaires.
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3.8. CHIMIORESISTANCE AUX ANTIPALUDIQUES

3.8.1. Définition de la chimiorésistance

La chimiorésistance parasitaire est l'aptitude d'une souche du parasite à survivre

et où se multiplier malgré l'administration et l'absorption d'un antipaludique donné,

à des doses thérapeutiques supérieures ou égales à la dose limite tolérable par un

sujet humain (WHO, 1965). Cet antipaludique doit être en contact direct avec le

parasite ou les érythrocytes 'infectés pendant un temps nécessaire pour l'action

normale du médicament (Bruce-chwatt et al., 1986).

3.8.2. Mécanismes de la chimiorésistance aux antipaludiques

3.8.2.1. Mécanisme de la chimiorésistance à l'amodiaquine (AQ) et aux amino 4

quinoléines

Les amino 4 quinoléines (chloroquine, quinine, amodiaquine) et précisément la

chloroquine (CQ) inhibe la détoxification de l'hème dans la vacuole du parasite

entraînant ainsi une accumulation de la CQ dans la vacuole des phénotypes sensibles

de Plasmodium [alciparum. Les phénotypes CQ résistants empêchent l'accumulation

intra vacuolaire de l'antipaludique grâce à des protéines de transport (PFCRT, Pgh1)

situées dans la membrane vacuolaire (Fidock et ai., 2000; Mu et al., 2003).

L'amodiaquine (AQ) étant de la même famille thérapeutique que la CQ, le mécanisme

de résistance à l'AQ serait probablement similaire à celui de la CQ.

3.8.2.2. Mécanisme de la chimiorésistance aux antifolates

Les phénotypes sulfadoxine-pyrimethamine résistants de P. [alciparum possèdent

des formes mutantes de la DHFR (Dihydrofolate réductase) et de la DHPS

(Dihydropteroate synthétase). Ces enzymes mutantes n'ont aucune spécificité pour la

sulfadoxine-pyrimethamine et par conséquent ne sont pas 'inactivés par celles-ci.
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3.8.3. Déterminants de la chimiorésistance

Plusieurs facteurs contribuent à l'apparition et l'émergence de la

chimiorésistance.

3.8.3.1. Facteurs liés aux antipaludiques

La fréquence et l'usage massif des antipaludiques entraîneraient une émergence

de la chimiorésistance soit par sélection d'individus résistants soit par induction de

mutations. En effet, plus la pression médicamenteuse est forte et constante, plus les

parasites s'évertuent à s'adapter et se reproduire malgré cette pression. Cette

adaptation se manifeste par une émergence de la chimiorésistance (Payne, 1988;

Diourte et aï., 1999). Les antipaludiques à demi vie longue (rnefloquine 10-40 jours;

sulfadoxine pyrimethamtne 95-180 h) éliminent les parasites sensibles et protégent

l'organisme contre les nouvelles infections. Cependant lorsque leur concentration

sanguine est inférieure au seuil thérapeutique, on assiste à une recrudescence voire

un envahissement de l'organisme par les souches résistantes (Hastings et al., 2002).

3.8.3.2. Les facteurs liés aux humains.

L'immunité de prémunition améliore l'efficacité thérapeutique d'un

antipaludique. Les personnes naïves au paludisme développent une immunité non

spécifique contre les parasites et sont donc des réservoirs de multiplication et de

propagation des souches plasmodiales chimiorésistances (Alene et Bennett, 1996).

3.8.3.3. Les facteurs liés au parasite

Indépendamment de toute pression médicamenteuse, des mutations spontanées

susceptibles d'Induire une résistance peuvent survenir au niveau du génome

plasmodial. Moins le nombre de mutations requis pour la chimiorésistance est élevé,

plus vite la chimioresistance intervient (White, 1999).

Le niveau de transmission du paludisme dans une zone influence aussi

l'expansion de la chimiorésistance; mais son rôle exact est mal connu. Pour certains

auteurs, en zone endémique la forte transmission favorise l'émergence de souches

plasmodiales résistantes (Molyneux et at., 1999). Pour d'autres par contre, en zone

à transmission faible, le risque d'apparition de parasites chimiorésistances est élevé
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(White, 1999). En effet, compte tenu de la nature monoclonale des infections dans

ces zones, la probabilité que deux gamètes, porteurs de gènes de résistances,

fusionnent est élevée dans ces zones. Une troisième hypothèse soutient que le niveau

de transmission n'affecte pas l'apparition et l'extension de la chimiorésistance

(Hastings, 1997).

