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RESUME

Nous avons conduit une étude sur le polymorphisme de deux genes de Plasmodium
Jalciparum (Merozoite surface Protein 1 : MSP/ et Merozoite surface Protein 2 : MSP2) au
Burkina Faso. Au total, 165 enfants dgés de 6 a 59 mois consultant dans le Centre Médical
de Nanora entre Septembre et Décembre 2006 ont été enrdlés dans [’étude. Deux
combinaisons a base d’artémisinine (Artéméther-Luméfantrine, AL et
AmodiaquinetArtésunate, AQ+AS) ont été utilisées pour le traitement des enfants. Le
protocole standard défini par I'OMS en 2003 pour les études d’efficacité thérapeutique des
antipaludiques a été utilisé¢ pour le suivi des patients. Nous avons utilisé la méthode de la
Reéaction de Polymérisation en Chaine (PCR) pour I’étude des amorces du bloc 2 de MSP/ et
du bloc 3 de MSP2.

Aprés correction par la PCR, nous avons noté une efficacité thérapeutique de 78,05%
pour AL et 87,34% pour AQ+AS. L’¢tude du polymorphisme du gene MSP?2 indique un tres
grand polymorphisme de celui-ci comparé au géne MSP1. Nous avons noté que les alléles K1
pour MSPI et 3D7 pour MSP2 sont celles qui circulaient le plus, par contre ies alleles Ro33
pour le MSPI et FC27 pour le MSP2 sont celles qui circulaient le moins. Pour le MSPI, le
nombre de clones de parasites dans la population d’étude variait de 1 a 4 aussi bien avant
Padministration des traitements qu’aprés I’administration des traitements, tandis que pour le
MSP2, ce nombre variait de 1 a 7 avant "administration des traitements alors qu’aprés
I’admunistration des traitements, il variait de 1 & 6. Nous avons noté une forte proportion des
infections monoclonaies pour le FC27 (53,7%) avant I’administration des traitements,
contrairement au 3D7 pour lequel on notait autant d’infections monoclonales que bi, tri ou
quatre clones. Aprés 1'administration des traitements, nous constatons une sélection
statistiquement significative (p = 0,01) des infections avec le 3D7. Pour les infections avec
FC27, nous constatons également une sélection statistiquement significative (p = 0,02) des

infections,

Mots clés : Plasmodium faiciparum, MSP1, MSP2, polymorphisme, alléles, Burkina Faso
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ABSTRACT

We carried out a study to investigate the polymorphism of Plasmodium falciparum two genes
{Merozoite surface Protein 1, MSPI and Merozoite surface Protein 2, MSP2) in Burkina Faso.
In total, 165 children from 6 to 59 months of age consulting in Nanoro Medical center have
been enrolled from September to December 2006. Children were treated with two Artemisinin
based combination treatments (Artéméther-Luméfantrine, AL and Amodiaquine+Artésunate,
AQ+AS). WHO 2003 standard protocol for antimalarial drugs efficacy studies were used for
the patients’ follow-up. Polymerase Chain Reaction (PCR) was used to analyze the block 2 of
MSP1 and block 3 of MSP2.

The rates of PCR-corrected Adequate Clinical and Parasitological Response were
78,05% and 87,34% for AL and AQ+AS respectively. The analysis of polymorphisms
showed that MSP2 was more polymorphic than MSP/. We noted that K1 for MSP! and 3D7
for MSP2 were the most circulating alleles in the parasites population. However Ro33 for
MSP! and FC27 for MSP2 were the lowest circulating alleles. For MSPI, the number of
alleles varied between 1 and 4 as well before treatment as after treatment whereas, for MSP2,
this number varied from 1 to 7 before treatment and from 1 to 6 after treatment. We also noted
a high rate of monoclonal infections for FC27 (53,7%) before treatment, in opposite to 3D7
which showed as well monoclonal infections as 2, 3 or 4 clones. After treatment we observed
a significant selection of 3D7 selection {p = 0,01). For FC27, we also observed a significant

selection of infections (p = 0,02).

Keywords: Plasmodium falciparum, MSP1, MSP2, alleles, polymorphism, Burkina Faso
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I-INTRODUCTION

Par sa prévalence et son haut niveau de transmission, le paludisme demeure la
premiére endémie mondiale (figure 1). Il constitue un probléme de santé public majeur dans
les zones tropicales. En effet, le paludisme est la premiére cause de morbidité et de mortalité
en Afrique sub-saharienne [7]. Le phénomeéne se voit aggravé aujourd’hui par I’apparition et
I’extension de la résistance du parasite (le plasmodium) aux antipaludiques [20].

La mise au point d’un vaccin efficace constitue aujourd’hui 'un des défis majeurs de
la lutte contre le paludisme. Cependant, cette approche est limitée par la nature du
plasmodium qui est une espéce extrémement polymorphe {7]. En effet, I’existence d’une
grande diversité antigénique entre les souches de Plasmodium falciparum est 'une des
hypothgses avancées pour expliquer la lente acquisition de 1’'immunité contre le paludisme des
individus vivant en zone d’endémie palustre [7]. Cette grande diversité pose également le
probléeme du développement d’un vaccin [2].

La protéine 1 de surface du mérozoite (MSPI) et la protéine 2 de surface du mérozoite
(MSP2) sont deux candidats vaccins et responsables de la réponse immunitaire chez I’homme
I2]. Ces deux protéines sont extrémement diverses {25 alleles différents sont trouvées pour
MSP1 et 19 pour le MSP2 [2]). Du fait de cette diversité, les génotypes de Plasmodium
Salciparum sont presque uniques pour chaque individu [9] ; ce qui permet d’utiliser ces deux
marqueurs pour discriminer les recrudescences des nouvelles infections.

Si plusieurs publications portant sur ces deux protéines ont été réalisées dans le
monde, trés peu de travaux ont été conduit au Burkina Faso concernant I'étude du
polymorphisme associé & ces deux protéines. C’est dans ce contexte que nous avons conduit
la présente étude sur le polymorphisme de MSPI et MSP2 de Plasmodium falciparum chez
des enfants traités en milieu rural du Burkina Faso avec deux combinaisons a base

d’artémisinine.
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Figurel : Le paludisme dans le monde

Source : [14]
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II- DONNEES SUR LE PALUDISME

1.  Epidémiologie

Le Plasmodium est un sporozoaire qui appartient au phylum des Apicomplexa et a
I’ordre des Haemosporidies. Deux hétes successifs sont nécessaires a 1’accomplissement du
cycle : I’homme, 'héte intermédiaire on a lieu la multiplication asexuée ou schizogonique du
parasite, et le moustique du genre anopheles, hote définitif ou s’effectue la multiplication

sexuée ou sporogonique [10}.

