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Résumé

Le paludisme affecte annuellement prés de 350 millions de personnes causant plus d’un million de
déces par an. La chimiorésistance est ’'une des causes majeures de cette mortalité. Le contrdle de cette
chimiorésistance passe par la détermination des marqueurs de résistance.

Notre étude a porté sur la relation entre les marqueurs de résistance des genes Pfmdr-1 et Pfcrt et
les échecs au traitement des combinaisons ASAQ et AL. Le recrutement des patients a eu lieu dans 1’aire
du district sanitaire de Nanoro et les critéres d’inclusion et d’exclusion ont été ceux définis par I’OMS. Le
suivi des patients s’est effectué pendant 42 jours et la Réaction de polymeérisation en chaine (PCR) a été
utilisée pour les analyses moléculaires.

Apres la correction des résultats par la PCR, au jour J42 les taux d’échecs thérapeutiques étaient
17,46% pour ASAQ et 10,30% pour AL. Les taux de prévalence des mutations ont été de 25,76% ;
47,66% ; 5,1% et 53,93% pour Pfmdr-1 86Y, Pfmdr-1 184F, Pfmdr-1 1246Y et Pfcrt 76T
respectivement.

Notre étude a permis de comprendre que la combinaison ASAQ sélectionnait certains all¢les lors
de son usage notamment une diminution des alleles sauvages D1246 et K76 et ’augmentation des alléles
mutants 1246Y et 76T. Par contre la combinaison AL, sélectionnait seulement [’alléle sauvage
PfmdrIN86 parmi les all¢les analysés.

Toute fois, il est important de noter une association entre certains marqueurs moléculaires et la

recrudescence avec le traitement a I’ASAQ : 76T ; 184F et I’haplotype 86Y/76T.

Mots clés : Plasmodium falciparum, Pfmdr-1; Pfcrt ; MSPI et 2, mutation.




Abstract

Malaria annually affects nearly 350 million people causing over one million deaths per year.
Chemo resistance is a major cause of mortality. The monitoring of this resistance is through the
determination of resistance markers. Our study focused on the relationship between the resistance marker
of genes Pfindr-1 and Pfcrt and failures in treatment combinations ASAQ and AL. Patient recruitment
took place in area of health district Nanoro and the criteria for inclusion and exclusion were those defined
by WHO criteria. Patient follow-up was conducted for 42 days and the polymerase chain reaction (PCR)
was used for molecular studies. After correcting the results by PCR, in J42 the therapeutic failure rate was
17.46% for ASAQ and 10.30% for AL. The prevalences of mutations were 25.76%, 47.66%, 5.1% and
53.93% Pfmdr-1 86Y, Pfmdr-1 184F, Pfmdr-1 and 1246Y Pfcrt 76T respectively.

Our study has helped to understand that the combination ASAQ selected alleles at some of its use include
a decrease in wild alleles D1246 and K76 and increased mutant alleles 1246Y and 76T. On the contrary
AL selected only wild allele Pfindr IN86 among alleles analysed.

An association between certain molecular markers and the increase was found during treatment with

ASAQ: 76T; 184F and double mutation 86Y/76T.

Keywords: Plasmodium falciparum; Pfmdr-1; Pfcrt; MSP1, 2; mutation.
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Introduction

Le paludisme est une maladie parasitaire due a un hématozoaire du genre Plasmodium et est
transmis a ’homme par des moustiques du genre Anophéles (femelle). Parmi les quatre espéces du
Plasmodium transmettant le paludisme, Plasmodium falciparum est I’espéce la plus fréquente, la plus
redoutable et est la principale concernée par la chimiorésistance. [18]

Selon I’Organisation mondiale de la santé (OMS ; 2005), le nombre d’acces palustres survenant
chaque année a travers le monde est estimé entre 300 a 500 millions, entrainant la mort de 1 a 3
millions de personnes, parmi lesquelles une majorité de jeunes enfants vivant en Afrique sub-
saharienne [26].

Depuis plusieurs années le traitement du paludisme a été effectué grace a la monothérapie.
Cependant, I’apparition et I’émergence de la résistance des parasites aux antipaludiques a compromis
cet arsenal thérapeutique. La propagation rapide de la résistance aux antipaludiques depuis plusieurs
dizaines d’années a imposé une surveillance plus intense de la chimiorésistance aux antipaludiques.
Cela permettra de garantir une prise en charge convenable des cas cliniques et une détection rapide de
I’évolution de la résistance afin que les politiques nationales de traitement puissent étre révisées si
nécessaire. C’est dans ce contexte que I’'OMS préconise depuis 2002 ["usage des combinaisons a base
d’artémisinine (ACT) pour freiner I’expansion de cette résistance. En effet, pour préserver |’efficacité
des dérivés de l’artémisinine, I’'OMS recommande toujours leur utilisation en combinaison avec
d’autres antipaludiques. C’est ainsi que plusieurs combinaisons a base d’artémisinine (ACT) ont été
mises au point depuis ces derniéres années. Parmi ces combinaisons, les associations Artemether-
Luméfantrine (AL ou Coartem®) et Amodiaquine + Artésunate (ASAQ, COARSUCAM™) sont les
plus utilisés dans la plupart des pays endémiques qui ont changé leur politique de traitement ces 5
dernieres années.

Toutefois, le choix de ces combinaisons impose de comprendre les principes de la distribution
des populations plasmodiales résistantes et de leur évolution dans le temps et I’espace.

Le Burkina Faso, a l'instar des autres pays a adopté depuis Février 2005 [’association
Artemether-Luméfantrine (AL ou Coartem®) et [’association Amodiaquine + Artésunate (ASAQ,
COARSUCAMTM) comme médicaments de premiére intention dans le traitement du paludisme simple.
Toute fois des échecs au traitement avec ces associations ont €té rapportés par certains auteurs dans
d’autres régions du monde [20]. De plus des relations entre ces échecs et des mutations des marqueurs
Pfcrt et Pfindr-1 ont été également rapportés [6; 15].

S’il existe plusieurs études sur I’efficacité de ces 2 combinaisons au Burkina Faso, trés peu d’études
sur la relation entre les échecs thérapeutiques de ces 2 combinaisons et les marqueurs moléculaires de

la résistance ont été conduites. C’est dans ce contexte que nous avons initié le présent travail pour
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étudier la relation entre les échecs au traitement avec AL et ASAQ et la présence des mutations des
génes Pfcrt et Pfmdr-1.

I. RAPPEL SUR LE PALUDISME

Le paludisme est une infection parasitaire fébrile, endémoépidémique due a des hématozoaires du

genre Plasmodium transmis a [’homme par la piqfire d’un moustique, I’anoph¢le femelle.
I.1. Cycle biologique du Plasmodium

Le cycle biologique du Plasmodium passe par un hdte intermédiaire (homme ou autre mammifére) ou
se déroule la reproduction asexuée et un hote définitif (Anophéle femelle) oit se déroule la
reproduction sexuée. La figurel montre les différentes phases du développement du parasite chez

I’homme et chez le moustique.
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I.1.1. Chez PHomme

Il s’y effectue la reproduction asexuée ou division schizogonique qui comprend deux phases:
- La phase hépatocytaire

L’Anophele femelle est un hématophage anthropophile. Lors de son repas sanguin elle inocule au
niveau de la zone de piqlire des anticoagulants et un anesthésique lui permettant d’aspirer
convenablement le sang. Si elle est infectée, elle lui inocule alors les sporozoites qui €taient en attente
dans ses glandes salivaires. Ces sporozoites gagnent la circulation sanguine et se retrouvent dans le foie
30 minutes plutard. Ils s’y multiplient activement et envahissent les hépatocytes grace a une interaction
spécifique entre la protéine majeure de surface du sporozoite et un récepteur spécifique situé sur la
membrane plasmique de I’hépatocyte.
Les sporozoites se transforment grice & plusieurs stades de maturations en schizontes puis en
mérozoites devenant volumineux, déformant ainsi I’hépatocyte et repoussant son noyau vers la
périphérie. L’hépatocyte éclate et libére de nombreux mérozoites dont la majorité se retrouvera dans la
circulation sanguine de 1”hote.
- La phase érythrocytaire

Les mérozoites ayant gagné la circulation sanguine infectent chacun un érythrocyte grace au
processus parasitaire actif, se différencient au sein de la vacuole parasitophore en anneau puis en
trophozoite. Le trophozoite grossit, son noyau se divise et devient un schizonte qui se charge en
pigment malarique qui, aprés segmentation montre une forme caractéristique en rosace. C’est cette
forme caractéristique qui est utilisée pour différencier les especes de Plasmodium lors des frottis
minces 4 la microscopie. Ces schizontes grice a leur disposition en rosace exercent une pression sur
’érythrocyte et provoquent son €clatement libérant ainsi 8 a 32 mérozoites qui attaqueront d’autres
érythrocytes sains. Ce cycle érythrocytaire se poursuit de fagon synchrone a partir de ces mérozoites
libérés mais sa durée est fonction de I’espéce plasmodiale. A partir d’un certain nombre de cycles pour
des raisons non encore bien éclaircies, certains mérozoites se différencient en des formes sexuelles :
gamétocytes méles et gamétocytes femelles reconnaissables par leur taille, leur forme et la fagon dont

ils transforment I’hématie.

I.1.2 Chez I’Anoph¢le femelle.

Lorsque I’anophele femelle venait a effectuer son repas sanguin sur une personne infectée par le
Plasmodium, elle absorbe toutes les formes de la division asexuée. Seuls les gamétocytes pourront
poursuivre leur développement, toutes les autres formes seront détruites et digérées dans I’estomac du
moustique. Dans cet estomac les gamétocytes se transforment en gameétes males (microgametes) et en

gametes femelles (macrogameétes). Lors de la fécondation, les deux formes fusionnent pour donner un



ceuf libre et mobile: 1’ookynéte. Celui-ci traverse la paroi de I’estomac du moustique, se fixe du coté
extérieur et se transforme en oocyste. Il s’en suit alors un cycle sporogonique de différenciation et de
transformations successives aboutissant a la maturation de I’oocyste. L’oocyste mature, éclate et libere
des milliers de sporozoites. Ceux-ci sont des formes infectantes. Ils vont migrer dans les glandes

salivaires du moustique ol ils sont préts a étre transmis a un nouvel héte lors du second repas sanguin.

1.2. Particularités liées a I’espéce plasmodiale.
1l existe de tres nombreuses espéces de Plasmodium (plus de 140) touchant diverses especes
animales. Cependant seulement quatre sont retrouvées en pathologie humaine (P. falciparum, P. vivax,

P. ovale et P. malariae).

1.2.1. Plasmodium falciparum

Cette espéce est la plus redoutable et la plus répandue dans le monde. En effet P. falciparum est
impliqué dans 90% des cas de déces dus au paludisme dans le monde. Il est responsable de la quasi-
totalité du neuropaludisme et est aussi la plus incriminée dans les densités parasitaires élevées. I1 sévit
de fagon permanente au niveau des zones tropicales. Dans les régions subtropicales, il ne survient qu’en
période chaude et humide. Sa transmission s’estompe lorsque la température baisse en dessous de 20°¢
ou s’éleve au dessus de 33°c.
La phase hépatocytaire dure environs 6 jours et on note I’absence de reviviscence schizogonique.
La schizogonie érythrocytaire est d’environ 48 heures s’effectuant presque exclusivement dans les

capillaires viscéraux.

1.2.2. Plasmodium vivax
Tres largement répandu en Amérique du Sud et en Asie, P. vivax est rarement observé en Afrique.
Les érythrocytes du groupe sanguin Duffy négatif (observé chez la majorité des sujets originaires
d’Afrique de 1’Ouest) ne possédent pas de récepteur membranaire nécessaire a ’infection par P. vivax.
Sa transmission s’arréte en dessous de 15°. Sa période d’incubation est de 11 a 13 jours mais on note
cependant deux schizogonies tissulaires, I’'une immeédiate et 1’autre retardée dés suite de I’existence des

hypnozoites qui peut durer pendant 3 4 4 ans (accés de reviviscence).

1.2.3. Plasmodium ovale
Ce parasite sévit en Afrique intertropicale, du Centre et de 1’Ouest (et dans certaines régions du
Pacifique). P. ovale provoque une fiévre tierce bénigne, comme P. vivax dont il est trés proche. Son
incubation est de 15 jours au minimum mais peut-étre beaucoup plus longue, jusqu’a 4 ans. Son
évolution est bénigne mais on peut observer, comme avec P. vivax, des rechutes tardives (5 ans).

Schématiquement on dit que P. ovale remplace P. vivax la ol cette derniére espece n’existe pas.