3.8.3.4. Les facteurs liés aux vecteurs et à l'environnement

Une capacité vectorielle élevée entraînerait l'expansion de la chimiorésistance

car elle favorise une infestation permanente de l'hôte. De plus, certaines souches

chimiorésistantes se reproduisent plus facilement chez le vecteur (AnopheLes dirus)

que les souches chimfosenstbtes (Wernsdorfer, 1994).

3.8.4. Méthodes d'études de la chimiorésistance de Plasmodium

falciparum

Le choix d'une méthode dépend des objectifs visés (phénotypique, génotypage

ou nature biologique d'un antipaludique) et des technologies disponibles (PCR,

microscopie, radio marquage, ELISA).

3.8.4.1. Tests in vitro

PLasmodium faLciparum est un parasite cultivable. Les tests in vitro sont basés

sur la capacité de certains médicaments à inhiber la croissance de PLasmodium en

milieu de culture. En fonction des moyens de mesure de cette inhibition on a :

• Le microtest de l'OMS (Organisation Mondiale de la Santé) qui permet au

moyen d'un microscope de dénombrer les trophozoïtes.

• Le microtest isotopique qui permet la mesure de la croissance parasitaire par

l'évaluation de la quantité d'hypoxanthine radioactive incorporée dans les

molécules d'ADN néosynthetisées du parasite.

• Les tests colorimétriques sont des tests qui permettent la mesure de la

croissance de P. faLciparum grâce à la détection d'enzymes spécifiques du

parasite. Ces enzymes sont détectées soit par la tochnique ELISA (enzymes
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HRP2 et pLDH respectivement par la HRP2 test et la pLDH DEll test) soit par la

mesure de leurs activités (pLDH test).

• Les tests in vitro permettent de déterminer le phénotype des souches

plasmodiales vis-à-vis des drogues antipaludiques.

3.8.4.2. Tests in vivo

Standardisé par l'OMS, ces tests rendent compte de la nature biologique des

traitements antipaludiques. Des patients souffrant de paludisme sont sélectionnés,

traités avec un antipaludique puis sont suivis sur le plan clinique et biologique

pendant 28 ou 42 jours suivant le régime thérapeutique reçu. Les résultats sont

définis en termes d'échec thérapeutique précoce (ETP), échec clinique tardif (ECT),

échec parasitologique tardif (EPT), réponse clinique et parasitologique adéquate

(RCPA) de réponse clinique et parasitologique.

3.8.4.3. Tests moléculaires

Les techniques de biologie moléculaire (amplification spécifique de fragment

d'ADN ou de séquençage du génome), ont permit l'élucidation des mécanismes

moléculaires de la chimiorésistance et identification de marqueurs moléculaires de la

chimiorésistances de Plasmodium aux antipaludiques. Ainsi certains allèles mutants

sont associés dans la chimiorésistance de P. falciparum (Le Bras et Durand, 2003) :

• Pfcrt-K76T: est associé à la CQ résistance.

• Pfmdr1-NB6Y: sans être la cause, il contribue à la résistance à la chloroquine.

• Pfdhfr-S10BN: sa présence est associée à la résistance à la pyrimethamine.

• Pfdhps-A437G: sa présence est associée à la résistance à la sulfadoxine.

• Pfmdr1 copy number : est présumé associe a la résistance aux artémisinines.

• PfAtpase6: est présumé associe a la résistance aux artémisinines
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IV. METHODOLOGIE

4.1. SITES ET POPULATION D'ETUDE

De septembre à novembre 2004, périodes à forte transmission de paludisme,

cette étude fut menée dans trois villes (Dori, Koupèla, Nanoro) représentants deux

des trois niveaux épidémiologiques du paludisme au Burkina Faso.

