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Résumé

Introduction

La résistance du P. falciparum a la sulfadoxine-pyriméthamine utilisée en traitement
préventif intermittent au cours de la grossesse (TPIg-SP) prend de I’ampleur en Afrique de
I’Ouest. Cependant, au Burkina Faso, il existe trés peu de données sur les marqueurs
moléculaires de résistance a la SP chez les femmes enceintes. L objectif de cette étude était de
déterminer la prévalence des mutations des génes Pfdhfr et Pfdhps chez les femmes enceintes
de la ville de Bobo-Dioulasso, cinq ans apres I’implémentation du TPIg-SP.
Méthodologie

Nous avons collecté entre septembre et décembre 2010, lors des consultations
prénatales, des confettis de sang séché auprés de 105 femmes enceintes ayant une infestation a
P. falciparum confirmée a la microscopie. Les confettis ont été analysés grace a la PCR
nichée pour la détection des mutations aux codons 51, 59, 108 et 164 pour le gene Pfdhfr et
aux codons 437 et 540 pour le géne Pfdhps.
Résultats

Les geénes Pfdhfr et Pfdhps ont été analysés avec succes a la PCR dans 92,4% (97/105)
des échantillons. Au total 97,9% (95/97) des échantillons analysés contenaient au moins une
mutation du gene Pfdhfr. La prévalence de la mutation Pfdhps 437G était de 79,4%. Les
proportions de la triple mutation Pfdhfr (Ile51+Arg59+Asnl108) et de la quadruple mutation
(triple mutation Pfdhfr + mutation Pfdhps A437QG) étaient respectivement de 24,7% et de
19,6%. Nous n’avons pas enregistré de mutations Pfdhfr 164L et Pfdhps 540E. Les
prévalences de la triple et de la quadruple mutation étaient plus élevées chez les femmes ayant
bénéfici¢ du TPIg-SP (p > 0,05).
Conclusion

Nos résultats suggerent la nécessite d’une surveillance continue de la résistance a la SP
et d’une évaluation de ’efficacité in vivo de la SP chez les femmes enceintes au Burkina Faso.

Mots clés : Paludisme, Grossesse, Sulfadoxine-pyriméthamine, Résistance, Burkina Faso.

viii

Mémoire Alamissa Soulama, profil mutations Pfdhfr et Pfdhps chez les femmes enceintes, Bobo-Dioulasso



Abstract

Title: Profile of Pfdhfr and Pfdhps gene mutations in pregnant women in Bobo-Dioulasso,
five years after the adoption of the Intermittent Preventive Treatment with Sulfadoxine-
Pyrimethamine

Introduction

P. falciparum resistance to sulfadoxine-pyrimethamine used as intermittent preventive
treatment during pregnancy (IPTp-SP) is increasing in West Africa. However data concerning
molecular markers of resistance to SP in pregnancy are scarce in Burkina Faso. The aim of
this study was to determine the prevalence of Pfdhfr and Pfdhps mutations in pregnant women
of Bobo-Dioulasso, five years after the [PTp-SP implementation in Burkina Faso.

Methods

From September to December 2010, we collected dried blood spots (DBS) during
antenatal care visits from 105 pregnant women with microscopically confirmed falciparum
malaria infection. DBS were analyzed by PCR-restriction fragment length polymorphism

(PCR-RFLP) for the alleles 51, 59, 108, 164 in the Pfdhfr gene and 437, 540 in the Pfdhps

gene.

Results

Both Pfdhfr and Pfdhps genes were successfully genotyped in 92.4% (97/105) of the
samples. Overall, 97.9% (95/97) of the samples carried at least one mutation at Pfdhfr gene.

The prevalence of Pfdhps 437G mutation was 79.4%. The proportions of Pfdhfr triple

mutation (Ile51+Arg59+Asn108) and quadruple mutation (triple Pfdhfr mutation + Pfdhps

A437G mutation) were 24.7% (24/97) and 19.6% (19/97), respectively. None of the samples

had the Pfdhfr 1164L and the Pfdhps K540E mutations. The prevalence of the triple and

quadruple mutation was higher among pregnant women who took the IPTp-SP (p > 0.05).

Conclusion

There is a need for continuous monitoring of SP resistance and to assess the in vivo
efficacy SP in pregnant women in Burkina Faso.