1.2.4. Plasmodium malariae

Il sévit en Afrique, de maniere beaucoup plus sporadique. P. malariae se différencie des autres
especes par une incubation plus longue (15 & 21 jours), une périodicité différente de la fievre (cycle
érythrocytaire de 72 heures, responsable d’une fiévre quarte). Il a la capacité d’entrainer parfois des
reviviscences tres tardives (jusqu’a 20 ans apres le retour de la zone d’endémie). Les mécanismes
physiopathologiques responsables de ces reviviscences tardives ne sont pas totalement élucidés.

L’infection est bénigne mais P. malariae peut parfois entrainer des complications rénales.

I.3. Physiopathologie du paludisme.

Malgré le nombre de cas de paludisme et en dépit des modéles expérimentaux améliorés
(culture in vitro, biologie moléculaire) la physiopathologie du paludisme demeure toujours mal
¢lucidée bien que son impact dans certains organes a €té clairement défini.

Au niveau du sang, les hématies sont détruites par les trophozoites qu’ils hébergent. L’anémie
s’installe. Lors des fortes parasitémies il se produit une hémolyse brutale et massive entrainant une
libération de I’hémoglobine. Cela entraine une surcharge rénale et une hémoglobinurie.

L’utilisation de 1'hémoglobine par le parasite conduit & la précipitation dans son cytoplasme, de
granules de pigment (hémozoine). Le pigment accumulé dans le cytoplasme du schizonte est relargué

dans le plasma lors de la libération des mérozoites.

1.3.1. Moelle osseuse

La lignée érythrocytaire est hypertrophiée pour compenser I'anémie. Les lignées leucocytaires

sont peu perturbées.

I.3.2 .La rate

La rate augmente de volume lors de l'infection paludéenne. Cela est provoqué par ['hypertrophie
de la pulpe blanche (lymphocytes petits et grands, cellules réticulaires, macrophages).
L’érythrophagocytose est accélérée par deux phénomenes: I’activation des macrophages et la fixation
d'immunoglobulines sur la paroi des érythrocytes, infectés ou non. L’activité de phagocytose concerne
aussi le pigment parasitaire et les débris cellulaires. La splénomégalie constitue un signe qui
accompagne le développement de la parasitémie. Il sert de base a une observation épidémiométrique:
I'indice splénique. Celui-ci rend compte de la fréquence des rates hypertrophiées dans une population et

constitue une mesure de 'endémie malarienne dans une zone donnée.




I.3.3.Les reins

La formation de complexes antigenes-anticorps et leur dépdt dans la membrane basale cause une
surcharge du rein et une diminution de la capacité d'épuration de cet organe, déja anormalement
sollicité en cas d'hémolyse.
La thrombose des artérioles des glomérules rénaux, I’anoxie des cellules des tubes contournés et
I’apparition de signes de glomérulonéphrite sont des phénoménes souvent observés. Une
dégénérescence locale est possible, pouvant aboutir a la néphrose, complication fréquente pour P.
malariae

1.3.4. Le systéme nerveux central

La schizogonie profonde de P. falciparum est a l'origine de complications redoutables dont le
paludisme cérébral. Celle-ci consiste en des thromboses capillaires responsables de 1ésions vasculaires
et hémorragiques, provoquant des altérations dégénératives des cellules nerveuses, entourées d'infiltrats
cellulaires. L’expression symptomatologique consistera en une hémiplégie ou des convulsions (zones
motrices), des troubles thermorégulateurs avec hyperpyrexie (hypothalamus), une altération progressive

de la conscience si le cerveau entier est entrepris.

I.4. Formes cliniques du paludisme.

Le paludisme & P falciparum peut se présenter sous différentes formes cliniques. En fonction
des symptomes, de I'immunité du sujet, de certains facteurs génétiques liés aux parasites et /ou a I’hote
on distingue :

- Le paludisme simple

Il se caractérise par des acces palustres classiques sans signes de malignité. Cette étape pourrait
correspondre a une parasitémie circulante faible, inférieure au seuil de patence des signes cliniques.
Ensuite survient la phase d’invasion caractérisée par une fiévre continue (T° supérieure 37,5°c)
accompagnée de céphalées, nausées ou de vomissements. Enfin on a la phase d’état se caractérisant par
une intensification de la fievre (T° = 39-40°), des frissons, des sueurs et une accentuation des
céphalées et des vomissements. En absence de traitement ces acceés palustres simples peuvent se
compliquer en acces palustres graves.

- Le paludisme grave

On aboutit généralement & cette étape dés suite d’une défaillance thérapeutique ou d’une
absence de traitement. L’apparition de la forme grave du paludisme serait ralentie par certains facteurs
génétiques. Cette forme s’observe surtout chez des sujets non immuns, les enfants, les femmes
enceintes et les voyageurs venant des zones non endémiques. L’OMS a définit des critéres de gravité
du paludisme et la présence d’un seul des critéres cliniques ou biologiques plus une goutte épaisse

positive est attribué au paludisme grave [36].




L.5. Diagnostic du paludisme

Le paludisme a des manifestations cliniques nombreuses et trés diversifiées. Néanmoins certains
symptdmes tels que la fievre (sa périodicité et son intensité), les vomissements, les céphalées etc.
restent €vocateurs d’un acceés palustre. Cependant le diagnostic du paludisme le plus siir reste le
diagnostic biologique. Il se base sur la mise en évidence, soit directement du parasite dans le sang, soit

de ses métabolites ou des anticorps produits lors de sa présence.

1.5.1. Diagnostic clinique
C’est un diagnostic présomptif. Il consiste a rechercher chez le patient, la présence d’un accés
fébrile décrit classiquement avec sa périodicité et sa séquence de frissons, chaleur et transpiration,

asthénie, anorexie, courbatures, troubles digestifs. La fiévre est fréquente mais elle peut étre absente.

1.5.2. Diagnostic biologique
Le diagnostic de certitude du paludisme doit étre basé sur les tests biologiques. Le diagnostic
biologique peut s’effectuer par examen microscopique (goutte épaisse et frottis sanguin) ou au moyen

de tests immunologiques ou de biologie moléculaire.

1.5.3. Le diagnostic direct

La microscopie : sur une lame porte-objet on dépose 2 a 3 gouttes de sang pour la goutte €paisse
(GE) et 1 goutte pour le frottis mince. Le sang est rapidement défibriné (cas de la GE) par un
mouvement en spirale a I’aide du bord rectangulaire d’une autre lame ou étalé (cas du frottis). Apres
séchage on fixe le frottis mince a I’alcool (méthanol). Le prélevement est ensuite coloré au Giemsa
préparé au 10éme (pendant 20-30mn) ou au Field. Ces colorants ont la capacité de se fixer sur le
cytoplasme pour donner une coloration bleue et sur le noyau pour donner une coloration rouge. La
lecture se fait au microscope optique a l’objectif x100. La sensibilit¢ de la technique est de 6

parasites/uL [16].

- La technique moléculaire : La PCR (Polymerase Chain Reaction) permet la détection d’acides
nucléiques spécifiques a chaque espece. Elle permet également de différencier les différents clones

a intérieur d’une méme espece.

1.5.4. Le diagnostic indirect
Il s’agit de rechercher les anticorps contre les parasites chez un sujet suspecté faire une infection a
Plasmodium. Cependant, |’existence de certains anticorps méme aprés [’infection limite cette

technique.
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1.6. Traitement du paludisme.
On peut classer les différents antipaludiques selon le point d’impact (les schizonticides et les
gamétocides), selon I’origine du principe actif (naturelle ou synthétique), selon la caractéristique de

I’action: rapide ou lente, ou selon la famille chimique du principe actif.

1.6.1. Les schizonticides
Ces antipaludiques se répartissent en deux groupes :
- ceux ayant une action rapide, nous avons les 4-amino-quinoléines (Chloroquine, Amodiaquine) ;
les amino-alcools (méfloquine, halofantrine) ; les dérivés d’artémisinine (Artémether, Artésunate,
artéether) ;
- ceux ayant une action lente les antifolates: les Antifoliques (sullfones, sulfamides) et les

Antifoliniques (Biguanides, Diaminopyrimidines).

1.6.1.1. Les 4-amino, quinoléines

Une fois dans le sang les parasites du Plasmodium se nourrissent de 1I’hémoglobine dont la
dégradation produit la Ferriproptoporphirine (FP) substance qui leur est toxique. C’est alors qu’ils
sécrétent une protéine qui se lie a la FP et ’inactive. Les 4-amino-quinoléines se concentrent dans la
vacuole digestive du parasite grace a un gradient de Ph. Ils inhibent la digestion de ’hémoglobine en se

liant a cette FP pour former un complexe qui est toxique pour le parasite. [3]

1.6.1.2- Les amino-alcools
Ce sont de trés bon schizonticides. On pense que la méfloquine agit en formant des complexes
avec I’héme toxique endommageant la vacuole nutritive du parasite et que 1’halofantrine forme des

complexes cytotoxiques avec la ferritoporphyrine causant des dommages a la membrane plasmodiale

1.6.1.3. Les dérivés d’artémisinine.

C’est essentiellement de 1’artésunate, ’arteéther et I’artéméther. Ils sont issus de I’artémisinine qui
est une molécule extraite de [’Artemisia annua, une plante médicinale chinoise, dont la vertu
thérapeutique a été prouvée par plusieurs études [1]. IIs interférent avec 1’utilisation de I’hémoglobine,

par libération de radicaux libres, toxiques pour le parasite.

1.6.1.4 Les antifolates

IIs agissent au niveau de la voie de synthése des folates, qui sont essentiels a la biosynthese des
acides nucléiques. Les antifoliques inhibent la dihydroptéroate synthétase (DHPS) qui produit ’acide
folique et les antifoliniques inhibent la dihydrofolate réductase (DHFR) qui produit I’acide folinique.
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I. 6.2. Les antibiotiques

Certains antibiotiques comme les tétracyclines (doxycycline), les macrolides (érythromycine,
azythromycine, clindamycine) peuvent inhiber la synthése protéique par inhibition de certaines

fonctions de I’apicoplaste.

L.7. Chimiorésistance

La résistance aux antipaludiques est définie comme étant ’aptitude du parasite a survivre et/ou
a se multiplier en dépit de I’administration et 1’absorption d’un antipaludique donné a des doses
thérapeutiques supérieures ou égales aux doses limites tolérables par un sujet humain [37].
Cependant, 1’antipaludique en question doit étre capable d’accéder aux parasites ou aux globules
rouges infectés pendant une durée nécessaire a son action normale [4].
La chimiorésistance est un phénoméne dynamique fluctuant dans le temps et dans 1’espace. Elle
concerne principalement le P. falciparum face a certains antipaludiques comme les 4-amino-
quinoléines, les amino- alcools, les antifoliques et les antifoliniques. Cette résistance a atteint des
proportions de sorte qu’elle constitue une menace majeure pour les efforts de lutte antipaludique

actuellement déployés. Il existe plusieurs facteurs liés a la chimiorésistance :

I.7.1. Facteurs liés aux antipaludiques

La fréquence et l’usage massif des antipaludiques entraineraient une ¢mergence de la
chimiorésistance soit par sélection de parasites résistants soit par induction de mutations. En effet, plus
la pression médicamenteuse est forte et constante, plus les parasites s’évertuent a s’adapter et a se
multiplier. Cette adaptation se manifeste par une émergence de la chimiorésistance [27; 8]. Les
antipaludiques & demi vie longue (méfloquine 10-40 jours; sulfadoxine-Pyriméthamine 95-180 h)
¢liminent les parasites sensibles et protégent 1’organisme contre les nouvelles infections. Cependant
lorsque leur concentration sanguine est inférieure au seuil thérapeutique, on assiste a une recrudescence
voire un envahissement de I’organisme par les souches résistantes [19].

[.7.2 Les facteurs liés a I’hote.

L’immunité de prémunition améliore I’efficacité thérapeutique d’un antipaludique. Les personnes
“’naives’’ au paludisme développent une immunité non spécifique contre les parasites et sont donc des
réservoirs de multiplication et de propagation des souches plasmodiales chimiorésistantes [2].

I.7.3. Les facteurs liés au vecteur

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 ¢levé, plus vite la chimiorésistance intervient [35]. En

effet lorsqu’une résistance a un antipaludique est conférée par une seule mutation, il suffit qu’il se
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produise une seule mutation ponctuelle et on obtient une sélection des parasites mutant entrainant

’apparition de la chimiorésistance.

Le niveau de transmission du paludisme dans une zone influence aussi 1’expansion de la
chimiorésistance; mais son role exact est mal connu. Pour certains auteurs, en zone endémique la forte
transmission favorise 1’émergence de souches plasmodiales résistantes [24]. Pour d’autres par contre,
en zone a transmission faible, le risque d’apparition de parasites chimiorésistants est élevé [35]. En
effet, compte tenu de la nature monoclonale des infections dans ces zones, la probabilité que deux
gametes, porteurs de génes de résistances, fusionnent est élevée. Une troisiéme hypothése soutient que

le niveau de transmission n’affecte pas 1’apparition et I’extension de la chimiorésistance [18].