1-1 L’anophéle

11 fait partie de la familie des Culicidae et de ’ordre des diptéres. Les anophéles sont des
holométaboles ne présentant que des métamorphoses complétes. Elles passent au cours de leur
vie par quatre stades successifs: ceuf, larve, nymphe et adulte ou imago. Les trois stades sont
aquatiques et les adultes ménent une vie aérienne. Les méles se nourrissent uniquement de jus
sucré et ne piquent pas; par contre les femelles ont besoin de protéines pour assurer le
développement de leurs ovaires. Elles les puisent dans le sang qu’elles prélévent sur les
vertébrés dont ’homme. Ce sont donc les femelles qui piquent et peuvent transmettre le

paludisme.

1-2 Le parasite

Plasmodium est un genre qui comprend de nombreuses espéces (140). Seulement 4 de
ces especes sont pathogénes pour ’homme. Ce sont Plasmodium falciparum, Plasmodium
malariae, Plasmodium vivax et Plasmodium ovale. De ces 4 espéces, Plasmodium falciparum
est 'espece la plus répandue a travers le monde, causant 90% des cas d’infestations mortelles

pour ’homme lorsqu’un traitement n’est pas administré.

1-3 L’homme

Il est I’hdte intermédiaire de Plasmodium falciparum et dispose de facteurs naturels

vitaux au développement du parasite tel que le type hémoglobinique du globule rouge,
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I’équipement enzymatique intraérythrocytaire, la nature des récepteurs membranaires du

globule rouge |10].

2.  Cycle des plasmodies (figure 2)
2-1 Cycle chez I’anophéle

Aprés une piqlre sur un paludéen, le moustique absorbe des schizontes, des corps en
rosace, des gamétocytes. Les éléments asexués sont digérés et seuls les gamétocytes ingérés
poursuivent le cycle [15]. Dans I'estomac du moustique, les gamétocytes se transforment en
gamétes. Le gamétocyte male subit un processus d’exflagellation a la suite duquel les gamétes
femelles sont fécondés. Cela donne un zygote appelé ookinéte qui traverse la paroi de
'estomac de l'anophéle, se¢ fixe sur sa face externe, formant [’oocyste dans lequel
s’individualise les sporozoites. Libérés par I’éclatement de 1’oocyste, ces derniers gagnent
préférentiellement les glandes salivaires de I’anophéle. La durée du cycle sporogonique varie

entre 10 et 40 jours suivant la température extéricure et ies espéces en cause.

2-2 Cycle chez I’homme
2-2-1 cycle exo érythrocytaire

Au cours de son repas humain, le moustique infesté injecte avec sa salive dans un
capillaire des sporozoides sous forme de sporozoites fusiformes qui gagnent rapidement le
foie. Les sporozoites transitent dans la circulation générale et, en quelques minutes, ils
envahissent les hépatocytes grice a une interaction spécifique entre la protéine majeure de
surface du sporozoite (CSP) et un récepteur spécifique situé sur la membrane plasmique de
I'hépatocyte. Ils grossissent, se divisent et constituent en une semaine des corps bleus
(schizontes matures) volumineux, déformant [I’hépatocyte et repoussant son noyau en
périphérie. L’éclatement des corps bleus libére de nombreux mérozoites, qui pour la plupart

passent dans la circulation sanguine.
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2-2-2 cycle intra érythrocytaire

Les mérozoites libérés lors de la rupture de I'hépatocyte pénétrent chacun dans un
érythrocyte grace a un processus parasitaire actif et se différencie au sein de la vacuole
parasitophore en anneau, puis en trophozoite, stade a partir duquel une intense phase
réplicative commence. Le trophozoite grossit, et son noyau se divise, donnant alors un
schizonte qui se charge en pigment malarique ou hémozoine. Celui-ci aprés segmentation,
montre une forme caractéristique de rosace puis libére 8 a 32 mérozoites qui, rapidement
réinfectent des érythrocytes sains. L'ensemble de ce cycle dure 48 heures chez P. falciparum,
P. vivax, P. ovale et 72 heures pour P. malariae.

-- = . g,

-
A "~ Cycle chez I'Anophéle

~- V-

Figure 2: Cycle de Plasmodium falciparum

Source : [6]
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3.  Physiopathologie

Suite 4 une piqidre infestante, le paludisme évolue en :

- période prépatende durant 6 a 15 jours (cycle hépatique)

- période d’incubation, période séparant ’apparition des premiers parasites de
celles des premiers symptomes.

- période d’invasion se traduisant par des céphalées, fatigues, courbatures,
anorexies, vomissement ¢t diarrhées chez 'enfant suite a I’éclatement des érythrocytes
parasités.

- acces palustre avec des pics de fievre tous les deux jours, compte tenu du cycle de
Plasmodium falciparum qui est de deux jours. L’acceés palustre dure de 6 4 10 heures avec
des sensations de froid intense, d’hyperpyrexie et de sudation successivement.

L’acces palustre peut présenter des complications et évoluer en acces pernicieux.

4.  Diagnostic du paludisme

Le diagnostic clinique et biologique permet de détecter le paludisme.
Le diagnostic clinique se base sur ’acces fébrile avec sa périodicité et sa séquence de frisson.
Le diagnostic biologique se base sur la mise en évidence du parasite. Il comprend :

- La goutte épaisse qui est la technique la plus utilisée. Elle consiste a prélever du sang
au bout du doigt pour la confection d’une goutte épaisse et d’un frottis mince sur une lame.
Aprés une coloration au Giemsa ou autres colorants tels que le Field de ces lames,
I’identification du Plasmodium se fait au microscope optique a 1’objectif 100.

-Le test QBC qui consiste a recueillir le sang sur un tube a hématocrite contenant de
I'acridine orange (tube QBC) qui est ensuite centrifugé & 12000 t/min pendani Smin.
L’identification est faite par lecture au microscope a fluorescence. [22]

-La PCR qui consiste a amplifier des séquences spécifiques d’acides nucléiques du
Plasmodium.
-Les tests immunologiques tels que les sondes a ADN et le ParaSight F qui sont souvent

utilisés.
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5. Médicaments antipaludiques

Selon leur mode d’action, ils peuvent étre classés en deux grandes catégories. Les

schizonticides électifs et les inhibiteurs des acides nucléiques. {12]
5-1 Les schizonticides électifs

Ils comprennent les dérivés quinoléiques et les dérivés de I’artémisinine.

- Les dérivés quinoléiques : ce sont les amino-4-quinoléines {chloroquine, amodiaquine) et
les amino-alcools (quinine, méfloquine, halofantrine, luméfantrine). Ces molécules
interférent avec [’utilisation de I’hémoglobine dans la vacuole nutritive en inhibant la

formation de I’hémozoine.

- Les dérivés de P’artémisinine (artésunate, artéméther): cette nouvelle classe
d’antipaludique de type peroxyde, interfére aussi avec |’utilisation de I’hémoglobine, par
libération de radicaux libres, toxiques pour le parasite. Les dérivés de 1’artémisinine ont une
action gamétocytocide, qui réduit la transmission et limite les risques de voir émerger des

résistances.
5-2 Les inhibiteurs des acides nucléiques ou antimétabolites

I1s bloquent la division du noyau de I’hématozoaire. Ce groupe comprend les antifolates,

les naphtoquinones et les antibiotiques.