Dans l'optique de sélectionner, les patients, sans biais; il fut réalisé une étude

longitudinale prospective randomisée à l'amodiaquine versus sulfadoxine­

pyrimethamine. Cependant seuls les patients randomisés à l'amodiaquine ont fait

l'objet de notre étude. Durant la période d'étude, l'équipe de recherche s'est

installée dans des centres de santé des localités concernées et à inclus tous sujets de

des deux sexes habitants la localité et volontaires pour participer.

Tout patient suspecté de paludisme a bénéficié d'un examen parasitologique de

Plasmodium (goutte épaisse). Parmi les patients positifs à Plasmodium [aiciparum,

ceux retenus pour l'étude ont été sélectionnés selon des critères définis par l'OMS en

2003.

4.2. CALCUL DE LA TAILLE DE L'ECHANTILLON

En 2004, une étude menée au Burkina Faso (Barennes et al., 2004) a révélé que

la prévalence des échecs thérapeutiques à l'amodiaquine était de 4%. Pour un risque

d'erreur de 5%, la taille minimale de notre échantillon devait être de 60 patients. En

incluant une marge d'erreur de 10% du fait de la possibilité d'abandon par certains

patients; la taille minimale requise pour notre échantillon est de 66 patients.

4.3. COLLETTE DES DONNEES ET SUIVI DES PATIENTS

La procédure de collecte des données, cliniques et biologiques, est détaillée

dans le protocole définit par l'OMS en 2003. Le régime thérapeutique à l'amodiaquine

était et de 10 mg d'AQ / kg de poids; en prise unique pendant 3 jours. Durant 28 jours

les patients bénéficièrent d'un suivi au cours duquel les données sont collectées selon

un programme indiqué par le Tableau ci-dessous.
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Tableau 1: Suivi des patients et collecte des échantillons biologiques

Autres
Jour JO J1 J2 J3 J7 J14 J21 J28

jours

Gouttes épaisses et
X X X X X X X

Frottis minces

Confettis pour la
X X X X X X X

PCR

Taux d'hémoglobine X X

Examen clinique X X X X X X X X

4.4. ETUDES MOLECULAIRES

Ces études moléculaires avaient deux composantes essentielles qui étaient

l'étude du polymorphisme génétique de msp1 et msp2 de Plosmodium [aiciparum et

le génotypage de l'allèle Pfmdr1-184. Ces analyses ont été réalisées en utilisant la

méthode de -polyrnerase chain reaction» (PCR) ou réaction de polymérisation en

chaine. Cette méthode comporte trois grandes étapes qui sont l'extraction du

matériel génétique, son amplification et la révélation des produits d'amplification.

4.4.1. Extraction de l'ADN génomique de Plasmodium

L'ADN a été extrait à partir des papiers confettis par la méthode de chelex-100

(Plowe et at., 1995). Brièvement, les érythrocytes sont lysées dans une solution de

saponine 0,5% puis l'ADN est séparé des autres composants cellulaires grâce à une

résine de chelex 5%.
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4.4.2. Amplification des séquences spécifiques d'ADN

Nous avons utiltsé la méthode de «Nested PCR» pour l'amplification des

séquences d'ADN de P. faldparum. Cette variante de la PCR, consiste en une série

consécutive de deux PCR au moyen de deux paires différentes d'amorces. Les

fragments d'ADN amplifiés au cours de la première PCR contiennent les séquences qui

seront appariées avec la deuxième paire d'amorces. Cette deuxième amplification

dite «nichée» rend la technique très sensible.

4.4.2. Détermination du polymorphisme génétique de msp 1 et msp2

La polyclonalité des infections à P. faldparum a été déterminée par une nested

PCR des gènes msp1 et msp2.