1.7.4. Les facteurs liés aux vecteurs et a I’environnement
Une capacité vectorielle élevée entrainerait I’expansion de la chimiorésistance car elle favorise
une infestation permanente de 1’hote. De plus, certaines souches chimiorésistantes se reproduisent plus

facilement chez le vecteur (Adnopheles dirus) que chez les souches chimiosensibles [34].

I.7.5. Mécanisme de la résistance

Les parasites ont développé plusieurs mécanismes pour vaincre la toxicité des médicaments. La
plupart du temps ce sont les mutations qui sont incriminées. Au niveau de la séquence d’un géne cible
soit par une substitution ou une délétion ou une insertion d’une base ou par réarrangement entre des
petites séquences, on obtient un géne structurellement différent. Ce géne nouveau codera des protéines
ayant des propriétés diftérentes aboutissant soit a une inactivation du médicament, soit a une inhibition
enzymatique ou encore & une modification du systeme d’échange au niveau membranaire etc.
- La résistance aux amino-alcools et a la méfloquine répondrait a un mécanisme d’amplification du
gene Pfindr-1codant pour la glycoprotéine et non a une mutation ;
- La résistance aux antifoliques est induite par des mutations sur les génes codant la DHFR en
position 108 principalement mais aussi en position 51, 59, et 164 ;
- La résistance a I’atovaquone-proguanil est due a une mutation dans la séquence du gene Cy-B
codant le cytochrome B [10] ;
- La résistance aux 4-amino-quinoléines: Plusieurs hypothéses tendent & I’expliquer de fagon
divergente. Cependant toutes sont unanimes a reconnaitre que la caractéristique commune des parasites
résistants, est une altération de 1’accumulation de la chloroquine dans la vacuole digestive. Autrement
dit, lorsqu’un parasite est résistant, il y a un efflux rapide de ’antipaludique dans sa vacuole digestive,
ce qui lui permet de survivre. Des mutations ponctuelles sur le géne candidat Pfcrt K767 et Pfmdrl
N86Y codant des protéines conférant la résistance de P. falciparum a ces antipaludiques ont €t€ mises

en évidence [17].
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I.8. Méthode d’étude de la chimiorésistance
% Tests in vivo
Deux méthodes d’évaluation peuvent étre utilisées :
e [’évaluation parasitologique qui consiste a détecter la présence des parasites dans le
sang. Il s’agit des études transversales & intérét épidémiologique.
e [’évaluation parasito-clinique qui consiste a apprécier la réponse clinique et

parasitologique & un traitement sur une durée bien déterminée. Les normes standard de I’OMS (OMS ;

2003) donnent les résultats en 3 catégories :
€ L’échec thérapeutique précoce (ETP)
% L’échec thérapeutique tardif (ETT) divisé en
o Echec clinique tardif (ECT)
o Echec parasitologique tardif (EPT)

= La réponse clinique et parasitologique adéquate (RCPA).

¢ Tests in vitro

On mesure la résistance d’isolats de parasites a des concentrations croissantes d’antipaludiques. Ces
tests permettent de définir une concentration seuil a partir de laquelle le parasite est dit résistant s’il s’y
développe, sinon il est dit sensible. Les tests les plus couramment utilisés sont :

e Le microtest de ’'OMS qui permet au moyen d’un microscope de dénombrer les
trophozoites.

o Le microtest isotopique qui permet la mesure de la croissance parasitaire par
I’évaluation de la quantité d’hypoxanthine radioactive incorporée dans les molécules
d’ADN du parasite.

» Les tests moléculaires.

Ce sont des techniques de biologie moléculaire utilisées pour la mise en €vidence des mutations

génétiques de I’ADN du parasite responsables de la résistance. La technique communément utilisée est
la polymerase chain reaction (PCR). Elle permet d’obtenir a partir de petites quantités d’ADN
d’importantes quantités de fragments identiques visualisables & la lumiére ultra-violette. Les variantes
de la PCR sont essentiellement le Dot blot qui conjugue la PCR a I’hybridation par ’utilisation de

sondes radio-marquées. L’automatisation de toutes les étapes de la PCR fait de cette technique une

méthode de référence dans beaucoup de domaines y compris la recherche. Elle constitue un outil de
choix pour la surveillance des marqueurs moléculaires de résistance de Plasmodium aux antipaludiques

[28].
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I.9. Les composants de la PCR

1.9.1. L’ADN matrice de départ et les amorces

L’ADN matrice est sous la forme d’un double brin et contient le fragment recherché. Les
amorces de 15 a 30 nucléotides s’hybrident aux deux extrémités de la séquence d’ADN a amplifier. La
quantité d’amorces a utiliser peut varier, mais elle doit étre la plus petite possible. Un excés d’amorces
se traduit le plus souvent par des amplifications non spécifiques. Ce qui se manifeste par la présence de
doubles bandes ou de trainées sur le gel rendant difficile voire impossible I’interprétation. Les amorces
doivent avoir une température d’hybridation (Th) comprise entre 40°C et 70°C. Des températures
supérieures a 70°C entrainent une absence de produits d’amplification ; des températures inférieures a

40°C diminuent la spécificité de la réaction et on obtient des productions d’ ADN non spécifiques.

1.9.2. La Taq polymérase

La Taq polymérase (Taq) est une ADN polymérase thermostable qui a une activité maximale
entre 72°C et 80°C. La polymérisation par la Taq se fait habituellement entre 70°C et 75°C. Son
utilisation dans la PCR a permis d’augmenter non seulement la spécificité et ’efficacité de celle-ci
mais également d’automatiser tout le processus. Son rdle est de synthétiser le brin complémentaire de
I’ADN & partir des amorces. Lors de la manipulation si la quantité de la Taq est insuffisante on peut
aboutir a une amplification trop faible du produit désiré se traduisant par des bandes floues ou absentes.
Par contre une quantité trop importante conduirait a I’amplification de produits non spécifiques

fournissant une multitude de bandes a des positions inattendues.

1.9.3. Le ANTP (désoxyNucléotideTriPhosphate)

Il existe quatre types de dNTPs a savoir le désoxy-Adénosine-Triphosphate (dATP), le désoxy-
Cytosine-Triphosphate (dCTP), le désoxy-Guanosine-Triphosphate (dGTP) et le désoxy-Thymidine-
TriPhosphate (dTTP). Leur role est de fournir les désoxyribonucléotides nécessaires a la synthese des
brins complémentaires par la Taq polymérase. Les dNTPs doivent étre a4 des concentrations identiques
pour minimiser les erreurs d’incorporation par la polymérase. La spécificité de la PCR augmente quand

on diminue les concentrations de dNTPs. Son augmentation conduit & des produits non spécifiques.

1.9.4. Le tampon de réaction (PCR Buffer)

Son rdle est d’assurer une bonne hybridation des amorces ainsi que le bon fonctionnement de la
Taq polymérase. Ce tampon contient généralement des sels tels que les chlorures qui assurent une force
ionique correcte ainsi qu’un pH adéquat. Il contient également du chlorure de potassium (KCl) qui

facilite I’hybridation des amorces, et de la gélatine qui favorise I’action de la Tagq.
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1.9.5. Le chlorure de magnésium (MgCl2)

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

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

I. 10. Les étapes de 1a PCR
La PCR correspond a la succession d’une trentaine de cycles comportant chacun trois étapes
successives qui sont :

- La dénaturation qui consiste a chauffer ’ADN double brin a une température de 92°-95°C
pendant 30 & 60 secondes, ce qui permet d’obtenir deux simples brins.

- L’hybridation : au cours de cette ¢tape, il y a une hybridation des amorces de maniére
spécifique aux deux extrémités de la séquence d’ADN cible sur chacun des brins dénaturés. Elle
se fait entre 50°C et 60°C pendant 30 a 60 secondes.

- La troisiéme étape ou phase d’élongation permet a la Taq polymérase de mettre en place les

bases complémentaires a celles des brins d’ADN a une température de 70 - 75°C.

1. 11. Polymorphisme du Plasmodium falciparum

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

) MSPI: localisé sur le chromosome 9, ce geéne comporte 17 blocs et code pour une
glycoprotéine de surface du mérozoite de 190 kDA (Merozoite surface Protein 1). La variabilité du

bloc 2 (K1, MAD20, RO33) sert a la différenciation des clones de P. falciparum (figure 2)
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Figure 2: Structure du géne merozoite surface protein-1 (Sakihama et al,, 2007)

MSP2: ce géne situé sur le chromosome 2 et est divisé en 5 blocs et code pour une glycoprotéine de
surface de 28 kDA (Merozoite surface Protein 2). La variabilité du bloc 3 (1C3D70u FC27) est utilisée

pour différencier les clones de P. falciparum (Figure 3).
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Figure 3: Structure du géne merozoite surface protein-2 (Sakihama et al., 2007)

GLURP : Glutamate rich protein,
Microsatellites: TA81, TA60, TA40, PFPK2 ...
Ces génes codent pour des glycoprotéines de surface impliquées soit dans la virulence du

parasite soit dans la réponse immunitaire ou dans I’émergence de souches plasmodiales résistantes.

1. 12. Les génes de résistance de Plasmodium falciparum
Plusieurs génes sont impliqués dans la résistance de Plasmodium aux antipaludiques mais les

genes les plus étudiés dans le phénoméne de la chimiorésistance sont les genes Pfmdr-1 et Pfert.

L12.1. Le géne Pfmdrl (Plasmodium falciparum multidrug resistance 1)

La figure 4 donne sa structure en montrant les différentes positions susceptibles aux mutations.
Ce géne a été mis en évidence suite & des études sur des cellules cancéreuses multi-résistantes des
mammiféres. Le géne Pfimdr-1 est localisé au niveau du chromosome S de P. faiciparum. 11 est
constitu¢ de 2 blocs. 11 code pour une protéine de 160 KDA connue sous le nom de phgl (P-
glucoprotein homolog 1)

Le Pfmdr-1 joue un rble de modulateur dans la résistance du P. falciparum aux 4-amino-

quinoléines et des amino-alcools [12; 30]
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Les points de mutations couramment étudiés sont les positions 86, 184, 1034, 1042, et 1246
129].

aa 1092-1410

2o
“Ccoon

Parasite cytoplasm

Figure 4 : Structure de la protéine pfindr-1 indiquant les différents points de mutation

1.12.2 Le géne Pfert (Plasmodium falciparum Chloroquine Resistance Transporteur)

La figure S indique la structure de la protéine issue du géne Pfcrt
Ce gene est situé sur le chromosome 7 du P. falciparum et s’étend sur une région de 36 Kilobase. 1l
code pour une protéine ayant 10 domaines transmembranaires. Les points couramment étudiés se
situent aux positions 72; 74 ; 75 ; 76 et 160 mais c’est la position 76 qui est la plus incriminée dans la

résistance aux 4-amino-quinoléines notamment la Chloroquine [15].

Transmembianc
domnaing

ONH,

Figure 5 : Structure schématique de la protéine issue du géne Pfert avec les mutations fréquentes

-15-



II. OBJECTIFS DE L’ETUDE
Objectif général :

Etudier la relation entre les marqueurs moléculaires des génes Pfert et Pfmdr-1 de P. falciparum et

I"efficacit¢ thérapeutique des combmaisons AL et ASAQ chez les enfants de 6 a 59 mois a Nanoro.
Objectifs spécifiques :

- Déterminer les taux d’échecs cliniques et parasitologiques corrigés par la PCR au sein de la

population d’étude (enfants de 6-59 mois) ;

- Déterminer la prévalence des mutations Pfindr-1 86Y, Pfindr-1 184F, Pfmdr-1 1034C, Pfmdy-1
1042D, Pfmdr-1 12461 et Pfert 767 ;

Déterminer la relation entre les fréquences des mutations des génes Pfmdr-/ et Pfere et la

réponse au traitement avec les 2 combinaisons ASAQ et AL.
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1. METHODOLOGIE

I11.1. Le cadre de I’étude

Notre étude s’est déroulée dans le district sanitaire de Nanoro qui reléve de la région sanitaire
du Centre-Ouest dont le chef lieu est Koudougou.
Le district de Nanoro couvre cinq départements administratifs : Nanoro, Kindi, Siglé, Pella, et Soaw.
(Figure 5). Il s’étend sur une superficie de 1562 Km?, avec une population de 134.212 habitants dont
22293 (16.61%) enfants de 6 4 59 mois [données du district sanitaire de Nanoro 2008]. Le groupe
ethnique majoritaire est constitué par les Mossé. Le climat est de type soudanien. Selon les statistiques
sanitaires de 2008, le paludisme constitue le premier motif de consultation dans les formations
sanitaires avec une proportion de 53,67% de ’ensemble des consultations [Données du district 2008].
Il sévit dans cette région de fagon holoendémique avec une transmission maximale pendant [’hiverage
(Mai-Septembre).