- Les antifolates : ils sont répartis en deux familles, les antifoliques (sulfamides, dont la
sulfadoxine , sulfones), et les antifoliniques (proguanil, pyriméthamine). Ils agissent au niveau
de la voie de synthése des folates, qui sont essentiels a la biosynthése des acides nucléiques.
Les antifoliques inhibent la dihydroptéroate synthétase (DHPS) qui produit 1’acide folique et
les antifoliniques inhibent la dihydrofolate réductase (DHFR) qui produit I’acide folinique.

- Les naphtoquinones : ’atovaquone est un inhibiteur puissant des fonctions mitochondriales
en bloquant la chaine de transfert d’électrons au niveau de son enzyme-clé, la dihydroorotate

déshydrogénase (DHOdase). Elle a peu d’impact thérapeutique lorsqu’elle est utilisée seule.
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En combinaison avec un antimétabolite (proguanil), on observe une intéressante synergie

d’action grice a une inhibition séquentielle de la synthése des pyrimidines.

- Les antibiotiques : les tétracyclines (doxycycline), les macrolides (érythromycine,
azythromycine, clindamycine) peuvent inhiber la synthése protéique par inhibition de

certaines fonctions de 1’apicoplaste.

En dehors de ces groupes, I’association de certains de ces antipaludiques est un
recours pour le traitement du paludisme dans les pays en voie de développement. Ce sont
entre autre |’amodiaquine + artésunate, artémeter + luméfantrine, artésunate + sulfadoxine -

pyriméthamine, artésunate + méfloquine [18].

6. Quelques rappels sur la chimiorésistance

6-1 Définition

La résistance médicamenteuse est la capacité qu’a un parasite 4 se multiplier ou a
survivre en présence de concentration d’une substance qui, normalement, détruit les parasites

de la méme espéce ou empéche leur multiplication, [10]

6-2 Mécanismes de la chimiorésistance et les facteurs liés

Conséquence d'une mutation chromosomique, spontanée et aléatoire, la résistance des
hématozoaires aux amino-4- quinoléines se traduit par l'absence de pénétration de ces
médicaments a travers la membrane €rythrocytaire, avec pour conséquence, l'absence de leur
fixation sur le noyau des parasites. Ainsi, on congoit que, sous l'influence d'une pression
médicamenteuse, les souches plasmodiales sensibles disparaissent alors que les souches
chimiorésistantes sont sélectionnées et peuvent ensuite étre transmises par les anophéles.
Adaptabilit¢ du vecteur, niveau dimmunité des populations, mouvements migratoires

interviennent ensuite dans la diffusion des souches résistantes. [17]
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7.  Diversité de plasmodium falciparum [6]

A la complexité de la réponse immunitaire répond, au niveau du parasite, une diversité
antigénique, phénotypique et moléculaire. Quatre éléments majeurs participent a la diversité
des populations parasitaires : un important polymorphisme chromosomique et allélique, la

reproduction sexuée ¢t la variation antigénique.

7-1 Polymorphisme chromosomique

Les régions subtélomériques des chromosomes sont le site de fréquents
réarrangements génétiques chez de nombreux organismes et Plasmodium falciparum ne
déroge pas a la régle. La délétion de ['extrémité des chromosomes est un événement qui
contribue de fagon significative au polymorphisme de taille des chromosomes. Des variations
sont observées au cours de la multiplication asexuée des parasites ou in vitro, mais également
lors de la reproduction sexuée. L’instabilité de I'extrémité des chromosomes est en partie
imputée a la présence de motifs répétés. Ces répétitions sont le site privilégié de
recombinaison intra et inter chromosomique 4 D'origine du polymorphisme de taille des

chromosomes,

7-2 Polymorphismes all€liques étendus

La diversité antigénique de Plasmodium falciparum est le reflet d’un polymorphisme
allélique important. Les bases structurelles de ce polymorphisme sont multiples, parmi
lesquelles, les mutations ponctuelles. Cependant Plasmodium falciparum utilise de maniére
intensive d’autres mécanismes afin de générer une telle diversité. Beaucoup d’antigénes
comportent des séquences répétées ; suivant les alléles, celles-ci peuvent varier en nombre, en
taille ou méme de cadre de lecture. Enfin la dégénérescence des répétitions assure un degré de

diversité supplémentaire.

Plusieurs études et techniques ont permis de mettre en évidence le polymorphisme
allélique. Ces techniques sont entre autre le typage génétique d’isolats de zone d’endémie
palustre par PCR des génes de MSP/ et MSP2 ou la RFLP. Chez Plasmodium falciparum, de

nombreux antigénes codés par des génes en copie unique possédent un trés grand nombre
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d’alléles, pouvant, parfois, étre regroupés en familles alléliques de séquence primaire trés

différentes telles que MSP1 et MSP2.
7-2-1- Description du géne MSPI (Merozoite Surface Proteinl)

MSP1 est une protéine localisée sur le chromosome 9 de Plasmodium falciparum. Elle
est composée de 17 blocs dont le plus variable est le bloc 2. Ce dernier, par sa variabilité
permet de distinguer les clones de Plasmodium falciparum. Le bloc 2 comprend les all¢les

K1, Mad20 et Ro33 (figure3).
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Figure 3: Alignement des séquences protéiques déduites du bloc 2 de MSPI.

Source : [6]
7-2-2 - Description du géne MSP2 (Merozoite Surface Protein2)
MSP2 est une protéine située sur le chromosome 2 de Plasmodium falciparum et

comprend 5 blocs. Le bloc 3 de ce chromosome est trés variable et comporte les alléles 3D7 et

FC27 qui permettent de différencier les clones de ce parasite (Figure 4).
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Figure 4 : Diagramme schématique de la structure des deux familles d’alléles de MSP2,

construction de I’expression et des régions conservées de MSP2 Source : [16]

7-3 Reproductions sexuées

La reproduction sexuée du parasite chez I’ Anophéle constitue une étape obligatoire du
cycle biologique du parasite et contribue a la diversité génétique des populations de
Plasmodium falciparum. Les croisements expérimentaux effectués indiquent que des "
crossing over " meiotiques ont lieu. Ceux-ci, conjugués a 'effet de la ségrégation aléatoire
des chromosomes, permettent un réassortiment des combinaisons d’all¢les et I’émergence de
nouveaux génotypes. Par exemple des recombinaisons intragéniques sont a I'origine de la

diversification allélique de MSP1.

7-4 Variations antigéniques

La forte pression de sélection exercé par la diversité de I’hote, a contraint le parasite a
une meilleure adaptabilité et a sélectionné la mise en place d’un processus de variation
phénotypique programmée: la variation antigénique. La variation antigénique chez
Plasmodium falciparum a trois fonctions : une fonction d’échappement au systéme
immunitaire, d'immunorégulation et d’adaptation aux récepteurs endothéliaux de I’hote.