4.4.2.1. Mélange réactionnel et programme d'amplification de msp1 et smp2

Pour la msp1 et msp2, les constituants (volume et concentration des réactifs)

sont identiques hormis les séquences des paires d'amorces. Les composants des

mélanges réactionnels pour la première et la deuxième PCR de msp1 et msp2 sont

présentées dans le Tableau II. Le produit de la première amplification sert de source

d'ADN pour la deuxième amplification.
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Tableau Il : Composition des mélanges réactionnels pour la première et la deuxième

PCR

Réactif

H20 ultra pure

Primer sens

Primer antisens

Buffer

dNTPs

MgCI

Taq polymérase

Extrait d'ADN

PCR 1

Concentration Volume (~I) à
prélever

19,525

50 ~M 0,05

50 ~M 0,05

10X 2,5

20 mM 0,25

25 mM 1,5

5 U/~l 0,125

inconnue 1

Volume final =25 ~I

PCR 2

Concentration Volume (~I) à
prélever

20,025

50 ~M 0,05

50 ~M 0,05

10X 2,5

20 mM 0,25

25 mM 1,5

5 U/~l 0,125

inconnue 0,5

Lors de la première PCR les couples d'amorces utilisés étaient : 01/02 pour

msp1 et 52/53 pour msp2; au cours de la seconde PCR les amorces N1/N2 et 51/54

ont été respectivement utilisés pour la msp1 et la msp2.

Les 25 ut, contenus dans un micro tube stérile, sont incubés dans un thermo

cycler (Master cycler grad;ent) sous un programme spécifique à chaque gène (Tableau

III) .
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Tableau III : Tableau récapitulatif des programmes d'amplifications de chaque gène.

Gènes Amorce et séquences (5'-3') Programme d'amplification

1ère amplification.
01:5'CACATGAAAGTTATCAAGAACTIGTC3' 94°( x 3min;( 94°( x 2Ss; SOO( x 3Ss;

02 :5'-GTACGTCTAATICATTTGCACG 3' 68°( x 2min 30s) x 30; nO( x 3min

MSP1

Zème amplification.
N1: 5'·GCAGTATIGACAGGTIATGG-3' 94°( x 3min;( 94°( x 2Ss; SOO( x 3Ss;

NZ: 5' ·GATIGAAAGGTATTTGAC-3' 68°( x 2min 30s) x30; nO( x 3min

1ère amplification.
53: 5'·GAAGGTAATIAAAACATIGTC-3' 94°( x 3min; (94°( x 2Ss; 42°( x 1min;

SZ :5'-GAGGGATGTIGCTGCTCCACAG-3' 6S0( x 2min,) x30; nO( x 3min

MSP2

Zème àmplification.
51: 5'-GAGTATAAGGAGAAGTATG-3' 94°( x 3min; (94°( x 2Ss; SOG( x 1min;

54 :5'-CTAGAACCATGCATATGTCC-3' 70 0( x 2min, ) x30; nO( x 3min

4.4.2.1. Analyse des produits de la PCR nichée

Les produits obtenus après la PCR nichée sont analysés par électrophorèse sur

gel d'agarose1,5 % contenant 51J1 de bromure d'ethidium (5-éthyl-3,8-diamino-6­

phénylphénanthidine). Le gel est déposé dans une cuve à électrophorèse contenant

un tampon TBE (Trizma Borie acid EDTA) 1X. 5 IJl de chaque produit de la PCR nichée

est mixé avec 21J1 de bleu de charge puis le mélange est déposé dans un puit du gel

d'électrophorèse. La forte densité du bleu de charge lui permet de demeurer avec la

solution d'ADN dans le puit d'électrophorèse. L'électrophorèse est réalisée à une

intensité de350mA sous une tension de 80 volts pendant 3 heures. Le bromure

d'ethidium a la propriété de s'intercaler entre les fragments d'une molécule d'ADN;

et d'émettre une fluorescence à 622 nm quand il est excité aux rayons ultra violets.

Sous illumination ultra violet, les fragments d'ADN apparaissent sous forme de

bandes à différentes positions sur le gel. Pour un même patient, On compare le

nombre et la position des bandes de fragments d'ADN du jour d'inclusion (JO) et du

jour d'échec thérapeutique (J-échec). Les résultats sont exprimés en terme de

recrudescence, nouvelle infection ou indéterminé.
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Exemple non exhaustif d'interprétation des gels

Statut Caractéristiques

Nouvelle infection Nombre et taille des bandes à JO et J-échec sont différents

Recrudescence Taille de certaines bandes à JO et J-échec sont identiques

Indéterminé PCR négative pour JO ou J-échec

Pour un même patient, on détermine le statut à partir du polymorphisme de la

msp 1 et de la msp2.