La collecte des données s’est déroulée au sein du Centre Médical avec antenne chirurgicale
(CMA) Saint Camille de Nanoro et dans deux Centres de Santé et de Promotion Sociale (CSPS)
environnants : Séguedin (22 kilométres), Nazoanga (14 kilométres). (Voir figure 6).
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Figure 6: Présentation de ta zone de I”étude
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II1. 2. Période, type et population d’étude

L’étude s’est déroulée de Septembre 2007 a Décembre 2008. Il s’est agi d’un essai clinique de
phase IV, randomisé de type ouvert, a deux bras comparant I’efficacité thérapeutique de AL vs ASAQ
en administration non supervisée. Au total, 340 enfants des deux sexes agés de 6 a 59 mois et vivant
dans I’aire du district sanitaire de Nanoro et ses environs répondant aux critéres d’inclusion ont été

sélectionnés lors de notre étude.

I11.3. Critéres d’inclusion
Ont été inclus dans notre étude, les enfants des deux sexes dgés de 6 a 59 mois respectant les
critéres suivants :
- Mono infection a P. falciparum avec une densité parasitaire comprise entre 2000 et 200 000
parasites/pl;
- Poids > 5 kg;
- Fiévre (température axillaire >37,5°C) ou histoire de fievre dans les 24 heures précédentes ;
- Consentement éclairé librement donné par les parents/tuteur 1égal de |’enfant;

- Hémoglobine >5 g/dl.

I11.4. Critéres de non inclusion
N’ étaient pas inclus dans notre étude les patients présentant ’un des critéres suivants :

o Signes de danger ou de paludisme grave ou compliqué : incapacité de boire ou prendre le lait
maternel ;

o Vomissement (> deux fois en 24H), histoire récente de convulsions (>1 en 24H), état
d’inconscience, incapacité de rester assis ou debout ;

o Maladies récurrentes et/ou conditions médicales (cardiaques, rénales, hépatiques, malnutrition,
déficience de G6PD) qui pourraient exposer les patients a une situation de danger ou interférer
avec les résultats de 1’étude ;

o Malnutrition grave (rapport poids par taille<70% de la médiane (NCHS/WHO) ;

o Histoire d’allergie aux médicaments d’étude ;

o Prophylaxies en cours avec des médicaments ayant une activité antipaludéenne, comme le
cotrimoxazole pour la prévention de la pneumonie due au Prneumocisti carinie chez les enfants
nés d’une mere positive au VIH ;

o Histoire de traitement antipaludique adéquat dans le mois précédent.
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II1.5. Administration du traitement et suivi des patients

Une fois que le patient remplissait ces critéres, quelques gouttes de sang étaient recueillies du
bout du doigt sur du papier filtre Whatman (confetti) pour les analyses moléculaires futures. Les
traitements étaient ensuite administrés aux patients selon une liste de randomisation définie a [’avance.
La premiere dose du traitement a été administrée sous la supervision de !’infirmiére de 1’étude et la
suite du traitement s’est faite a la maison par les parents eux-mémes. Dés leur retour au rendez-vous
suivant un questionnaire leur était adressé sur la maniere dont ils avaient donné le traitement.
Nous avons retenu cette procédure de traitement pour rester en accord avec les conditions réelles de
prise en charge du paludisme simple au Burkina Faso.

L’antipaludique Artemether-luméfantrine a été utilisée sous sa forme de spécialité Coartem® en
combinaison fixe. Les doses de Coartem® ont ét€ administrées de fagon journaliere en fonction du

poids corporel pendant 3 jours (tableau 1). Les comprimés contenaient 20 mg d’Artemether et 120 mg

de Luméfantrine.

Tableau I: Posologie du Coartem®

Poids en kg Nombre de comprimés par dose
5-15kg 1 comprimé par dose

15-25kg 2 comprimés par dose

25-35kg 3 comprimés par dose

La combinaison Artésunate-Amodiaquine a été utilisée sous sa forme de spécialité
COARSUCAM™ en combinaison fixe. La dose était administrée en fonction du poids corporel une

fois par jour pendant 3 jours (tableau 2)

Tableau II : Posologie du Coarsucam™

Poids Formulation Comprimés/ jour
<9Kg COARSUCAM™ 1
25mg/67,5mg
9-17,9 Kg COARSUCAM™ 1
50mg/135mg
18-35Kg COARSUCAM™ 1
100mg/270mg
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Le suivi clinique et biologique des patients s’est déroulé pendant 42 jours conformément au tableau 3.

Tableau III: Tableau de suivi des patients durant les 42 jours

Jour JO |2 117 J14 | J21 |J28 135 J42j éutres
jours
Jﬁ“empérature et poids X
Examen clinique X X X X X X X X
Lame (GE et parasitémie) | X X X X X X X X
Hématologie (Hb) X X X X X
Consentement éclairé X
\ Confettis pour PCR X X X X X X | X
Thérapie X X | X
Evénements indésirables | X X X [X X [X X |X
Visite Vi V2 V3 V4 V5 Vé V7 J

IIL.6. Interprétation des résultats

Les résultats de ’efticacité thérapeutique étaient exprimés en terme de:

Echec Thérapeutique Précoce (ETP) qui correspond & 1’un des cas suivants :
() Développement de signes de danger ou de paludisme grave au jour 0, jour 1, jour 2 ou jour 3, en

présence de parasitémie ;
(i1) Densité parasitaire au jour 2 > a celle du jour 0, indépendamment de la température axillaire ;
(ili) Présence de parasitémie au jour 3 avec fievre (température axillaire > 37,5°C) ;
(iv) Parasitémie au jour 3 > 25 % a celle du jour 0.

Echec Thérapeutique Tardif (ETT)
L’ETT est divis€ en Echec clinique tardif et en Echec parasitologique tardif
Echec Clinique Tardif (ECT):

(1) Développement de signes de danger ou de paludisme grave aprés le jour 3 en présence de

parasitémie.

(i) Présence de parasitémie et fievre n’importe quel jour aprés le jour 3 sans avoir répondu aux

critéres de la ETP
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Echec Parasitologique Tardif (EPT):
Réapparition de la parasitémie apres le jour 3 en 'absence de fievre (Température axillaire
< 37,5°C) sans avoir précédemment répondu aux critéres d’ETP ou d’ECT.

Le taux d’échec thérapeutique constitue la somme des ETP et des ETT rapportés a ’ensemble de

’échantillon.

La réponse clinique et parasitologique adéquate (RCPA)
Elle est définie comme l'absence de parasitémie a la fin de la période de suivi, indépendamment de la
température axillaire sans avoir répondu précédemment a aucun des criteres d’échec thérapeutique
précoce ou tardif.
Les patients qui ont eu une réapparition tardive de parasites (avec ou sans fievre) ont été considérés
comme RCPA si l'analyse de la PCR a montré qu’il s’agit d’une nouvelle infection plutot qu’une

recrudescence

II1.7. Etudes moléculaires

Les études moléculaires avaient deux composantes essentielles qui étaient :

1- I’étude du polymorphisme génétique de MSP1 et MSP2 de Plasmodium
Jalciparum pour distinguer les recrudescences des nouvelles infections

2- le génotypage des alleles de Pfmdr1-N86Y, Y184F, D1246Y, S1034C, N1042D
et de Pfcrt K76T.

Ces analyses ont été réalisées en utilisant la méthode de «polymerase chain reaction» (PCR) ou réaction
de polymérisation en chaine comportant trois étapes essentielles : Extraction de I’ADN, I’amplification
et la révélation.

Notre étude moléculaire a débuté par la détermination des marqueurs du polymorphisme génétique du

MSP1 et MSP2 et s’est achevée par le génotypage des différents all¢les du Pfmdr-1 et Pfert K76T.

II1.7.1. Mise en évidence des marqueurs de polymorphisme MSP1 et MSP2
La polyclonalité des infections & P. falciparum a été déterminée par une « nested » PCR (ou PCR
nichée) des génes MSP1 et MSP2 suivant les 3 étapes citées plus haut. La PCR nichée est une série de
deux PCR consécutives. La premiere PCR utilisant des primers amplifiant des séquences plus longues
encadrant la séquence cible. La deuxieme PCR utilise des primers amplifiant des séquences plus

spécifiques plus proches du geéne cible. Cela permet d’avoir une plus grande spécificité de la technique.
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II1.7.2. Extraction de ’ADN génomique de Plasmodium

L’ADN a été extrait a partir des papiers confettis par la méthode de chelex-100 [28]. Les

différentes étapes sont les suivantes :

Découper environs 6 mm le confetti, le mettre dans un tube de 1,5 ml, ajouter 1ml de saponine
0,5% préparé au PBS 1X et laisser tremper toute la nuit 4 4°C;

Centrifuger pendant 5 secondes a 8000 tours/minute ; retirer le surnageant, remettre 1ml du BPS
1X, laisser tremper 15-30 minutes a 4°C ;

Centrifuger ensuite pendant 1mn & 12000tours/mn retirer le surnageant puis ajouter SOuL de
Chelex-100 a 20% et compléter avec 100uL. de DNA water free ;

Chauffer pendant 10 minutes a 100°C en vortexant toutes les 2 minutes; Centrifuger a 12000
tours/minute pendant 5 minutes; transférer le surnageant et procéder a une nouvelle
centrifugation a 12000 tours/minute pendant 10 minutes.

Prélever le surnageant qui contient I’extrait d’ADN, le conserver a -20°C jusqu’a

I’amplification.

I11.7.3. Mélange réactionnel et programme d’amplification de MSP1 et MSP2 pour la premiére et
la deuxieme PCR

Le tableau IV résume la composition des milieux réactionnels pour la premiére et la deuxiéme

PCR du MSP1 et 2.

Le mélange réactionnel (mix) est préparé dans un tube Eppendorf de 1,5 ml. Pour limiter les

contaminations qui pourraient €tre liées aux manipulations antérieures, se nettoyer les mains a 1’aide

d’un antiseptique, désinfecter la paillasse de manipulation & I’aide de I’alcool 70°. Les volumes

individuels des réactifs et solvants qui entrent dans la composition du mix sont alors calculés et

multipliés au nombre total d’échantillons a amplifier. Les volumes requis sont successivement ajoutés

dans ’ordre : DNA water free, amorces, buffer, dNTP, MgCl,, Taq polymérase en utilisant pour

chaque réactif un cone diftérent.
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Tableau IV: Constitution du mix pour la premiére et la deuxi¢me PCR du MSP1 et 2

Volume final = 25 uL

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

DNA water free - - 16,05

Primer sens 10 uM 0,2uM 0,5

Primer antisens 10 uM 0,2uM 0,5

Buffer 10x 1x 2.5

dNTPs 2mM each 200uM each 2,5

MgCl, 50 mM 1,5mM 0,75

Taq polymérase 5 U/pL (INV) 1 Unit 0,2

Extrait ’ADN -- - 2,0

Des micro-tubes Eppendorf de 0,2 ml sont alors numérotés au nombre d’échantillons a amplifier. Un
volume de 23 pl de mix est ensuite distribué dans chaque tube étiqueté.
A ces 23 pl, nous avons ajouté 2 pl de DNA et incubé les tubes dans un thermocycler pour

’amplification selon un programme spécifique conformément au tableau 5
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Tableau V: Séquences des amorces et les programmes d’amplification de chaque geéne.

Génes Amorces et séquences (5’-3") Programmes d’amplification

tre ~ , 94°Cx3min;
1 01:5CACATGAAAGTTATCAAGAACTTG-3

(94°C x 25s; 50°C x 35s; 68°C x

amplification 02:5’-GTACGTCTAATTCATTITGCACG ¥’ _ _
2min 30s) x 30; 72°C x 3min

MSP1
éme , 94°Cx3min;
2 N1:5-GCAGTATTGACAGGTTATGG-3
(94°C x 25s; 50°C x 35s; 68°C x
amplification N2 :5-GATTGAAAGGTATTTGAC-3’ , ,
2min 30s) x30; 72°C x 3min
ére < , 94°Cx3min;
1 S3:5-GAAGGTAATTAAAACATTGTC-3
(94°C x 25s; 42°C x lmim
amplification ~ S2:5-GAGGGATGTTGCTGCTCCACAG-3’ i , ,
65°Cx2min,)x30; 72°C x 3min
MSP2 94°Cx3min;
20me S1: 5°’-GAGTATAAGGAGAAGTATG-3’ (94°C x 25s; 50°C x 1min; 70°C
amplification S4 :5°-CTAGAACCATGCATATGTCC-3’ X 2min)x30; 72°C x 3min

Pour la MSP1 et la MSP2, les volumes et les concentrations des différents réactifs étaient
identiques sauf les séquences des paires d’amorces et le buffer pour la deuxieme PCR qui ¢taient
différentes.