Ces quatre éléments participent au polymorphisme de MSP/ et MSP2 de Plasmodium

falciparum (qui fera I’objet de notre étude), leur conférant ainsi une grande diversité allélique.
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III- OBJECTIF DE L’ETUDE
1. Objectif général
+ Etudier le polymorphisme des génes MSPI et MSP2 de Plasmodium
falciparum sur des souches de parasites provenant d’enfants malades du
Burkina Faso.
2. Objectifs spécifiques
% Déterminer la prévalence des différents alléles des 2 génes au sein de la
population des souches de parasites étudiées.
¢ Déierminer le polymorphisme des différents alléles des 2 génes avant et
apres ’administration des traitements.
% Etudier ’impact des traitements sur la sélection des différents alléles des

deux génes.
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IV- MATERIELS ET METHODES
1- Site et population d’étude

Notre étude s’est déroulée de Septembre a Décembre 2006 a Nanoro qui est
représentatif de 1’un des trois faciés épidémiologique du paludisme au Burkina Faso. Nanoro
est un district sanitaire de 131.710 habitants (statistiques 2005) qui releve de la région
sanitaire du Centre - Quest dont le chef lieu est Koudougou.

Les échantillons que nous avons analysés proviennent d’une étude randomisée ouverte
utilisant les combinaisons Artéméther - Luméfantrine (AL) et Artésunate + Amodiaquine
(AS+AQ) pour le traitement du paludisme simple chez des enfants de 6 & 59 mois. Cette étude

a été approuvée par le comité d’Ethique institutionnel du centre Muraz.

2- Sélection des patients et collecte des données

Les enfants des deux sexes agés de 6 a 539 mois ont été inclus aprés que leurs parents
aient donnés un consentement pour leur participation a ’étude. Les procédures de sélection
des patients ainsi que les critéres d’inclusion sont détaillés dans un protocole standard défini
par 'OMS en 2003 pour les études d’efficacité thérapeutique des antipaludiques [25].

Le suivi clinique et biologique des patients s’est déroulé pendant 42 jours conformément au
tableau I.

Tableau I : Tableau de suivi des patients pendant les 42 jours

Jour o | N 2|53 J7 | N4 | 121 | J28 | J35 | J42 | Autresjours
Visite Vi V2 Y3 Vi V5 Vo V7 V3 |
Histoire médicale X
Consentement éclairs X
Examination clinique X X X X X X X X
Température ¢t poids X X X X X X X X
Lame (GE et X X X X X X X X
parasitémie)
Hématologie {Hb) X X X X
" Evénements indésirables | X X X X X X X
PCR X X X X X X X
| Traitement X X X
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Les traitements étaient administrés aux patients selon une liste de randomisation
définie & 1’avance. La premiére dose du traitement a ét¢ administrée par les infirmiers sur
place au centre de Santé afin d’expliquer aux parents en charge des enfants la bonne pratique
d’administration. Ensuite, le reste du traitement leur a ét¢ remis pour une administration a
domicile conformément aux pratiques standard.

La combinaison AL a été utilisée sous sa forme de spécialité Coartem® (Novartis). La dose
de Coartem® a été administrée de fagon journaliére en fonction du poids pendant 3 jours

(tableau II}. Les comprimés contiennent 20 mg d’ Artéméther et 120 mg de Luméfantrine,

Tableau II : Posologie du Coartem® (Artéméther -Luméfantrine)

Age (poids) I jour 2eme jour 3eme jour
<1an(5a9kg) 1¢cpx 2fj 1 ep/j lep/
l1a4ans (102 14 kg) lepx2/ 1cpx2f 1cpx2fj
4a8ans (15a 24 kg) 2cpx 2/ 2cpx2f 2 ¢px 2/j

Kg = kilogramme ; ¢cp= comprimé ; | = jour

La combinaison AS+AQ a été utilisée sous sa forme de spécialité COARSUCAM™
(Sanofi). La dose de COARSUCAM™ était administrée en fonction du poids corporel une

fois par jour pendant 3 jours (tableau III).

Tableau III : Posologie du COARSUCAM™

Poids Formulation Comprimés/jour

<9Kg COARSUCAM ™ 1
25 mg/67,5 mg

9-17.9Kg COARSUCAM ™ 1
50 mg/135 mg

18-35.9 Kg COARSUCAM ™ 1
100 mg/270 mg
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3-  Analyse moléculaire

3.1. Extraction de I'ADN de Plasmodium falciparum

L’extraction a été effectuée selon le protocole décrit par Chris Dokomajilar [13].
Les confettis imbibés de sang sont découpés a I’aide de ciseaux et introduits dans des tubes
stériles de 1,5 ml. 1 ml de saponine a 0.5% était ajouté et incubé pendant une nuit a 4°C. La
saponine dissout la double couche phospholipidique du globule rouge. Cette altération détruit
la membrane de I’hématie et libére le parasite. L’ incubation a 4°C a pour effet I’inhibition des
enzymes libérées par la lyse des hématies.
Les confettis étaient ensuite lavés a 'aide du PBS 1X jusqu’a ce que la solution devienne
claire. Le PBS est un détergent qui enléve I’hémoglobine et le reste de la saponine présent
dans la solution. Une fois la derniére solution de lavage éliminée, 50 pl de Chelex-100 a 20%
plus 100 pl d’eau stérile sont ajoutés et chauffés a 95°C pendant 10 min dans un bloc
chauffant et remué toutes les 2 minutes.
L’ADN se trouve normalement li¢ aux ions Mg2+ et Ca2+ qui sont des cofacteurs.
Le Chelex-100 permet la chélation de ces cations polyvalents et libére 1’ADN. Le tube est
ensuite centrifugé a 12000g pendant 5 min. Cette centrifugation permet le dépdt du Chelex-
100 au fond du tube tandis que le surnageant qui contient I’ADN est recueilli et conservé a -
20°C.

3.2 Amplification des séquences spécifiques du Plasmodium falciparum

La PCR nichée a été utilisée pour ’amplification des séquences spécifiques d’ADN
plasmodiale. Le mélange réactionnel et I’amplification ont été réalisés selon le protocole de
Chris Dokomajilar [13]. La PCR nichée consiste en une série consécutive de deux PCR au
moyen de deux paires différentes d’amorces. Les fragments d’ADN amplifiés au cours de la
premiére PCR contiennent les séquences qui seront appariées avec la deuxiéme paire
d’amorce et amplifiées. Cette deuxiéme amplification dite «nichée» rend la technique trés

sensible.
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3.3 Détermination du polymorphisme génétique de MSP1 et MSP

Nous avons utilisé la PCR nichée pour déterminer le polymorphisme des deux geénes.
La premiére PCR a consister & amplifier le bloc 2 et 3 de MSP/ et MSP2 respectivement puis
la deuxiéme a servi a génotyper les alléles de ces deux génes a partir du premier produit de
PCR.
Pour la premiére et deuxiéme PCR des deux geénes, les constituants (volume et concentration
des réactifs) sont identiques hormis les séquences des paires d’amorces. Les composants des

mélanges réactionnels de ces deux génes sont présentés dans le Tableau IV.