Keywords: Malaria, pregnancy, sulfadoxine-pyrimethamine, resistance, Burkina Faso.
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Introduction

Le paludisme ou malaria est une parasitose hémolysante fébrile et potentiellement
mortelle due a un hématozoaire du genre Plasmodium transmis a I’Homme lors de la piqiire
infestante de la femelle d’un moustique du genre Anopheles. Malgré les efforts de lutte contre
la maladie, le paludisme demeure un probléme de santé publique. Selon I’OMS, 214 millions
de cas de paludisme sont survenus en 2015 a travers le monde dont 88% en Afrique Sub-
Saharienne (1). Dans le monde, le nombre de décés a été estimé a 438 000 cas en 2015 dont
90% en Afrique au Sud du Sahara (1). Au Burkina Faso, le paludisme est la premicre cause
de consultation d’hospitalisation et de décés dans les formations sanitaires (2). Les enfants de
moins de cinq ans sont les plus touchés par cette maladie tropicale et parmi les adultes, les
femmes enceintes sont les plus concernées (3,4). La prévention du paludisme chez la femme
enceinte est axée sur le traitement préventif intermittent (TPI) a la sulfadoxine-
pyriméthamine (SP). En effet, I’administration de doses de SP séparées d’au moins un mois
pendant la grossesse permet de réduire la morbidité et la mortalité pendant la grossesse (5).
Cependant, I’efficacité de la SP pendant la grossesse est menacée par la chimiorésistance de
Plasmodium falciparum, 1’espéce la plus pathogeéne et prédominante en Afrique et en
particulier au Burkina Faso (1). Dans la plupart des cas, la résistance est secondaire a une
modification au niveau de I’ADN du parasite. Des mutations des genes de P. falciparum
codant pour la synthése de la dihydrofolate réductase (pfdhfr) et de la dihydroptéroate
synthase (pfdhps) ont été identifiées comme étant associées a la résistance a la SP (6,7). Sur
le géne pfdhfr des mutations au niveau des codons 50, 51, 59, 108 et 164 agissent en synergie
pour augmenter la résistance a la pyriméthamine (8). De méme, des mutations au niveau des
codons 436, 437, 540, 581 et 613 du geéne pfdhps agissent en synergie pour augmenter le
niveau de résistance a la sulfadoxine (8). Les mutations haplotypiques les plus décrites
comme étant associées a des résistances a la SP sont la triple mutation (pfdhfr 51, 59 et 108),
la quadruple mutation (pfdhfr 51, 59 et 108 et pfdhps 437) et la quintuple mutation (pfdhfr 51,
59 et 108 et pfdhps 437 et 540) (9,10). Dans cette étude, il s’agira d’étudier le profil des
mutations de ces deux geénes chez les femmes enceintes, a8 Bobo-Dioulasso, cinq ans apres

I’adoption du TPI a la SP au Burkina Faso.
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Enoncé du probléme

Dans les pays a forte transmission du paludisme comme le Burkina Faso, la SP est
utilisée dans le cadre du TPI et de la chimioprévention du paludisme saisonnier (CPS)
respectivement chez la femme enceinte et chez les enfants de moins de cinq ans. Ce contexte
de chimioprévention de masse augmente la pression médicamenteuse qui pourrait favoriser la
propagation de la résistance de P. falciparum a la SP (11-14).

En Afrique de I’Ouest, la prévalence de la résistance de P. falciparum a la SP chez les
femmes enceintes va crescendo et varie de 5 a 85% (10,15,16). Cependant, il existe trés peu
de données sur la prévalence des marqueurs moléculaires de résistance de P. falciparum a la
SP chez les femmes enceintes au Burkina Faso (5,17). En effet, cinq ans apres 1’adoption du
TPIg-SP, au cours d’une étude d’efficacité de la SP pendant la grossesse, il a été rapporté des
fréquences de 7,1% et de 44,9% respectivement pour la double mutation du géne Pfdhfr et de
la triple mutation du gene Pfdhfr chez des femmes enceintes dans le district sanitaire de
Ziniaré (5). En outre, au cours de la méme période une étude menée a Nanoro chez des
femmes enceintes avait noté des proportions de 35,7% et de 11,4%, respectivement pour la
double mutation du gene Pfdhfr et la triple mutation (17).