Le produit de la premiere amplification a servi de source d’ADN pour la deuxiéme amplification.

Lors de la premiére PCR les couples d’amorces utilisés étaient : O1/02 pour MSP1 et S2/83 pour
MSP2.

Au cours de la seconde PCR nous avions utilisé la paire d’amorces N1/N2 pour MSPlet la paire S1/S4
pour MSP2.

II1.7.4. Révélation des produits de la PCR nichée

Les produits obtenus apres la PCR nichée sont analysés par électrophorése sur gel d’agarose 2,5
% contenant bromure d’éthidium (5-éthyl-3,8-diamino-6-phénylphénanthidine) qui a la propriété de
s’intercaler entre les fragments d’une molécule d’ADN et d’émettre une fluorescence a 622 nm quand il
est excité aux rayons ultra violets.
Nous avons déposé un volume de 5-8 ul de chaque produit de la PCR nichée dans un puits du gel placé
dans une cuve a électrophorése contenant un tampon TBE (Trizma Boric acid EDTA) 0,5X.
L’électrophorése est réalisée a une intensité de 400 mA sous une tension de 80 volts (V) pendant 3
heures. Sous illumination ultra violet, les fragments d’ADN apparaissaient sous forme de bandes a
différentes positions sur le gel. Pour un méme patient, nous avons comparé 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
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résultats sont exprimés en terme de recrudescence, nouvelle infection ou indéterminé. Le tableau VI

donne un exemple d’interprétation des gels pour différencier les recrudescences des nouvelles

infections.
Tableau VI : Exemple non exhaustif d’interprétation des gels
Statut Caractéristiques
Nouvelle infection Nombre et taille des bandes & JO et J-échec sont différents
Recrudescence Taille des bandes & JO et J-échec sont identiques
Indéterminé PCR négative pour JO ou J-échec.

Le statut d’un patient est déterminé a partir du polymorphisme de la MSP1 et de la MSP2. Dans
notre étude, était considéré comme recrudescence un patient dont la taille d’au moins d’une des bandes

a JO et J-échec était identique pour la MSP1 et MSP2.

II1.7.5. Génotypage des alléles Pfmdri-86, Pfmdri-184, Pfmdri-1034, Pfmdrl-1042, et Pfmndrl-
1246

A D’exception des amorces, le matériel et les réactifs sont identiques & ceux dont nous avons
utilisé pour 1’étude des marqueurs de polymorphisme. Le tableau VI donne la composition du milieu
réactionnel en fonction de chaque point de mutation.
La particularité de cette partie €tait la nécessité d’une digestion enzymatique avant la migration des

produits d’amplification.

I11.7.5.1 Mélange réactionnel et programmes d’amplification.

Le mix est préparé dans un tube Eppendorf conformément au tableau VII. Nous calculions, a
chaque manipulation les volumes des différents réactifs et solvant du mix et leur multiplions par le
nombre total des échantillons & amplifier.

Comme source d’ADN, nous avions utilisé I’ ADN extrait lors de la détermination du polymorphisme.
Nous avions distribué 23pL. du mix dans les microtubes étiquetés, ajouté 2 pL de I’ADN et incubé les
tubes dans un thermocycleur pour I’amplification.

Le Tableau VIII donne les programmes d’amplification et les primers pour les différents points de

mutation du Pfmdr-1 étudiés.



Tableau VII : Composition du milieu réactionnel pour les PCR 1 et 2 du géne Pfmdr-1

Réactifs Concentrations Volumes a prélever (ul)
H20 - 12,8
Primer sens : MDR-A! 10 mM 0,5
P/MDR 1 Primer antisens : MDR-A3 10 mM 0,5
86 ot 184 Buffer 10X 5
PCR 1 dNTPs 2 mM 2,5
MgCl2 50 mM 1,5
Taq polymérase 5U/ul 0,2
Solution d’ADN Inconnu 2
Volume final 25 pl
H20 - 12,8
Primer sens : MDR-A4 10 mM 0,5
P/MDR 1 Primer antisens : MDR-A2 10 mM 0,5
86 et 184 Buffer 10X 5
PCR2 dNTPs 2 mM 2,5
MgCl2 50 mM 1,5
Taq polymérase 5 Ulul 0,2
Solution d’ADN Inconnu 2
Volume final 25 pl
H20 - 12,8
Primer sens MDR-O1 10 mM 0,5
PfMDR1- Primer antisens : MDR-O2 10 mM 0,5
1034,1042, Buffer 10X 5
1246 dNTPs 2 mM 2,5
PCR 1 MgCI2 50 mM 1,5
Taq polymérase 5 U/ul 0,2
Solution d’ADN Inconnu 2
Volume final 25 ul
H20 - 12,8
Primer sens : MDR-A4 10 mM 0,5
P/MDR1 Primer antisens : MDR-A2 10 mM 0,5
1034 et 1042 Buffer 1ox >
PCR 2 dNTPs 2 mM 2,5
MgCl12 50 mM 1,5
Taq polymérase 5U/pl 0,2
Solution d’ADN Inconnu 2
Volume final 25 pl
H20 - 12,8
Primer sens : 1246F 10 mM 0,5
PfMDR1 Primer antisens : MDR-0O2 10 mM 0,5
1246 Buffer 10X S
PCR 2 dNTPs 2 mM 2,5
MgCI2 50 mM 1,5
Taq polymérase 5 U/ul 0,2
Solution d’ADN Inconnu 2
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Tableau VIII: Séquences des primers et programmes d’amplifications pour I’analyse de Pfmdr-1

86, 184, 1034, 1042,1246.

Génes /
étapes de la PCR

Primers (5°......3°)

Programme d’amplification

PMDR1
86 et 184
PCR 1

PfMDR 1
86 et 184
PCR 2

PfMDR1-
1034,1042, 1246

PCR 1

P/MDRI1
1034 et 1042
PCR 2

PfMDRI1
1246

PCR 2

MDR-Al : TGT TGAA AGA TGG GTA AAG
AGC AGA AAG AG

MDR-A3: TAC TTT CTT ATT ACA TAT
GAC ACCACA AACA

MDR-A4 : AAA GAT GGT AAC CTC AGT
ATC AAA GAA GAG

MDR-A2: GTC AAA CGT GCA T TT TTT
ATT AAT GAC CATTTA

MDR-O1 : AGA AGA TAT TTC TGT AAT
TTG ATA CAA AAA GC

MDR-02 : ATG ATT CGA TAA ATT CAT
CTATAG CAG CAA

1034F : AGA ATT ATT GTA AAT GCA GCT
TTA TGG GGA CTC

1042R : AAT GGA TAA TAT TTC TCA AAT
GAT AAC TTA GCA

1246F : ATG ATC ACA TTA TAT TAA AAA
ATG ATATGA CAA AT

MDR-02 : ATG ATT CGA TAA ATT CAT
CTA TAG CAG CAA
PCR semi-nichée

Dénaturation initiale

94°C x 2min

Amplification

30 cycles; 94°C x1min, 45°C
x1min, 72°C x 43s
Elongation finale

72°C x 5 min Hold to 4 °C

Dénaturation initiale

94°C x 2min

Amplification

30 cycles; 94°C x1min, 52°C
x1min, 72°C x 43s
Elongation finale

72°C x 5 min Hold to 4 °C

Dénaturation initiale

94°C x 2min

Amplification

30 cycles; 94°C x1min, 52°C
x1min, 72°C x 45s
Elongation finale

72°C x Smin Hold to 4 °C

Dénaturation initiale

94°C x 2min

Amplification

30 cycles; 94°C x1min, 52°C
x1min, 72°C x 45s
Elongation finale

72°C x Sm Hold to 4 °C

Dénaturation initiale

94°C x 2min
Amplification
30 cycles; 94°C x1min, 52°C
x1min, 72°C x 45s
Elongation finale
72°C x 5 min Hold to 4°C

Pour servir de témoins, nous avons utilisé la souche 3D7 comme souche sauvage et I’une des souches

HB3 ou KI ou 7G8 comme souche mutante pour les alleles Pfindr-1-86, 184, 1246, 1034,1042. Ces

souches ont parallélement été amplifiées avec les échantillons.
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I11.7.5.2. Digestion de ’ADN par les enzymes de restriction

Le tableau IX donne la composition du mélange pour la digestion enzymatique de chaque point

de mutation. Pour la digestion des produits de la PCR nichée, nous avons préparé 10 ul (par micro-tube

Eppendorff) de différentes solutions réactionnelles correspondant aux différents enzymes.

Tableau IX : Composition du mélange pour la digestion enzymatique des génes Pfmdr-1

Point de Réactifs Concentration Concentration Volume a Durée/T°
mutation du stocke finale prélever (uL) incubation
HO - - 7.4
NEB3 10X 1X 2.0
N86Y BSA 100X 1X 0.2 1h 30mn/ 37
Afl 11T (NEB) 5U/uL 2U 0.4
Produit de PCR2 - - 10.0
Final volume 20.0 pLL
HO - - 7.4
NEB4 10X 1X 2.0
Y184F Dra 1(NEB) 20 U/uL 15U 0.75 .
Produit de PCR2 - - 10.0 2h 37%
Final volume 20.0 nL
H20 - - 7.8
NEB3 10X 1X 2.0 _ .
S1034C Dde 1 (NEB) 10U/}J.L 2U 02 lh 30mn/37°
Produit de PCR2 - - 10.0
Final volume 20.0 nL
HO - - 7.8
NEB3 10X 1X 2.0 o
N1042D Ase [ (NEB=Vspl)  10U/uL 2U 0.2 th 30mn/37°%
Produit de PCR2 - - 10.0
Final volume 20.0 uLL
HzO - - 7.7
NEB3 10X 1X 2.0
BSA 100X 1X 0.2 o
D1246Y EcoR V (NEB) 20 U/uL 2U 0.1 1h 30mn/37°¢
Produit de PCR2 - - 10.0
volume Final 20.0 pLL

A ces 10 pl des solutions réactionnelles pour la digestion enzymatique, nous avons ajouté 10 pl du

produit d’amplification de la PCR nichée et incubé a la température et au temps indiqués sur le tableau

IX. Nos contrdles ont été aussi digérés en méme temps que les échantillons.

A la fin de la digestion, nous avons déposé le produit final sur un gel d’agarose 2,5 % contenant 7,5 pl

de TBE pour 100 ml de TBE 1X. L’électrophorese a lieu en milieu tamponné (TBE 1X) a 400 mA sous

une tension de 80 V pendant 1 heure 30 mn. Le tableau X nous donne les tailles des bandes attendues et

les controles utilisés par point de mutation.
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Tableau X : Les différents controles et les tailles de bandes attendues du géne Pfmdr-1

Control Control Site de Fragments  Fragments du
Géne sauvage mutant reconnaissance du sauvage mutant (bp)
(bp)

Pfmdr-1 N86Y 3D7, HB3, 7G8 FCR3, K1, VI 560 232,328
Pfmdr-1 Y184F  3D7, FCR3, Kl HB3,7G8, Ghana 204,242 114,173,242
Pfmdr-1S1034C  3D7,FCR3 7G8 60, 172 27,205

Pfmdr1 N1042D  3D7, FCR3 HB3, 7G8 116,116 56,176
Pfmdr-1D1246Y 3D7,FCR3,HB3  7G8 344 153, 191

II1.7.5.3. Interprétation des résultats aprés la migration

Le produit de la digestion est déposé parallélement avec un marqueur de poids moléculaire sur
le gel. Le caractére sauvage ou mutant d’un échantillon est déterminé en fonction de la position des
bandes par rapport a celles de K1, HB3, 7G8 ou 3D7.
Les bandes de la méme taille que le contrdle sauvage correspondent aux sauvages, par contre celles qui

ont la méme taille que le mutant correspondent aux souches mutantes. Les bandes qui apparaissent a la

fois au niveau des deux témoins correspondent aux infections mixtes.

] 2.3 4 5 6 7 89

1011 12 13 14 1516 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27

Figure 7: Photo montrant la révélation des bandes aux UV (mutation Pfindr-1 86)

Légende:

1: marqueur de poids moléculaire ; 2 : K1= control mutant; 3 : 3D7= control sauvage
4-26 : échantillons : Les échantillons 4 - 6 ,8 - 13, 16 - 20 et 25 - 26 sont de type sauvage.