Tableau IV : Composition des mélanges réactionnels pour la premiére et la deuxiéme PCR

Réactifs Concentration de la Concentration Volume (uL) a
solution stocke finale prélever

H20 ultra pure - - 16,05
Primer sens 10 pM 0,2uM 0,5
Primer antisens 10 pnM 0.2pM 0,5
Tampon 10x Ix 2,5
dNTPs 2mM 200pM 2.5
MgCl 50 mM 1,5mM 0,75
Taq polymérase S UL 1 Unit 0,2
Extrait d'ADN inconnu - 2.0

Volume final =25 pL.

3.3.1 Programme d’amplification des génes MSP/ et MSP2

Lors de la premiére PCR, les couples d’amorces utilisés étaient : OF/OR pour MSP/ et
1/4 pour MSP2. Les 25 pl du mélange réactionnel, contenus dans un micro tube stérile de

0,2ml, ont été incubés dans un thermocycler sous un programme spécifique & chaque géne
(tableau V).
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Tableau V ; Tableau récapitulatif des programmes d’amplifications du MSPI et MSPZ

Génes Amorce et séquences (5'-3") Programme
d’amplification
MI1-OF :(27bp) Dénaturation initiale
CTAGAAGCTTTAGAAGATGCAGTATTG 95°C x 5m
PCR
25 cycles of 94°C x 1m,
MSP1 Premi¢re amplification MI1-OR : (30 bp) 61°C x 45s, 72°C x
CTTAAATAGTATTCTAATTCAAGTGGAT  1.5m
CA Elongation finale
T2°C x5m
Conservation a4 °C
1: (30 bp)
Dénaturation initiale
ATGAAGGTAATTAAAACATTGTCTATTA 94°C x 5m
TA PCR
MSP2 Premiére amplification 40 cycles of 94°C x

4: (30 bp)

ATATGGCAAAAGATAAAACAAGTGTTG
CTG

1.5m, 55°C x 455, 72°C
x 1.5 m Elongation
finale

72°Cx 10m
Conservation a 4 °C

MSP2 (3D7,FC27)

3.3.2 Génotypage des alléles do MSPI (K1, Mad20, Ro33) et du

Cela a consisté a utiliser le produit de la premiére PCR comme source d’ADN. Les

programmes d’amplification de ces différents alléles se trouvent dans le tableau VI,

Les amorces KF/KR, MF/MR, RF/RR ont été respectivement utilisées pour K1, Mad20

et Ro33 et les amorces A1/A2 et B1/B2 ont été utilisées respectivement pour 3D7 et FC27
(tableau VI).
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Tableau VI : Tableau récapitulatif des programmes d’amplifications des différents alleles

Génes | Alléles Amorce et séquences (5°-3") Programme
d’amplification
Kl Dénaturation initiale
M1-KF (30bp) 95°C x Sm
AAATGAAGAAGAAATTACTACAAAAGGTGC PCR
30 cycles of 94°C x 45s,
MI-KR :(30bp) 61°C x 30s, 72°C x Im
GCTTGCATCAGCTGGAGGGCTTGCACCAGA Elongation finale
Mad20 72°C x 5m
MI1-MF : (30 bp) Conservation a4 °C
AAATGAAGGAACAAGTGGAACAGCTGTTAC
MI-MR : (30 bp)
MSsPi ATCTGAAGGATTTGTACGTCTTGAATTACC
Ro33 Dénaturation initiale
MI1-RF (30bp) 95°C x 5m
TAAAGGATGGAGCAAATACTCAAGTTGTTG PCR
30 cycles 0of 94°C x
MI-RR - (30 bp) 45s,63°C x 30s, 72°C x Im
CATCTGAAGGATTTGCAGCACCTGGAGATC Elongation finale
72°C x S5Sm
Conservation a4 °C
Al: (27 bp) Dénaturation initiale
MSP2 GCAGAAAGTAAGCCTTCTACTGGTGCT 94°C x Zm
PCR
A2: (23 bp) 30 cycles:94°C x 1.5m,
iC3D7 GATTTGTTTCGGCATTATTATGA 55°C x 455, 72°C x1.5 m
Elongation finale
B1; (26 bp) 72°Cx 10m
GCAAATGAAGGTTCTAATACTAATAG Conservation 44 °C
B2: (26 bp)
FC27 GCTTTGGGTCCTTCTTCAGTTGATTC

3.3.3 Analyse des produits de la PCR nichée

Les produits obtenus aprés la PCR nichée (séquences nucléotidiques amplifiées) sont

analysés par électrophorése sur gel d’agarose 2,5 % contenant 5l de bromure d’éthidium (5-

éthyl-3,8-diamino-6-phénylphénanthidine). Le gel est déposé dans une cuve a électrophorése

contenant un tampon TBE 1X (Trizma Boric acid EDTA). Cing (5) pl de chaque produit de la

PCR nichée sont déposés dans un puit du gel d’électrophorése. Le produit de la PCR n’est pas

mélangé 4 du bleu de charge car le tampon (Flexi Buffer) que nous avons utilisé est un
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tampon coloré qui a la propriété de maintenir I’ADN au fond du puit. L’électrophorése a ét¢
réalisée a une intensité de 400mA sous une tension de 80 voits pendant 3 heures. Le bromure
d’éthidium a la propriété de s’intercaler entre les fragments d’une molécule d’ADN et quand
il est excité aux rayons ultra- violets, il émet une fluorescence a 622 nm permettant ainsi de
localiser les fragments d’ADN aprés électrophorése. Sous illumination ultra violet, les
fragments d’ADN apparaissent sous forme de bandes a différentes positions sur le gel.

Le polymorphisme des deux génes se caractérise par le nombre de clones (bandes) des
différents alleles. Plus un allele a de bandes plus le géne est polymorphe.

Pour la classification de la réponse au traitement & partir des résultats du MSP/ et du
MSP2, nous avons comparé chez un méme patient la position des clones du jour d’inclusion
(J0) a celle du jour de ré-apparition des parasites (J-€chec). Les résultats sont exprimés en

terme de recrudescence, nouvelle infection ou indéterminé (tableauVII).