4.4.3. Génotypage de l'allèle Pfmdr1-184

La détermination du statut sauvage ou mutant de l'allèle Pfmdr1-184 a été

déterminé par nested PCR en utilisant les paires d'amorces définis par Duraishingh

(Duraishingh et at., 2000). La première série de PCR a été effectuée avec la paire

d'amorces A1 / A3 dans un mélange réactionnel de 25 III (Tableau IV). Une particularité

de cette méthode est la nécessité d'une digestion enzymatique avant la migration des

produits d'amplification.
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Tableau IV: Mélange réactionnel pour la première et la deuxième série de PCR de

Pfmdr1-184F

Réactif

H20

Primer sens

Primer antisens

Buffer

dNTPs

MgCl2

Taq polymérase

Solution d'ADN

Final volume = 25 1-11

Concentration

10 mM

10 mM

10X

2 mM

50 mM

5 U11-11

inconnu

Volume à prélever (1-11)

16,05

0,5

0,5

2,5

2,5

0,75

0,2

2

Ce mélange a été incubé dans un thermocycler sous le programme décrit dans le

Tableau V. Le mélange réactionnel de la deuxième série de PCR a été réal.isé avec les

amorces AVA4. A ce mélange, nous avons ajouté 2 !JI du produit de la première

amplification; puis nous avons incubé dans un thermocycler sous un programme

définit dans le tableau ci-dessous.

Tableau V : Programmes d'amplifications et séquences des primers pour analyse de

Pfmdr1-184.

Gène et
étape de la Primers (5' -7 3') Programme d'ampIification

PCR

94°C x 2 min

Pfmdr1-184 A1 :TGTTGAAAGATGGGTAAAGAGCAGAAAGAG (94°C x 1min, 45°C x 1min, ?ZoC x

PCR1 A3 :TACTTTCTTATTACATATGACACCACAAACA
1min) x40
?ZoC x 5 min
Conservation à 4°C

94°C x 2 min

Pfmdr1-184 A4:AAAGATGGTAACCTCAGTATCAAAGAAGAG (94°C x 1min, 52°C x 1min, ?ZoC

PCR2 A2: GTCAAACGTGCAI 111 IIATTAATGACCATTTA
x1min) x40
?ZoC x5 min
Conservation à 4°C
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Afin de servir de témoins, l'ADN d'une souche sauvage 307 et d'une souche

mutante HB3 à l'allèle Pfmdr1-184 sont parallèlement ampl.ifiés avec les échantillons.

La souche sauvage 307 possède la forme allélique Pfmdr1-184F tandis que la souche

mutante a pour forme allelique Pfmdr1- Y184F.

Remarque : Dans la nomenclature des aminoacides, F et Y représentent

respectivement la phénylalanine et la tyrosine. Donc la protéine

sauvage contient la phénylalanine en position 184 tandis que la

protéine mutante porte la tyrosine en position 184.

4.4.3.1. Digestion de l'ADN par l'enzyme de restriction Oral et Electrophorèse du

produit de la digestion

Oral est une enzyme de restriction de type Il qui coupe de manière spécifique et

reproductible le produit de la nested PCR en toute région de séquences

nucléotidiques définit par la symétrie suivante:

~ Site de coupure

5' -I.:'-I!f! A A A-3'
f....0

3' -A A A lJiii[~I- 5'r· ..... p .•

Afin de digérer le produit de la nested PCR, 10 I-Il d'une solution réactionnelle de

Oral ont été réalisés (Tableau VI). A cette solution réactionnelle nous avons ajouté 10

I-Il du produit d'amplification de la nested PCR. L'ensemble (20 I-Il) contenu dans un

microtube Eppendorff a été incubé à 3rc dans un bain marie. A 3rC, Dra 1 possède

une activité optimale.

A la fin de la digestion, le produit final est déposé sur gel d'agarose 2,5 %

contenant 7,5 I-Il de BET pour 100 I-Il de TBE 1X. L'électrophorèse a lieu en milieu

tamponné (TBE 1X) à 350 mA sous une tension de 80 V.