Les échantillons 7, 15, 21 sont des mutants ; Les échantillons 14, 23 et 24 sont des infections mixtes.
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I11.7.6. Génotypage des alléles du Pfcrt K76T

Le matériel et les réactifs sont identiques a ceux que nous avons utilisés lors du génotypage des

alleles du Pfmdrl sauf les amorces des primers. Le tableau XI donne la constitution du mix réactionnel

pour la premiére et la deuxiéme PCR du génotypage des alleles du géne Pfcrt K76T.

Tableau XI : Composition du mix réactionnel pour le génotypage des alleles Pfert : K76T

Réactifs Concentration de  Concentration Volume a prélever
la solution stocke Finale (en pL)

H,0 - - 12,8
Primer sens: CRT-1 10 uM 0,2 uM 0,5
Primer antisens:CRT-2 10 uM 0,2 uM 0,5

PCR1 Tampon 5X 1X 5
dNTP 2mM chacun 200 uM 2,5
MgCl, 25 mM 1,5 mM 1,5
Taq (INV) SU/uL (INV) 11U 0,2

Extrait d’ADN Inconnue Inconnue 2

volume Final = 25uLL

H,O - - 12,8

Primer sens: CQR-A 10 uM 0,2 uM 0,5

Primer antisens: CQR-B 10 uM 0,2 uM 0,5

Tampon 5X 1X 5

PCR 2

dNTP 2mM chacun 200 uM 2,5

MgCl, 25 mM 1,5 mM 1,5

Taq (INV) SU/uL (INV) 11U 0,2

Extrait d’ADN inconnue Inconnue 2

volume Final =25ul

23 pL du mix sont distribués dans chaque micro-tube étiqueté dans lequel nous avons ajouté 2 pL

d’ADN et incubé dans le thermocycleur pour I’amplification. Le tableau XII donne les séquences des

primers et les programmes d’amplification de la premiére et la deuxieme PCR du géne Pfcrt K76T.
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Tableau XII : Séquences des primers et programmes d’amplifications du gene Pfcrt K76T

Etape de la Primers Programmes d’amplification
PCR
CRT-1: (21bp) GACGAGCGTTATAGAGAATTA Deénaturation initiale : 94°C x 3min
Amplification : 40 cycles; 94°C x30s, 47°C
PCRI CRT-2 : (20bp) CCAGTAGTTCTTGTAAGACC X1min, 72°C x 1,Smin

Elongation finale : 72°C x 3 min Hold to 4 °C

CQR-A :(21bp) TGTGCTCATGTGTTTAAACTT Dénaturation initiale : 94°C x Smin
Amplification : 30 cycles; 94°C x30s, 52°C

CQR-B : (23bp) CAAAACTATAGTTACCAATTTTG  x1min, 72°C x Imin

PCR2 Elongation finale : 72°C x 3 min Hold to 4 °C

Pour la digestion des produits de la PCR “nichée”, 10uL du mix réactionnel pour la digestion
enzymatique ont été distribués dans les micro-tubes Eppendorf étiquetés. Nous avons ajouté 10uL du
produit de la PCR nichée et incubé a 50°C pendant deux heures.

Le tableau XIII donne la composition du mix pour la digestion enzymatique du Pfert K76T

Tableau XIII : Composition du mélange pour la digestion enzymatique du Pfcrt K76T

Point de Réactifs Concentration Concentration Volume a prélever
mutation du stocke finale (uL)
HO - - 6.8
NEB3 10X 1X 2.0
Ffert: BSA 100X 1X 0.2
K76T Apo I (NEB) 10 U/uL 1U 1
Extrait d’ADN - - 10.0
Final volume 20.0 uL

Le principe de I’électrophorese et |’ interprétation des bandes sont les mémes que ceux du génotypage
du géne Pfmdr-1. Le tableau XIV donne la taille des bandes attendues et les contrdles utilisés pour la

mutation Pfcrt K76T.

Tableau XIV: Controéles utilisés et taille des bandes attendues pour le géne Pfcrt K76T

Gene Control Control Fragments du Fragments du
sauvage mutant sauvage (bp) mutant (bp)

Pfert :

K76T HB3 DD2 34 ;100 134




Pour I'interprétation nous avons considéré les bandes de la méme taille que le contrdle sauvage comme
sauvages, et celles qui ont la méme taille que le mutant comme souche mutante. Les bandes qui

apparaissent a la fois au niveau des deux témoins correspondent aux infections mixtes.

II1. 8. Analyse des données
Les données ont €té saisies avec les logiciels Epi DATA et ont ensuite été analysées avec le
logiciel Epi Info 6.04. Le test de Chi 2 a été utilisé pour comparer les variables catégorielles et mesurer

leur association avec un niveau de significativité de 5% (p<0,05).

IIL.9. Considérations éthiques
Le protocole de cette étude a été approuvé par le comité d’éthique institutionnel du Centre
Muraz. Les patients ont été inclus aprés obtention d’un consentement éclairé matérialisé par la

signature d’une fiche établie a cet effet. Tous les patients inclus ont bénéficié d’une prise en charge

médicale gratuite.



IV. RESULTATS

IV.1 Résultats globaux

La figure 8 donne les détails sur la sélection des patients et le motif de non inclusion des
patients.
Au total 605 patients ont été¢ examinés pour suspicion de paludisme au cours de I’étude. Au screening,
nous avons trouvé un indice plasmodique de 71%. Parmi ces 605 patients screenés, 340 patients ont été
enrdlés et randomisés dans les 2 groupes de traitement dont 170 dans le groupe de AL et 170 dans le
groupe de ASAQ.
La moyenne d’age ¢était de 25,92 mois dans le groupe de ASAQ et 26,10 mois dans le groupe de AL.
Au total il y avait 174 filles et 166 gargons qui ont été inclus dans notre étude.

Au terme de notre étude nous avions 165 patients dans chacun des deux bras de traitement qui ont

terminé leur suivi de 42 jours.



605 patients présélectionnés pour
suspicion de paludisme

617 patients exclus : \

132 exclus pour densité

parasitaire<2000

> exc?“% densité . 18 Exclus pour autres

parasitaire>200000parsite/pL | raisons :

96 Hémoglobine<5g/dL _ | Distance site-domicile trés

8 patients exclus pour v grande ;

Diarrhées , . Indisponibilité.

3 exclus pour poly infection

1 exclus pour Prurit
Qexclus pour pneumopathiej

[ 340 patients inclus J
\ 4
[ 170 randomisés pour ASAQ ] [ 170 randomisés pour AL }
5 exclus aprés 5 exclus apres
randomisation : randomisation :
- 2 retraits consentement - 2 pas confettis
- 1 cas de paludisme grave - 2 déplaces
-2 perdu de vue - 1 perdu de vue
y v ‘
[ 165 suivis jusqu’a J42 ] [ 165 suivi jusqu’a J42 ]

Figure 8: Diagramme de sélection des patients




IV. 2. Caractéristiques générales des patients a I'inclusion
Le Tableau XV résume les différentes caractéristiques des patients a I’inclusion.
Nous n’avons pas noté une différence significative entre les deux groupes de traitement en ce qui

concerne le sexe, la température, la densité parasitaire et I’hémoglobine. (P>0,05).

Tableau XV : Caractéristiques des patients a ’inclusion.

Paramétres AQ-AS AL
(N=165) (N=165) P

Age moyenne (en mois) 25,92+12,23 26,10+13,71

féminin 80 (48) 94
Sexe

masculin 90 76 (45)
Poids (kg) 9,78+ 2,36 9,85+2,57 0,78
Température moyenne (°c) 38.£1.18 38,24+1.24 0,06
Densité Parasitaire a JO0: Moyenne 31389+£36584 3277137157 0,72

géométrique [95%CI]
Hémoglobine (en g/dl) » 7,37£1,58 7,41£1,50 0,81

1V.3 Résultats clinique et parasitologique

Le tableau XVI résume les réponses au traitement dans les deux groupes a J28 et a J42.
L’analyse a porté sur les 330 patients ayant terminé leur suivi de 42 jours. Sur la base des observations
cliniques et microscopiques, a J28 les taux d’échecs thérapeutiques bruts (avant I’interprétation des
résultats de la PCR) étaient 53,34% et 39,97% pour AL et ASAQ respectivement. La différence entre
ces deux taux d’échecs était statistiquement significative. (P= 0,013). Aprés la correction & la PCR on
obtenait des taux d’échecs thérapeutiques similaires dans les deux groupes de 9.09% et 9.64% pour AL
et ASAQ respectivement.

Au jour 42, avant la correction par la PCR, on notait des taux d’échecs thérapeutiques similaires
entre les deux groupes de traitement de 64,24% et 61,45% pour AL et ASAQ respectivement. Par
contre, apres la correction par la PCR, nous avions obtenu des taux d’échecs thérapeutiques avec des

différences significatives de 10,30% et 17,46% pour AL et ASAQ respectivement (P=0.039).



Tableau XVI: Résultats thérapeutiques de AL et ASAQ avant et aprés PCR

AL (N=165) ASTAQ (N=165) >
ETT RCPA ETT RCPA
5334%  46.66% 39.97% 60.23%
18 (88/165)  (77/165) (66/165) (100/165)  0.013
Classification non 64.24% 35.76% 61.45% 38.55%
comrigéeparlaPCR  J42  (106/165) (59/165) (102/165)  (64/165)  0.598
9.09%  90.91% 9.64% 90.36%
8 (15/165)  (150/165)  (16/165) (150/165)  0.864
Classification corrigée 1030%  89.70 % 17.46% 82.53%
par la PCR 142 (17165)  (148/165)  (29/165) (137/165)  0.039

1V 4. Prévalence des alléles Pfimdrl et Pfcrt

Le tableau XVII présente la prévalence des alleles des génes Pfmdrl et Pfert K76T a Nanoro.
Pour déterminer la prévalence des différents alléles de Pfmdr-1 au sein de la population des parasites
étudiés, les prélevements effectués avant I’administration du traitement ont été analysés a la PCR. Dans
I’ensemble, les résultats portant sur les six points de mutations étaient interprétables a plus de 95%.
Le génotypage de I’ensemble des échantillons pour le géne Pfmdr-1 a révélé des mutations ponctuelles
aux proportions de 25,76% pour la position 86 ; 47,66% pour la position 184. Cependant aucune
mutation ponctuelle n’a été observée pour les positions 1034 et 1042 pour le méme géne. En effet tous
les échantillons présentaient 100% d’alléle sauvage pour ces deux positions.
Des mutations ont également été observées au niveau de la position Pfmdr-1 D1246Y a 5,1%. Le taux

de prévalence des alléles mutants le plus élevé a été celui de Pferr 76T qui était de 53.93%.

Tableau XVII: Prévalence des alleles dans la population a JO.

génotype  Pfmdr-186 Pfmdr-1184  Pfmdr-11034  Pfmdr-11042  Pfmdr-11246  Pfcrt K76T

(n/N) (n/N) (n/N) (n/N) (1/N) (n/N)
(74,24%)  (52,34%) (100%) (100%) (94,90%) (46,07%)
Sauvage  245/330 168 /321 340 /340 340/340 316/333 129/280
———— G @66 i e Ga (Bassn
Mutant  85/330 153 /321 17/333 151/280

/N : n= nombre d’échantillons contenant 1’alléle analysé ; N= nombre total d’échantillons avec

résultats interprétables.
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IV.5. Impact du traitement sur la sélection des alléles :

Le tableau XVIII fournit les prévalences des all¢les en pré et post-traitement a ’ASAQ et a AL.
Pour établir s’il y avait un impact de 1’usage des combinaisons ASAQ et AL sur la sélection des
différents alléles du Pfindr-1 et Pfcrt K767, nous avons comparé la prévalence des alleles sauvages,

mutants et mixtes avant et apres le traitement.

IV.5.1. Variation de la prévalence des alléles a la position 86 du géne Pfmdr-1

Nous avons obtenu une diminution de la fréquence de 1’alléle sauvage N86 qui passe de 72,28%
période prétraitement a 65,30% au jour de I’échec avec ASAQ. Cependant, cette différence n’était pas
statistiquement significative (P= 0,23). Nous avons aussi remarqué qu’il y avait une augmentation de la
prévalence de 1’alléle mutant 86Y. Elle est passée de 13,20% en prétraitement a 20,4% en post-
traitement. La également, la différence n’était pas statistiquement significative (P=0,16)
Par contre nous avons obtenu des variations statistiquement significatives lors du traitement a AL sur la

position 86 du géne Pfmdr-1.

IV.5.2. Variation de la prévalence des all¢les a la position 184 du géne Pfindr-1
Nous avons noté des différences entre les prévalences des alléles du sauvage, du mutant et du
mixte en période prétraitement et post-traitement pour les deux combinaisons ASAQ et AL. Cependant,

ces différences ne sont pas statistiquement significatives (P>0,05). (Voir tableau XVIII)

IV.5.3. Variation de la prévalence des alléles a la position 1246 du géne Pfindr-1.