Tableau VII: Exemple d’interprétation des gels

Statut Caractéristiques
Nouvelle infection Taille des bandes a JO et J-échec est différent.
Recrudescence Taille de certaines bandes a J) et J-échec sont identiques
Indéterminé PCR négative pour JO ou J-échec

3.3.4 Définition de Pefficacité thérapeutique

Les résultats de 1’efficacité thérapeutique sont exprimeés en terme de:
o Echec Thérapeutique Précoce (ETP):
- Apparition de signes de danger ou de paludisme grave au jour 1, 2 ou 3, en présence d’une
parasitémie
- Parasitémie au jour 2 supérieure 3 celle du jour 0, quelle que soit la température axillaire
- Parasitémie au jour 3 et température axillaire > 37,5 °C

- Parasitémie au jour 3 dépassant d’au moins 25 % celle du jour 0

» Echec Thérapeutique Tardif (ETT)
L’ETT est divisée en Echec Clinique Tardif et en Echec Parasitologique Tardif
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1. Echec Clinique Tardif (ECT):
- Apparition de signes de danger ou de paludisme grave aprés le jour 3, en présence d’une
parasitémie, en |’'absence préalable de tout critére d’échec thérapeutique précoce
- Présence d’une parasitémie et température axiilaire * 37,5 °C un jour quelconque entre le

jour 4 et le jour 42, en I’absence préalable de tout critére d’échec thérapeutique précoce

2. Echec Parasitologiques Tardif (EPT):
Présence d’une parasitémie au jour 42 et température axillaire < 37,5 °C, en [’absence

préalable de tout critére d’échec thérapeutique précoce ou d’échec clinique tardif.

e Réponse Clinique et Parasitologique Adéquate (RCPA) :
Absence de parasitémie au jour 28, quelle que soit la température axillaire, en ’absence

préalable de tout critére d’échec thérapeutique précoce, d’échec clinique tardif ou d’échec

parasitologique tardif.

3.5- Analyse des données

Les données ont été saisies sur le logiciel EXCEL 2003 et analysée avec le logiciel Epi

Info 6.04, Le taux d’échec thérapeutique constitue la somme des ETP et des ETT rapportés a

I'ensemble de I'échantillon. Le test de Chi 2 a été utilisé pour comparer les variables

catégoriclles et mesurer leur association avec un niveau de significativité de 5% (p<0,05).
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V- RESULTATS
1. Résultats globaux

Nous avons inclus au total 165 patients au cours de [’étude. La moyenne d’age globale
était de 25,95 mois et le sexe ratio de 1,54 en faveur de I’homme. Parmi les 165 patients, 83
était sous AL et 82 sous AS+AQ (tableau VIII). A la fin des 42 jours, 161 patients ont pu
terminer le suivi (82 patients sous AL et 79 sous AS+AQ).
Pour déterminer le polymorphisme des deux génes et la prévalence des différents alleles dans
la population des parasites étudiée nous avons pris en compte tous les patients inclus au JO,
soit 165 échantillons. Aprés avoir réalisé la PCR, les résultats étaient interprétables pour 146

échantillons (88,49%) et 151 échantillons (91,51%) respectivement pour le MSPI et le MSP2.

Tableau VIII: Caractéristiques le la population d’étude n (%)

Groupe AL Groupe AQ+AS

83 (50,30) 82 (49,70)

- Sexe : féminin 30 (36,14) 35(42,68)

- Sexe : masculin 53 (63,86) 47 (53.,32)
Age moyenne (en mois) 26,21 25,67
Température moyenne a JO (en °c) 37,96 38,02
Densité Parasitaire & JO : Moyenne 29125 29342

géométrique [95%Cl|

Poids moyen 4 JO (en kg) 10,00 10,12

2. Résultats cliniques et parasitologiques

L’analyse des résultats cliniques et parasitologiques des 161 patients qui ont terminés
leur suivi de 42 jours, indique des taux d’échecs thérapeutiques bruts (avant correction par la
PCR) de 60,07% et de 53,16% respectivement pour AL et pour AS+AQ (tableau IX). La
différence entre ces 2 taux n’était pas statistiquement significative [OR = 1,79 ; IC 95% (0,90
— 3,58]) P = 0,07]. Les résultats obtenus aprés correction par la PCR (all¢les MSP1/MSP2)
indiquent des taux d’échec de 21,95% et 12,66% respectivement pour AL et pour AS+AQ. La
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également, la différence observée entre ces 2 taux n’était pas statistiquement significative [OR

=194 ;1C 95% (0,78 —4,92]) P=0,11].

Tableau IX : Réponse au traitement par AL et AS+AQ avant et aprés PCR [%(n/N)]

AL (N=82) AS+AQ (N=79) P value

ETT RCPA 21T RCPA

. . L 67,07 32,93 53,16 46,84 0,07
Classification non corrigee ( 55 f82) (27 Jpsz) (42 ﬁg) (37 /79)

par la PCR

0,11
Classification corrigée 21,95 78,05 12.66 87.34
par la PCR (18/82)  (64/82) (10/79)  (69/79)

3. Polymorphisme des génes MSPI et MSP2

Les figures 5 et 6 présententMm un exemple de résultats de I’étude du polymorphisme
des génes MSPI et MSP2 pour différents patients. Le patient 154 par exemple hébergeait 3
clones de K1, 1 clone de Mad20 et 1 clone de Ro33. Le patient 022 avait quant a lui 4 clones

de 3D7 et 2 clones de FC27.

Patients 154 156

151 152
alleles [C-|MP[K/|M[ R | K M [R|K|[M R|K|[M|I[R
puits | 1 [ 2 4 | 56 ] 7 9 [10] 11 J12] 13 |15

(Y]

C-= contréle négatif, MP= marqueur de poids moléculaire, K=K 1, M= Mad20, R= Ro33
Figure 5 : Polymorphisme du MSP/ a JO
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Patients 016 018 019 022 024

alleles | C- MP |3D7 | FC27 ,3D7 | FC27 |3D7 | FC27 |3D7 | FC27 | 3D7

FC27

puits 1 2 3 - 5 6 7 8 9 10 11

12

C-= controle négatif, MP= marqueur de poids moléculaire
Figure 6 : Polymorphisme du MSP2 4 JO

3.1 Prévalence des différents alléles des génes MSPI et MSP2 dans la

population d’étude

La répartition des différents alléles circulant dans la population d’étude avant
I’administration des traitements est résumée dans le tableau X. Les all¢les K1 pour MSP/ et
3D7 pour MSP2 sont celles qui circulaient le plus, par contre les alléles Ro33 pour le MSP1 et
FC27 pour le MSP2 sont celles qui circulaient le moins.
Pour le MSPI, les infections avec des souches de type K1 uniquement étaient les plus
fréquentes (28,1%) alors que les infections mixtes avec les souches de type Mad20/Ro33
avaient la fréquence la plus faible (2,7%).
Pour le MSP2, les infections mixtes 3D7/FC27 (58,9%) étaient les plus fréquentes alors que
les infections avec des souches de type FC27 uniquement avaient la fréquence la plus faible
(6%).
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Tableau X: Fréquence des différents alléles des géne MSP1 et MSP2 dans la population des

parasites étudiés

Alléles du MSP1 Nombre d’allele % (n/N)
K1 28,1 (41/146)
K1/Mad20 24,7 (36/146)
Ki/Mad20/Ro33 15,7 (23/146)
K1/Ro33 15,1 (22/146
Mad20 10,3 (15/146)
Mad20/Ro33 2,7 (4/146)
Ro33 3,4 (5/146)
Alléles du MSP2
3D7 35,1 (53/151)
3D7/FC27 58,9 (89/151)
FC27 6 (9/151)

3.2 Polymorphisme du géne MSPI dans la population avant (JO) et aprés

(JR) administration des traitements

L’étude du polymorphisme du gene MSP/ indique que le nombre de clones de
parasites dans la population d’étude variait de 1 & 4 aussi bien avant I’administration des
traitements qu’aprés I’administration des traitements (tableau XI). Dans I’ensemble, 1’all¢le
K1 apparait comme le plus polymorphe avec 53,28% et 24,53% de fréquence des infections
polyclonales respectivement avant et aprés ’administration des traitements.