Tableau VI : Mélange réactionnel de digestion avec le Oral

H20

Tampon:NEB4
ORAl
Produit de Nested PCR
Volume final = 20 I-Il

Concentration

10X
100X

inconnu

Volume à prélever «(JI)

6

2

2
10
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L'ADN de la souche sauvage 307, digéré par Oral, donne deux bandes (242bp, 204

bp) visibles sous illumination du gel aux ultraviolets. L'ADN de la souche mutante

HB3, après digestion, donne trois bandes (242 bp, 173 bp, 114 bp) visibles aux

ultraviolets. Le caractère sauvage ou mutant d'un échantillon est déterminé en

fonction de la position des bandes par rapport à celles de HB3 ou 307.

4.5. ANALYSE DES DONNEES

Pour la saisie des données, nous avions utilisé le logiciel EXCEL 2003.

L'analyse statistique a été effectuée par les logiciels Epi Info 6.04 et SPSS 11.0

Les résultats de l'efficacité ;n vivo des traitements sont exprimés terme de:

• Echec thérapeutique précoce (ETP): échec survenu entre JO et J3

• Echec d'inique tardif (ECT): échec survenu entre J4 à J28

• Echec parasitologiques tardif (EPT): échec survenu à J28

• Réponse clinique et parasitologique adéquate (RCPA) : absence des cas ci-dessus

Le test de Chi-deux et le test exact de Fisher ont servi pour comparer les

proportions et mesurer l'association entre certaines variables. Une valeur de p- 0,05

a été considérée comme statistiquement significative.

4.6. CONSIDERATIONS ETHIQUES

Le protocole de cette étude fut approuvé par le comité d'éthique institutionnel

du centre Muraz/lRSS. Les patients ont été 'inclus après obtention d'un consentement

éclairé matérialisé par la signature d'une fiche établie à cet effet. Tous les patients

inclus ont bénéficié d'une prise en charge médicale gratuite.
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VI. RESULTATS

5.1. CARACTERISTIQUES DE LA POPULATION D'ETUDE.

Sur un total de 228 patients randomisés à l'amodiaquine, 206 patients ont

bénéficié d'un suivi durant 28 jours. Pour notre étude nous avons sélectionné,

aléatoirement, 118 échantillons (Dori = 36, Koupèla = 51, Nanoro = 31).

La moyenne d'age dans la population d'étude était de 5,5 ans avec pour valeurs

extrêmes 9 mois et 35 ans. Le sexe ratio (Masculin/féminin) était de 1,07 pour les 118

patients. Les détails, sur le suivi des patients, sont donnés par la figure ci-dessous.

Nombre de patients inclus

514

Patients randomisés à la

sulphadoxine-pyrimethamine

216

Patients randomisés

l'amodiaquine

228

Patients exclus: 22

- 7 : retrait de consentements
- 6 : prise d'autres antipaludiques
- 9 : perdus de vue

Patients ayant accompli tout

le suivi de 28 jours

206

Sélection aléatoire: 118

- Dori: 36 patients
- Koupèla: 51 patients
- Nanoro : 31 oatients

Figure 3: Diagramme de suivi des patients
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5.2. RESULTATS CLINIQUES ET PARASITOLOGIQUE

La Figure 4 montre les prévalences obtenues après traitement à l'amodiaquine.

La prévalence moyenne, des échecs thérapeutiques enregistré sur l'ensemble des

sites d'étude, était de 12,71 %(lC95% = [7,29 - 20,1]). Cette prévalence était variable

d'une région à une autre (p = 0,018011).

120.00%

100.00% , .

80.00% f·············

60.00%

20.00%

0.00%

.. Echecsthérapeutiques >;

.. RCPAn

Dori Koupèla Nanoro

*Echecs thérapeutiques: Echecs Cliniques + Echecs Parasitologiques

**RCPA : Réponses Cliniques et Parasitologiques Adéquates

Figure 4 : Résultats cliniques et parasitologiques par site d'étude

Après cette première analyse des résultats obtenus in vivo, l'amplification des

gènes de polymorphisme msp1 et msp2, des cas d'échecs thérapeutiques a permis de

d'ajuster les résultats parasitologiques (Figure 5). Ces résultats ont permis de

différencier les cas recrudescents parasitaires des nouvelles infections chez les

patients au cours du suivi. Ainsi, la prévalence des échecs thérapeutiques, dus à la

recrudescence, était de 5,98 %(IC95 %= [2,44 - 11,94]) dans la population d'étude.