Les résultats de la PCR montrent des variations significatives de la prévalence des alléles
sauvage et mutant en pré et post-traitement a ’ASAQ. En effet I’alléle sauvage D1246 qui était de
94,64% en prétraitement devient 81,37% en post-traitement. Cette diminution était statistiquement
significative (P = 0,00052). L’alléle mutant 1246F qui était de 1,19% est passé a 13,72% en pré et post-
traitement. Cette augmentation est également statistiquement significative (P=0,00023).

Par contre les prévalences des souches mixtes D1246F ont subit des variations non significatives
pendant le traitement de ASAQ (P=0,98).

Pour ce qui est de la combinaison AL, nous avons noté une différence significative de I’alléle sauvage

PfmdrIN86 parmi les alleles analysés en pré et postraitement (P= 0,03).
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1V.5.4. Variation de la prévalence des alléles du géne Pfcrt K76T.

En ce qui concerne ce geéne, les analyses moléculaires nous donnent une diminution de la
prévalence de I’alléle sauvage K76 qui passe de 42,25% en prétraitement a 24,6% en post-traitement
dans le groupe ASAQ. La différence observée était statistiquement significative (P=0,014).
Par ailleurs, nous avons obtenu une augmentation de la prévalence de ’alléle mutant 76T qui passe de
45,77% en prétraitement a 66,15% en post-traitement a ’ASAQ. La différence observée ¢tait
également statistiquement significative (P= 0,0064). Par contre les infections mixtes ont subits des
K76T variations non significatives (P= 0,56).

Lors du traitement avec AL, nous n’avons pas noté des variations significatives sur la

prévalence des alleles du Pfert K76T a Nanoro.
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Tableau XVIII: Prévalences des alléles avant et aprés les traitements

ASAQ AL
Point de mutation Jo Jr Jo Jr
% % p % % P
/N /N /N /N
72,28 65,30 76,22 83,96
N86 (w) 120/166 64/98 0,232 125/164 89/106 0,125
13,86 20,40 7,93 4,72
Pfmdr-1 86 86Y(m) 23/166 20/98 0,163 13/164 5/106 0,301
13,86 14,30 15,85 11,32
N86Y (w/m) 23/166 14/98 0,922  26/164 12/106 0,295
51,85 48,20 52,84 53,60
Y184 (w) 84/162 40/83 0,58 84/159 52/97 0.905
35,19 40,96 33,96 38,15
Pfmdr-1 184 184F (m) 57/162 34/83 0,375  54/159 37/97 0,497
12,96 10,84 13,20 8,25
Y184F (w/m)  21/162 9/83 0,631 21/159 8/97 0,224
94,64 81,38 95,15 99,03
D1246 (w) 159/168 83/102 0,0005 157/165 103/104 0,168
1,20 13,72 1,82 0
Pfmdr-1 1246 1246Y (m) 2/168 14/102 0,0002  3/165 0/104 0,430
4,16 4,90 3,03 0,97
D1246Y (w/m) 7/168 5/102 0,98 5/165 1/104 0,480
42,26 24,61 50,0 57,62
K76 (w) 60/142 16/65 0,014  69//138 34/59 0,320
45,77 66,16 42,02 35,60
PfertK76T 76T (m) 65/142 43/65 0,0064 58/138 21/59 0,390
11,97 9,23 7,98 6,78
K76T (w/m) 17/142 6/65 0,56 11/138 4/59 0,990

Légende : w = all¢le sauvage ; m = allele mutant ; w/m = échantillon ayant alléles sauvage et mutant ;

n = nombre d’échantillons contenant 1’all¢le analysé ; N= nombre total d’échantillons avec résultats

interprétables.
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IV.6. Associations entre marqueurs moléculaires et recrudescences.
Le tableau XIX permet de voir le lien entre les marqueurs moléculaires et la recrudescence.

Pour déterminer les relations entre les marqueurs moléculaires et les recrudescences, nous nous
sommes posés I’hypothése suivante : « la présence de la mutation chez un patient a I’inclusion était-il
synonyme d’un risque de recrudescence ?». Nous avons donc évalué le risque d’avoir une
recrudescence lorsque 1’on héberge des parasites mutants. Nous avons ainsi déterminé le nombre
d’alleles sauvage et mutant a JO. Nous avons aussi déterminé le nombre de ces mémes alléles qu’on
retrouvait a JO et au jour de la recrudescence. Pour vérifier notre hypothése nous avons utilisé la table 2
X 2 qui permet de dire s’il existe ou pas un facteur de risque. Cela nous a permis d’établir les relations

entre les marqueurs moléculaires et les recrudescences suivantes :

IV.6.1. Marqueur moléculaire du Pfcrt K76T.

Une association hautement significative a ¢té trouvée entre I’allele mutant 76T et la
recrudescence lorsque le patient recevait de I’ASAQ comme traitement (P < 0,0001). En effet les
patients présentant cette mutation avaient un facteur de risque se multipliant par 19.51 [[=12,28-
29,47%) comparativement a ceux qui n’en possédaient pas.

Par contre nous n’avons pas obtenu une association significative entre ce méme marqueur et la

recrudescence lors du traitement a AL (P=0.13).

1V.6.2. Marqueur moléculaire du Pfindr-1 N86Y.
Aucune association significative n’a été trouvée entre ce marqueur moléculaire et la
recrudescence lors du traitement 4 ’ASAQ et a I’AL. Les valeurs de P étaient respectivement 0.51 et

0.17. Les risques de ceux qui possédaient la mutation et ceux qui n’en possédaient pas étaient

respectivement 13,04% [I = 5.74-26.04] et 8.33% [I=4.43-14,82].

IV.6.3. Marqueur moléculaire du Pfindr-1 Y184F.
Nous avons trouveé une association significative entre la mutation 184F et la recrudescence lors du
traitement a I’ASAQ [(P= 0.006); (IC= 0,14-0,75)]. Par contre aucune relation n’a été trouvée entre ce

marqueur et la recrudescence lors du traitement a AL.

IV.6.4. Marqueur moléculaire du Pfindr-1 N1246Y
Aucune relation entre ce marqueur et la recrudescence n’a été trouvée lors du traitement de I’ASAQ

(P=0.99) et du AL (P=0.48) lors de notre étude.
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IV.6.5. Combinaison entre alléles des 2 génes (Pfmdr-1 86Y /Pfcrt 76T) et
recrudescence
Pour cette analyse, nous avons regardé les patients qui possédaient a la fois les mutants 86Yet 76T a JO
et au J-échec. En évaluant le risque d’apparition de la recrudescence, nous avons aboutit a des résultats
démontrant qu’il y avait une association hautement significative entre la présence de ces deux
mutations et la recrudescence (P=0.01) lorsque le patient avait regu de ’ASAQ comme traitement.
Par contre lorsque le patient recevait du AL comme traitement cette association n’est pas

statistiquement significative (P= 0.48).

IV.6.6. Combinaison entre marqueurs moléculaires du Pfmdr-1 86Y /Pfcrt 76T/ Pfmdr-
11246Y
Une association hautement significative a été trouvée entre cette combinaison d’alléles et I’apparition
de la recrudescence lorsque le patient a regu de I’ASAQ (P=0.003). Chez les patients ayant regu du AL

aucune association n’a été établie (P=0.16).

Tableau XIX: Associations entre marqueurs moléculaires et recrudescences.
Mut Sau  Mutou
Traitement Alléle Sau ou avec Mix RR IC P
Mix Rec avec
Rec
Pfert K76 T (N=142) 60 82 00 16 ND ND 0,0001
Pfndr-1 N86Y (N= 166) 120 46 10 6 1,65 0,56-4,84 0,51
ASAQ Pfindr-1 Y184F (N=162) 84 78 24 9 041  0,14-0,75 0,008
Pfindr-1 D1246Y (N=168) 159 9 20 1 088  0,1-7,33 0.99
Pfmdr-1 86Y /Pfert 76T (N= 69) 46 23 0 4 ND ND 0,01
Pfert 16T/ Pfmdr-1 86Y/Pfndr-1 1246Y (N=46) 45 1 0 1 ND ND 0.0000001
Pfert K76T (N=138) 69 69 9 3 0,33 0,08-1,16 0,13
Pfndr-1 N8GY (N=164) 125 39 14 l 023 0,03-1,65 0,17
AL Pfindr-1 Y184F (N=159) 84 75 9 5 062  0,21-1,77 0,27
Pfindr-1 D1246Y (N=165) 157 8 14 0 ND ND 0,48
Pfmdr-1 86Y+Pfert 76T (N = 61) 54 6 8 0 ND ND 0,40
Pfert 16T/ Pfindr-1 86Y/Pfmdr-1 1246Y (N=55) 35 0 8 1 ND ND 0,16

ND : Note done = non fait, nous n’avons pas pu calculer les valeurs correspondantes avec la tabie 2X2 compte tenu du zéro (0) dans
P'une des cases de la ligne correspondante. Les taux des risques encourus par ceux portent la mutation et ceux qui ne la portent pas ne
figurent pas sur le tableau pour raison de clarté

Sau : Sauvage ; Mut : Mutant ; Mix : Mixte ; Rec : Recrudescence
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V. DISCUSSION

V.1. De la caractéristique des patients a I’inclusion sur les résultats globaux.

Nous n’avons pas trouvé des différences entre les deux groupes a tous points de vue (p>0,053).
Par exemple la température, le taux d’hémoglobine ou la parasitémie n’était pas plus élevé chez les
gargons que chez les filles. Cela dénote I’importance de I’approche par randomisation qui est une
approche capitale dans ces types d’études car elle permet de minimiser les différents biais.
Le fort taux d’infestation palustre obtenu témoigne du poids du paludisme a Nanoro ou il représente

39,97% des nouvelles consultations curatives dans toutes les formations sanitaires du district.

V.2. De Pefficacité thérapeutique aux traitements.

Au cours des 28 premiers jours de suivi nous avons noté que les taux d’échecs thérapeutiques
avant la correction des résultats par la PCR de AL (53.34%) étaient supérieurs a ceux de ’ASAQ
(39.97%) avec une différence statistiquement significative (P= 0.013). Nous pouvons émettre certaines
hypothéses pour expliquer cela: soit ASAQ posséde une activité prophylactique posthérapeutique
meilleure par rapport & AL soit par notre mode d’administration du traitement (administration non
supervisée) AL a été mal accepté par les enfants (compliance) ou que 1’adsorption du AL soit mal
réalisée. En effet certains auteurs soutiennent que 1’absorption digestive de AL est favorisée par les
matieres grasses. Mais ces résultats comparés a ceux d’une autre étude conduite par Bihoun er al.
(Données non encore publiées) dans la méme localité au méme moment ne révelent pas une différence
dans les taux d’échecs thérapeutiques malgré que le mode d’administration était différente [32]. En
effet toutes les doses étaient supervisées dans 1’étude de Bihoun et ’administration de AL était
accompagnée d’un verre de lait, contrairement a notre étude. Ce constat est en contradiction avec 1’idée
d’absorption digestive de AL favorisée par les matiéres grasses. L’état nutritionnel, les conditions
d’hygiéne, le niveau d’infection microbienne etc agissant sur le systéme immunitaire pourraient étre les
facteurs responsables de ce constat.

Nos résultats sont comparables a ceux obtenus en 2006 par Zongo e? al. dans la région de Bobo-

Dioulasso apres 28 jours de suivi [20].
Par contre au Congo [33] et en Tanzanie [23] Van den Broek et a/ et Martenson et al ont rapporté des
taux d’échecs thérapeutiques non corrigés par la PCR plus faibles dans le groupe AL que dans le
groupe ASAQ. En effet au Congo ces taux étaient respectivement de 13% et 32% (P<0,05) pour AL et
ASAQ. Une résistance plus élevée a I’Amodiaquine dans cette zone pourrait expliquer cette différence
de résultats.

Apres la correction des résultats par la PCR, au cours des 28 jours de suivi, nous avons noté des

taux d’échecs thérapeutiques similaires dans les deux groupes de traitement. Ces taux étaient
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respectivement de 9,09% et 9.64% pour AL et ASAQ. Notons ici la chute spectaculaire de ’échec
thérapeutique apres correction a la PCR (de 53% a 9,09% pour AL). Cela est du au fait que les échecs
obtenus avant la PCR incluent ceux dus aux nouvelles infections et ceux dus aux recrudescences alors
que les échecs apres la PCR ne prennent en compte uniquement que ceux dus aux recrudescences. La
similarité des taux d’échecs dans les deux groupes pourrait s’expliquer par le fait qu’ils possedent les
meémes modes d’action.