Nous avons noté une forte proportion des infections monoclonales pour Mad20 (70,51%) et
Ro33 (96,29%) avant I’administration des traitements, contrairement au K1 pour lequel on
notait autant d’infections monoclonale (46,72%) que bi — clonale (45,08%).

En considérant le nombre de clones pour les 3 alléles, le K1 avait un maximum de 4 clones,
contre 3 clones pour Mad20 et 2 clones pour Ro33 avant ’administration des traitements.
Aprés |’administration des traitements, nous constatons une sélection statistiquement

stgnificative des infections monoclonales avec K1 qui passe de 46,72% a 75,5% (p = 0,0004).
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Par ailleurs, nous avons constaté que toutes les infections avec le Ro33 aprés I’administration

des traitements étaient exclusivement monospécifiques.

Tableau XI : Répartition du polymorphisme des alléles du MSP/ avant (JO) et aprés (JR)

traitement
Alléles Nombre de bandes (%) W/N Polyclonalité
1 2 3 4 (%) wN
Kl (46,72) 57/122  (45,08) 55/122  (6,6) 8/122 (1,64)2/122  (53,28) 65/122
Avant Mad20 (70,51) 55/78 (25,64)20/78  (3,85) 3/78 - (29,5)23/78
Traitement Ro33 (96,29) 52/54 (3,70) 2/54 - - (3,70) 2/54
K1 (75,5) 40/53 (16,98) 9/53 (5,66) 3/53  (1,88)1/53 (24,53) 13/53
Aprés Mad20 (85,18) 23727 (14,82) 4/27 - - (14,82) 4/27
Traitement Ro33 (100) 28/28 - - - -

3.3 Polymorphisme du géne MSP2 dans la population avant (J0) et aprés

(JR) Padministration des traitements

L’étude du polymorphisme du géne MSPZ2 indique un trés grand polymorphisme de
celui-ci comparé au géne MSP/. En effet, le nombre de clones de parasites dans la population
d’étude variait de 1 a 7 avant I'administration des traitements alors qu’aprés |’administration
des traitements ce nombre varie de 1 a 6 (tableau XII).

L’allele 3D7 apparait comme le plus polymorphe avec 73,57% et 57,33% d’infections
polyclonales respectivement avant et aprés [’administration des traitements.

Nous avons noté une forte proportion des infections monoclonales pour le FC27
(51,02%) avant 1’administration des traitements, contrairement au 3D7 pour lequel on notait
autant d’infections monoclonales que bi, tri ou quatre clones. Aprés |’administration des
traitements, nous constatons une sélection statistiquement significative (p = 0,01) des
infections avec le 3D7. Pour les infections avec FC27, nous constatons également une

sélection statistiquement significative (p = 0,02) des infections.
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Tableau XII: Répartition du polymorphisme de taille a I'intérieur des alleles du MSP2 avant

{JO) et aprés (JR) traitement

Avant Traitement

Apres Traitement

Alléles

D7

FC27

3D7

FC27

Nombre de bandes (%) wN Polyclonalite
1 2 3 4 5 6 7 (%) /N

26,40y (22,10) (17,90) (20,70) (8,60) (2,90) (1,40)  (73,60) 103/140
37140 31/140 25140  29/140 12/140 4/140 2/140
(51,02) (32,65) (12,42) (3,06) (1,02) (48,97) 48/98
50/98 32/98 12/98 3/98 1/98
42,67y (20,00 (21,33} (933) (4,0) 2,67) (57,33) 43/75
32/75 15/75 16/75 7175 3/75 2/75
(70,0) (20,0) (6,0) 4,0) (30,0) 15/50
35/50 10/50 3/50 2/50
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VI- DISCUSSION

1. De la réponse au traitement avec les deux combinaisons

Le génotypage des génes MSPI et MSP2 est une méthode simple pour déterminer les
recrudescences des nouvelles infections dans les études de Defficacité thérapeutique aux
antipaludiques. [1). La présente étude indique des taux d’échec de 21,95% et de 12,66%
respectivement pour AL et AS+AQ aprés correction par la PCR. Pourtant, ces taux étaient de
67,07% et de 53,16% respectivement pour AL et AS+AQ avant correction par la PCR. Cette
différence avant et aprés correction par la PCR indique toute I’importance de cet outil dans
I’évaluation de ’efficacité thérapeutique des antipaludiques. Les cas de PCR négative que
nous avons relevés ont pu étre dus a une erreur de lecture de la lame qui a confirmé le patient
parasité soit a4 une erreur qui est survenue lors de la réalisation de la PCR. Toutefois, cette
technique pourrait comporter des limites car selon une étude conduite par Atunga Nyachieo et
al au Rwanda, 50% des échantillons classés comme recrudescents par la technique du MSP!
et MSP2 était de nouvelles infections lorsqu’on utilise la technique des microsatellites [4].

Les taux d’échecs obtenus indiquent que les deux médicaments ont la méme efficacité car il
n’y avait pas de différence statistiquement significative. Nos résultats sont similaires a ceux
d’autres études conduites en Afrique. C’est ainsi que pour AS+AQ, il a été rapporté des taux
d’efficacité de 82%, 89% et 70% au Sénégal, au Gabon et au Kenya respectivement [11].
Cependant, une étude conduite en Tanzanie a rapportée des taux d’échecs moins €levés avec
12,2% pour AQ+AS et 2,8% pour AL [21]. Cette différence entre les résultats pourrait
s’expliquer par la différence de transmission entre les différentes régions. Une autre
explication possible de la grande efficacité des traitements en Tanzanie pourrait étre due au
mode d’administration des médicaments. En effet dans I’éude Tanzanienne, I’administration

était observée alors que dans notre étude I’administration était faite a domicile par les parents.

2- De la réalisation des tests de Réaction de Polymérisation en Chaine (PCR)

Au cours de nos analyses PCR, nous avons obtenu des PCR négatives (sans bandes).
Cela pourrait s’expliquer par des erreurs de manipulation technique au cours de la PCR, bien
que nous ayons respecté scrupuleusement le protocole. Une autre explication possible est la
survenue d’erreurs de lecture des lames déclarant un patient positif alors qu’il est négatif. Un

systéme de contréle de qualité régulier au cours de 1’étude aurait permis d’éviter ce probléme,
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mais cela aurait nécessité plus de moyens que nous ne possédons pas dans le cadre de cette

étude.