Par ailleurs nous n'avons pas observé une influence de la zone d'étude sur la

prévalence des échecs thérapeutiques (Tableau 1). En effet la prévalence des échecs

était statistiquement similaire pour tous les sites (p = 0,140557). Au sein d'un même

faciès épidémiologique les échecs thérapeutiques ne variaient pas significativement

(p = 0,131888).
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Figure 5 : Résultats cliniques et parasitologiques par site d'étude après ajustement
par la PCR

Tableau VII : Résultats cliniques et parasitologiques par faciès épidémiologique après

un ajustement par la PCR

Echecs
thérapeutiques

Faciès de Nanoro +

Koupèla

7,4 % (6/81)

Faciès de Dori

2,8 % (1/36)

p

0,305691

Par ailleurs aucune variation significative n'a été observée quant à la survenue

des échecs thérapeutiques en fonction du sexe La prévalence était de (2/7) et

(59/110) respectivement chez les hommes et chez les femmes (p =0,257052).

27



5.3. PREVALENCE DE L'ALLELE PFMDR1-184

Le génotype de l'allèle Pfmdr1-184 a pu être déterminé pour 100% (118/118) des

échantillons. La prévalence de l'allèle mutant Pfmdr1-184F, avant la thérapie à

l'amodiaquine était de 69,49 % (IC95% = [60,34; 77,63]) dans la population

plasmodiale rencontrées. Cette prévalence n'était pas différente en fonction des sites

d'études (p = 0,423196). Le Tableau 2 ci-dessous donne les prévalences des allèles en

fonction des sites.

La répartition de l'allèle mutant était uniforme quelque soit l'âge du sujet

(p =0,404363). Il en était de même pour la distribution de dans les deux sexes (p =
0,199287).

Tableau VIII: Prévalence des allèles en fonction du site d'étude

Dori Koupéla Nanoro p

Pfmdr1-Y184F 77,8% (28/36) 66,7% (34/51) 64,5% (20/31) 0,42

Pfmdr1-184F 22,2% (8/36) 33,3% (17/51) 35,5% (11/31) 0,42

5.4. RELATION ENTRE LA MUTATION PFMDR1-Y184F ET LES ECHECS

THERAPEUTIQUES A L'AMODIAQUINE.

Afin de déterminer si la présence de la mutation Pfmdr1-184F, en période

prétraitement, était associée aux échecs thérapeutiques à l'amodiaquine; nous avons

comparé les prévalences de l'allèle mutant Pfmdr1-184F chez les cas d'échecs

thérapeutiques (recrudescences = 10/13) et chez les cas de RCPA (72/105). Nous

avons constaté que statistiquement il n'existait pas d'association entre l'allèle

mutant Pfmdr1-84F et les échecs thérapeutiques dus à une recrudescence des

parasites (p = 0,395661).
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VI. DISCUSSION

6.1. L'EFFICACITE THERAPEUTIQUE DE L'AMODIAQUINE.

Le diagnostic différentiel des parasites recrudescents et de parasites

nouvellement infectants a permis de détecter 5,98 % d'échecs thérapeutiques à

l'amodiaqutne. Une étude d'efficacité thérapeutique de l'amodiaquine menée par

une équipe de l'IRSS/DRO en 2005 révèle 8,1 % d'échecs thérapeutiques à

l'amodiaquine (Zongo et at., 2005) à Bobo-Dioulasso (Burkina Faso). Une

comparaison révèle que la différence n'est pas statistiquement significative (p =

0,490609).

Nous avons constaté que ni la localité ni le faciès épidémiologique ni le sexe du

patient n'étaient liés à la survenue d'échecs thérapeutiques. Ceci s'expliquerait par

le fait que les échecs thérapeutiques seraient dus à des facteurs liés au parasite et à

l'immunité de l'hôte.