Nos résultats corroborent ceux de Robin ef a/ qui avaient obtenu apres la correction par la PCR des
taux d’échecs thérapeutiques similaires de 11,7% pour AL et 8,3% pour ASAQ au Ghana en 2008 [31].
Cependant, au Nigeria Falade et a/ ont rapporté des taux d’échecs de 0% pour AL et 1,6% pour ASAQ
[25]. Au Mali, Abdoulaye et a/ ont rapporté également des taux d’échecs 1,7% pour AL en 2008. Ces
différences observées par Falade er al et Abdoulaye et al avec nos résultats pourraient s’expliquer par
le mode d’administration du traitement et/ou par la variabilité géographique de la résistance a
I’amodiaquine et a la luméfantrine.

Au jour 42, avant la correction des résultats a la PCR, nous avons noté des taux d’échecs
similaires dans les deux groupes de traitements. A I’oppos€, apres la correction des résultats par la
PCR, nous avons noté des taux d’échecs thérapeutiques plus €levés chez les patients traités avec de
’ASAQ (17.46%) que ceux traités avec AL (10.30%). Cette différence était statistiquement
significative (P=0.039). Nos résultats indiquent que lorsque nous atteignons 42 jours de suivi, ilya
plus de recrudescences que de nouvelles infections dans le groupe des patients traités avec de ’ASAQ
comparativement au groupe des patients traités avec du AL. Deux hypotheses peuvent nous aider a
justifier ce constat :

- Premiérement AL a toujours été vendu sous forme Co-formulée : combinaison
pharmaceutique conseillée car bithérapeutique et favorise moins I’émergence des parasites résistants du
fait de I’effet synergique des deux composés. [38]

- Deuxiémement I’ASAQ a été vendue d’abord sous forme monothérapeutique, Artésunate et
Amodiaquine séparément. Cela aurait du entrainer I’émergence des parasites résistants. Cet état de fait
est accentué par le fait que I’ Amodiaquine, molécule partenaire a cette combinaison a une formule
chimique proche de la Chloroquine dont plusieurs auteurs ont rapporté des résistances croisées.

Ces résultats corroborent ceux obtenus & Bobo par Issaka et al., qui ont rapporté des taux d’échecs

thérapeutiques de 7% pour AL au jour 42[20].

V.3. De la prévalence des différents alleles du Pfmdr-1 et Pfcrt
Cette étude nous a permis de déterminer les prévalences des mutations sur I’ensemble des trois points

du Pfindr-1 et sur la position 76 du Pfert.




Les prévalences de 100% d’alléles sauvages obtenus au niveau des positions 1034 et 1042 du
gene Pfmdr-1, indiquent la rareté de ces alléles mutants (1034C et 1042D) au sein de la population
plasmodiale étudiée & Nanoro. Ces résultats sont semblables & ceux rapportés par d’autres auteurs qui
ont également noté 1’absence de ces 2 mutations [11 5 13 ; 20 ; 21].

Sur les positions 86 ; 184 et 1246 du Pfmdr-1 et la position 76 du Pfcrt, nous avons observé des
alleles mutants. Cependant, les résultats montrent une prédominance des souches sauvages par rapport
aux souches mutantes sauf au niveau du Pfcrt K76T ou la prévalence de I’alléle mutant 76T dépassait
celle de I’allele sauvage K76. Cette mutation étant impliquée dans la résistance a la chloroquine sa forte
prévalence serait due a I’usage de la chloroquine depuis des dizaines d’années dans cette zone. En effet
depuis plusieurs années la chloroquine fut largement utilisée et de fagon intensive au Burkina Faso
pour la prise en charge du paludisme. Cette pression de la chloroquine sur les parasites aurait entrainé
une sélection des parasites résistants d’ou I’¢lévation de la prévalence de cette mutation. Au Burkina
Faso depuis 2005 les textes réglementant le traitement du paludisme interdisent ’usage de la
chloroquine. En dépit de cette interdiction le maintient du haut niveau de prévalence de cette mutation a
plusieurs raisons : les populations continuent toujours d’utiliser cette molécule pour traiter leur
paludisme du fait qu’elle soit disponible et moins chére dans les marchés illicites ; la résistance croisée
entre la chloroquine et I’Amodiaquine au sein du Plasmodium et enfin ’expansion des parasites ayant
acquis des genes de résistances.

Ce fort taux de prévalence ét¢ aussi obtenu par Tinto et al en 2005 lors d’une étude menée dans
trois (3) villages différents dans la partie Ouest du Burkina Faso.

Dans d’autres régions du monde en Angola par exemple, une étude a rapporté des taux de
prévalence du Pfcrt de 93.9% pour Pallele sauvage K76 ; 5.7% pour I’alléle mutant 76T et 0.4% pour
les infections mixtes [9]. Ces résultats différents des notres pourraient s’expliquer par la fluctuation
dans le temps et I’espace du phénomene des mutations impliquées dans la résistance des antipaludiques

de Plasmodium falciparum.

Pour les mutations ponctuelles N86Y et Y184F, nous avons obtenu des taux de prévalence 25,76%
pour alléle mutant 86Y et 47,66% pour ’alléele mutant 184F. Ces taux de prévalence sont supérieurs a
ceux habituellement obtenus en Afrique de I’Ouest. En effet il a été démontré lors des cultures in vitro
et des études in vivo que ces mutations subissent des sélections en fonction de la nature de
I’antipaludique utilisé et de I’intensité de sa pression et aussi en fonction de la diversité des parasites
circulant dans la zone. [13]. Ceci pourrait expliquer cette variation de la prévalence de ces alleles

mutants
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V.3. De 'impact du traitement sur la prévalence des alléles.

Lors de cette étude, des alleles du géne Pfindriet du géne Pfert K76T ont servi d’outils pour
observer I'impact du traitement a ’ASAQ ou a AL chez des enfants atteints de paludisme simple &
Nanoro.

Nos résultats démontrent qu’il y a une sélection des alléles D1246, 1246Y du géne Pfmdrl et
des alleles K76, 76T du geéne Pfcrt dans le groupe de traitement & ’ASAQ. En effet nous remarquons
une accumulation significative des all¢les mutants 1246Y du Pfmdr!l et 76T du Pfcrt au détriment des
alleles sauvages (D1246 et K76) correspondants. Nous avions montré plus haut qu’il y avait plus de
parasites résistants lors des échecs thérapeutiques dans le groupe des patients traités avec de I’ASAQ
que ceux traités avec AL. La conclusion dont nous pouvons tirer de ces constats est que la combinaison
ASAQ exerce un effet électif sur les parasites portant les alléles mutants 1246Y et 76T des geénes
Pfmdr1 et Pfcrt.

Par ailleurs, le traitement des patients avec AL a révélé une augmentation significative de
I’allele sauvage 86N et une diminution de I’alléle mutant 86Y sur la position 86 du Pfindrl. Quelques
tentatives d’explications a cette sélection d’allele :

Premiérement selon les cultures in vitro si les parasites portant I’all¢le sauvage 86N sont soumis
a une pression médicamenteuse notamment a la Chloroquine, ils acquiérent une meilleure capacité de
survie (adaptation) lorsque cette pression est supprimée [39]. Cette situation est vérifiée ici car la
choloroquine a été retirée du marché depuis 2005.

Deuxiémement lors du traitement aux ACTs, I’exposition prolongée des parasites provenant du
foie a la Luméfantrine ou a I’Amodiaquine aprés la clairance de I’artémisinine peut sélectionner des
parasites portant ces alléles surtout lors des fortes parasitémies a JO.

Cet état de sélection des alléles du PfindrIN86Y a été également rapporté par Humphreys et al
en 2008 en Tanzanie. En effet, dans 1’étude de Humphreys et a/, le taux de 1’allele mutant 86Y quittait
de 52,1% & 74,1% de 1’ étape pré-traitement a 1’étape post-traitement a AL. Cela a été aussi rapporté par
Martenson lors d’une étude récente menée a Zanzibar ou la prévalence de ’all¢le augmentait de 15%
au jour 0 a 41% au jour de [’échec.

Au terme de notre analyse, il est important de noter que les marqueurs de résistance D1246Y,
K76T et N86Y sont ceux dont la surveillance permettrait de contrdler la résistance liée 8 ’ASAQ et a
AL surtout que ces combinaisons ont été adoptées comme antipaludiques de premiéres intentions pour

le traitement du paludisme simple au Burkina Faso.
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IV.4.De I’ Associations entre marqueurs moléculaires et recrudescences.

Nos résultats démontrent que lorsqu’un patient héberge des parasites avec 1’alléle mutant 76T a
I’inclusion il présente plus de risques de faire une recrudescence lorsqu’il est traité avec de ’ASAQ
comparée a AL. La raison probable de cette situation pourrait étre la suivante : il se peut que les
parasites du Plasmodium portant cette mutation aient acquis certaines adaptations face aux molécules
de ’ASAQ du fait de la résistance croisée entre la chloroquine et I’ Amodiaquine [22, 9, 40]. Cet alléle
76T en association probable avec d’autres mutations peut conférer a ces parasites une résistance contre
I’ASAQ d’ou "augmentation du facteur du risque d’une recrudescence chez les patients traités avec
cette combinaison. Nos résultats suggerent également une possible implication de la mutation 184F

dans la survenue de la recrudescence lors du traitement a8 ’ASAQ.

La mutation 76T serait le principal médiateur de la résistance a la combinaison Artésunate-
Amodiaquine au sein de la population de Nanoro. Des mutations additionnelles probablement
permettraient de maintenir le fitness des parasites ayant la mutation 76T. En effet, de nos résultats il
ressort que les patients ayant la double mutation 86Y/76T ont 12,12% de chance de faire une
recrudescence et ceux ayant la triple mutation 86Y/76T/1246Y ont 100% de chance de faire une
recrudescence. Alors on pourrait penser a une synergie d’action entre les différents points de mutation
Cela serait d’autant plus plausible qu’au cours de nos manipulations nous avions rencontré un patient
dont le génotypage du Pfindr-1 et Pfcrt a JO a révélé la présence de tous les alléles mutant étudiés. Ce
patient présentait une goutte épaisse positive a J14 et la PCR montrait une recrudescence. Sous réserve
qu’il s’agit d’un seul patient sur 330, compte tenu de la prévalence de ces trois mutations dans la zone
I’association de ces alléles mutants chez un individu rendrait inefficace la combinaison ASAQ. On
pourrait émettre I’hypothése selon laquelle ’introduction de I’ASAQ dans les lignes de traitement du

paludisme engendrerait une émergence rapide et exponentielle de la résistance contre cette molécule

- 46 -




Conclusions

Au terme de cette étude, nous avons noté I’'importance des deux génes MSP1 et MSP2 dans
Pinterprétation des taux d’efficacité thérapeutique aux antipaludiques. Des taux d’échecs

thérapeutiques de 17,46% pour ASAQ et 10,30% pour AL ont été obtenus.

Certains marqueurs de la chimiorésistance a 1’instar de Pfmdr-1 86Y, Pfmdr-1 184F, Pfmdr-1
1246Y, Pfcrt-1 K76T sont présents a des taux de prévalence respectifs de 25,76% ; 47,66% ; 5,1% ; et
53,93%. Ceci dénote de I’importance d’une surveillance du phénoméne de la chimiorésistance du
Plasmodium falciparum dans cette localité. Sur les positions 1034 et 1042 du Pfmdr-1, aucune

mutation n’a été mise en évidence.

Notre travail révele également une relation évidente entre les alleles étudiées et la recrudescence
en fonction des traitements regus notamment les alléles 76T, 184F, les haplotypes 86Y/76T et
86Y/76T/11246Y était associées a la recrudescence a 1°ASAQ.

Cette étude a permis d’établir la sélection des alléles D1246Y; K76T par la combinaison ASAQ
notamment la diminution des alle¢les sauvages D1246 et K76 et ’augmentation des allé¢les mutants
1246Y et 76T. Cependant, lors du traitement a la combinaison AL, il n’a pas ¢té établi de relation entre

les marqueurs de résistance, mais une sélection des alleles du géne PfmdrN86Y a été mis en évidence.
Perspectives

Au vu des taux de prévalence des mutations, des sélections d’alléles mutants et de I’association
de certains alleles mutants et la recrudescence a Nanoro, I’un des 3 facies épidémiologiques du
paludisme au Burkina Faso, il serait judicieux d’étendre cette étude sur ’ensemble du territoire afin

d’obtenir des données représentatives du pays pour ces deux combinaisons ASAQ et AL.

Il nous parait aussi important de pérenniser ces types d’études afin de maintenir une
surveillance permanente des marqueurs de résistance liés aux différentes combinaisons des ACT

adoptées pour la prise en charge du paludisme simple.
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