3- De la prévalence des différents alléles des deux génes dans la population d’étude

Nous avons noté au cours de notre étude pour le MSPI que T'alléle K1 avait la
fréquence la plus élevée et que ’alleéle Ro33 avait la fréquence la plus faible. Nos résultats
étaient similaires & ceux rapporté par G. Peyerl et a/ dans une étude conduite en Ouganda,
avec cependant des proportions plus importantes de 81,1% pour le K1, et 35,5% pour le Ro33
[9]. Des études effectuées par Daibing Zhong et al dans le village de Kisii au Kenya ont
révélé une absence du Ro33 [5]. Cette absence pourrait indiquer une faible représentativité de
cet allele, car dans notre étude il ¢était également trés faiblement représenté avec une
proportion de 3,4%. D’autres études ailleurs dans le monde ont également rapportés des
résultats similaires. En effet, des études conduite par Alichsan Heidari et a/ en Iran et Marcelo
U. Ferreira et a/ au brésil ont rapportés des résultats similaires [3, 19]. Ces résultats nous
indiquent que bien que 1’on observe des différences de proportion en fonction des zones
géographique, la tendance de la répartition des différents alléles du MSPI est homogene et
standard indépendamment de la zone dans laquelle nous pouvons nous situer.

En ce qui concerne les infections mixtes, nous avons noté que les infections qui contenaient le
K1 (K1/Mad20/Ro33, K1/Mad20, K1/Ro33) étaient les plus fréquemment rencontrées avec
les infections K1/Mad20 a la plus forte fréquence. Nous avons par contre constaté que les
infections mixtes qui ne contenaient pas le K1, notamment les infections avec Mad20/Ro33
étaient trés faiblement représentées. Cette tendance des infections mixtes a également été
confirmée dans I’étude conduite par Fousseyni et a/ au Gabon [8]. Ces résultats nous
permettent d’émettre "hypothése selon laquelle I’alléle K1 améliorerait le “’fitness’” et donc
la survie des infections mixtes dans lesquelles elle est présente.

En ce qui concerne le MSP2 nous avons noté une trés faible proportion des infections avec
I’alléle FC27 et une proportion plus importante des infections avec 1'alléle 3D7. Nos résultats
corroborent les tendances observées par G. Peyerl et a/ dans leur étude menée en Ouganda
avec toutefois des proportions plus élevées de 66,7% pour le 3D7et 55,6% pour FC27 [9].
Nous avons également noté dans notre étude que bien que les infections mono - spécifiques
avec l'alléle FC27 soit faiblement représenter (6%), on notait une grande proportion

d’infections mixtes 3D7/FC27 qui était de 58,9%. Cette méme tendance a €té rapportée dans
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I’étude menée au Gabon par Fousseyni et a/ [8]. Ces résultats nous conduisent a €mettre
I’hypothése selon laquelle la présence des souches avec I’aliéle 3D7 améliore le “’fitness’” des

souches avec 'alléle FC27 et améliore ainsi leur survie.

4. Du polymorphisme des 2 génes avant et aprés I’administration des traitements et

Pimpact des traitements sur la sélection des différents alléles.

En ce qui concerne le MSP/, les résultats de notre étude indiquent qu’avant traitement
'allele K1 était plus polymorphe avec 4 clones possibles suivit du Mad20 avec 3 clones
possible et du Ro33 avec 2 clones possible. Aprés traitement nous avons constaté que le
nombre de clones restait a 4 pour le K1, mais diminuait pour le Mad20 qui passe a 2 et le
Ro33 qui passait a un seul clone. Ces résultats sont confirmés par ceux rapporté par Agnes et
al dans une étude conduite au Gabon en 2003 [2]. Ce polymorphisme de taille observé
pourrait s’expliquer par la structure du bloc 2 qui montre que le Ro33 n’est pas étendu sur ce
bloc par rapport aux deux autres qui y sont tres distribués. La constance du nombre de clones
pour le K1 avant et aprés traitement, indique une faible sensibilité des clones de cet alléle aux

traitements avec les 2 combinaisons étudiés,

En ce qui concerne le MSP2, nous avons noté le trés grand polymorphisme de ce géne
comparé au MSPI. En effet le nombre de clones avant le traitement allait jusqu’a 7 pour 3D7
eta 5 pour le FC27. Aprés le traitement ce nombre passe a 6 pour le 3D7 et a 4 pour le FC27.
Ces résultats ont déja été rapportés dans d’autres études [24]. Ce polymorphisme pourrait étre
dl 4 une recombinaison génétique par crossing over ou aux délétions et insertions de bases

qui se produiraient dans la séquence de I’ ADN au cours de la mitose [23].

Nous avons également noté aussi bien pour le MSPJ que pour le MSP2 une sélection des
infections monoclonales aprés les traitements pour tous les alléles. Cela indique que pour
plusieurs clones d’un méme alléle, les souches peuvent étre indépendamment sensibles ou
résistants sans tenir compte de cette appartenance commune. La sélection des infections du
FC27 évoluant dans le méme sens que celle du 3D7 aprés traitement conforte notre hypothése
évoquée plus haut et selon laquelle cet alléle a un faible “’fitness’” nécessitant la présence du

3D7 pour lui assurer une meilleure survie.
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VII- CONCLUSION

Au terme de cette étude sur le polymorphisme des génes MSPI et MSP2 au Burkina
Faso, nous avons noté 1'importance du rble des ces deux génes dans |'interprétation des études
d’efficacité thérapeutique aux antipaludiques. L’étude du polymorphisme des deux génes dans
la population des souches de parasites ctrculant nous 2 permis de fournir pour la premiére fois
des données sur le sujet au Burkina Faso qui indique une forte prévalence de I’allé¢le K1 pour
le MSPI et de lallele 3D7 pour le MSP2. Elle nous a permis également d’émettre plusieurs
hypothéses qui restent 4 confirmer par des études plus large et si possible couvrant les trois
faciés épidémiologiques du Burkina Faso. L’étude de I’impact des traitements sur le
polymorphisme de ces deux génes nous a permis de relever le trés grand polymorphisme du
géne MSP2 comparé au gene MSP1. Elle nous a permis également d’émettre 1'hypothése de la
faible sensibilité de I'alléle K1 du MSP! vis-a-vis des traitements comparativement aux autres

alléles.

Perspectives
o Les résultats que nous avons obtenus sur le polymorphisme des génes MSP1 et MSP2

concerne le site de Nanoro qui est représentatif de 1'un des trois faci¢s
é¢pidémiologique du Burkina Faso. Une étude dans les autres faciés sera nécessaire en
vue d’établir une cartographie de ce polymorphisme sur I’ensemble du pays.

o Nous avons également émis plusieurs hypothéses au cours de cette étude et I'initiation
d’étude plus large comme indiquée plus haut permettrait de confirmer ces hypothéses.

o L’initiation d’une étude utilisant les microsatellites permettra de vérifier 1’hypothése
de la surestimation des cas de recrudescences évoqués par Atunga Nyachieo et al au
cours de 1’étude qu’ils ont conduit au Rwanda et qui indiquait que 50% des
échantillons classés comme recrudescents par la technique du MSP/ et MSP2 était de

nouvelles infections lorsqu’on utilise la technique des microsatellites.
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