En fonction de l'âge du patient, nous avions enregistré 7 cas d'échecs

thérapeutiques chez les enfants de moins de 11 ans tandis qu'aucun cas d'échec n'a

été constaté chez les patients d'au plus 10 ans. Ce constat nous fait émettre

l'hypothèse selon laquelle l'âge est un facteur de risque pour la survenue des échecs

thérapeutiques. Cette hypothèse est soutenue par des études d'efficacités

thérapeutiques qui ont montré des Odds Ratios avec leurs intervalles de confiances

supérieurs à 1 (Djimdé et al., 2001; Tinto et al., 2003; Khalil et at., 2005).

Cependant cette hypothèse n'était pas vérifiée dans la présente étude car

statistiquement il n'y avait pas d'association entre l'âge et les échecs thérapeutiques

à l'amodiaquine. L'on pourrait probablement aboutir à cette association à condition

d'effectuer des études d'ordre immunogénétique.
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6.2. PREVALENCE DE L'ALLELE PFMDR1-184F EN PERIODE PRETRAITEMENT A

L'AMODIAQUINE

Apres analyse par PCR nichée suivie d'une restriction enzymatique par Oral, nous

avons obtenu, pour l'allèle mutant Pfmdr1-184F, une prévalence de 69,49 %(82/118).

avec IC95% = [60,34 - 77,63].

Etant donné que l'amodiaquine était moins utilisée que la chloroquine, ces

mutations proviendraient probablement d'une sélection contre la chloroquine. Par

ailleurs, vu que la chloroquine et l'amodiaquine ont le même mode d'action,

certaines souches mutantes chloroquine résistantes pourraient simultanément être

amodiaquine résistantes.

6.3. RELATION ENTRE LA MUTATION PFMDR1-184F ET LES ECHECS

THERAPEUTIQUES DUS A LA RECRUDESCENCE

Apres comparaison de la prévalence de l'allèle mutant Pfmdr1-184F chez les

patients avec un RCPA et chez les patients ayant présentés un échec thérapeutique

du à la recrudescence, nous avons constaté qu'il n'existait pas association entre la

présence de l'allèle mutant et la survenue d'échecs thérapeutiques. Dokomajilar et

ses collaborateurs avaient abouti au même résultat (Dokomajilar et al., 2005) .
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VII. CONCLUSION

Dans le but de déterminer le rôle de la mutation Pfmdr1-184F dans les cas

d'échecs thérapeutiques à l'amodiaquine, nous avons mesuré la prévalence des

échecs thérapeutiques et celle de l'allèle mutant dans la population d'étude. Nous

avons constaté que:

• La prévalence des échecs thérapeutiques dus à la recrudescence était de

5,98 %dans nos sites d'étude.

• La prévalence de l'allèle mutant Pfmdr1-184F était de 69,49 %.

• 66,7 %des cas d'échecs thérapeutiques hébergeaient des parasites ayant

l'allèle mutant Pfmdr1-184F

Du point de vue statistique, il n'existait pas d'association entre la présence de

l'allèle mutant et la survenue d'échecs thérapeutiques.

L'amodiaquine, du fait de son coût relativement faible, et de son efficacité

(5,8 % d'échecs thérapeutiques) s'avère un médicament profitable dans les

combinaisons thérapeutiques recommandées par l'OMS pour les traitements

antipaludiques.

Cette étude confirme que l'allèle mutant Pfmdr1-Y184F n'est pas la cause

directe des échecs thérapeutiques à l'amodiaquine. Ce qui oriente nos futures

recherches vers la détermination du rôle exact de la mutation Pfmdr1-184F dans les

échecs à l'amodiaquine ainsi que l'investigation sur le rôle des autres mutations

Pfmdr1 (1034, 1042, 1246...) dans les résistances à cet antipaludique.

Perspective

Mesure de la pharmacocinétique de l'amodiaquine

Au cours de cette étude aucune propriété pharmacologique de l'amodiaquine n'a

été mesurée. La mesure de la pharmacocinétique du médicament chez les sujets

d'étude permettrait d'évaluer la demi-vie de l'amodiaquine. La connaissance de

cette demi-vie, en plus des résultats cliniques et parasitologiques, permettrait une

meilleure interprétation de la chimiorésistance pour un sujet donnée et cela en

accord avec la définition de la notion de chimiorésistance (Bruce-chwatt et al.,

1986).
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