Nous nous proposons d’étudier le profil des mutations des genes Pfdhfr et Pfdhps
chez les femmes enceintes a Bobo-Dioulasso cinq ans aprés 1’adoption de la stratégie du

TPIg-SP au Burkina Faso.
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PREMIERE PARTIE :
GENERALITES
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1. Définition

Le mot paludisme ou malaria dérive du latin palus (marais) ou mal aria (mauvais air).
Il s’agit d’une érythrocytopathie parasitaire due a un hématozoaire du genre Plasmodium qui
dans la quasi-totalité¢ des cas, est transmis a ’'Homme lors de la piqlre de la femelle d’un
moustique du genre Anopheles.

On distingue le paludisme-infestation ou paludisme asymptomatique correspondant a
la présence du parasite sans signes cliniques et le paludisme-maladie correspondant a la

présence du parasite associée a des signes cliniques dominés par la fiévre.

2. Epidémiologie de I’agent pathogéne
2.1. Taxinomie de I’agent pathogéne
Les parasites responsables du paludisme chez I’Homme sont classés comme suit :
% Phylum: Apicomplexa
» Classe : Sporozoea
¢ Ordre : Haemosporida
s Famille : Plasmodiidce
»  Genre : Plasmodium
» Sous-genre : Plasmodium laverania (pour 1’espece P. falciparum) (18)
s Espéces :
¢ Du sous-genre Plasmodium: Plasmodium vivax, P. ovale, P. malariae, P. knowlesi;

¢ Du sous-genre Laverania: P. falciparum

2.2. Ultrastructure et matériel génétique de P. falciparum

Les plasmodiums sont des organismes unicellulaires. Il s’agit d’une cellule dont la
membrane cytoplasmique a des tailles et des formes différentes selon le stade évolutif du
parasite. Comme les autres eucaryotes, le matériel génétique est entouré d’une membrane
nucléaire (figurel).

Ce matériel génétique est organisé en 14 chromosomes (19). L’ADN de P. falciparum
a été complétement séquencé en 2004 (20). Il est composé de 23,3 10° paires de bases avec

un pourcentage de GC de 19,4% (20). Le génome est composé de 5403 geénes (20). Le gene
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Pfdhfr est situé sur le chromosome 4 tandis que le géne Pfdhps est situé¢ sur le chromosome 8
(21).

Ces deux genes, Pfdhfr et Pfdhps, codent respectivement pour la synthése de la
dihydrofolate reductase et de dihydropteroate synthase. Ces enzymes interviennent dans le

métabolisme de I’acide folique qui est impliqué dans la production d’énergie du parasite.
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Figure 1 : Ultrastructure schématique du mérozoite de P. falciparum (22).

2.3. Transmission du paludisme
% Voies de transmission

+ La transmission vectorielle est la plus fréquente et provoquée par la piqlre de I’anophé¢le
femelle au cours de son repas de sang ;

% La transmission passive est rare et peut se faire par voie transfusionnelle, transplacentaire

ou de fagon exceptionnelle par les objets tranchants souillés.
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s Vecteurs du paludisme
Les vecteurs du paludisme sont des arthropodes appartenant a la classe des insectes, a
I’ordre des dipteres, au sous-ordre des nématoceres, a la grande famille des Culicidae et a la
sous-famille des Anophelinae.
En Afrique sub-saharienne, les deux principales especes vectrices sont : le complexe
Anopheles gambiae et Anopheles funestus. Au Burkina Faso, les études entomologiques
révelent que les principaux vecteurs du paludisme sont : Anopheles gambiae s.l, Anopheles

arabiensis et Anopheles funestus (23,24).

2.4. Cycle évolutif du plasmodium
Le cycle biologique du parasite est indirect car se déroulant chez 2 hotes dont
I’Homme comme hote intermédiaire et ’anophele femelle comme hote définitif et vecteur.
% Cycle du plasmodium chez I’Homme
La multiplication chez I’Homme est asexuée ou schizogonique et se déroule
schématiquement en deux étapes : une étape hépatique ou exo-érythrocytaire et une étape

sanguine ou intra-érythrocytaire (figure 2).

v Le cycle intra-hépatique

Lors de son repas sanguin chez I’Homme, I’anophéle femelle injecte, en méme temps
que sa salive, des formes plasmodiales appelées sporozoites. En 40 minutes, ces sporozoites
atteignent le foie ou ils colonisent les hépatocytes et deviennent des trophozoites. Les
trophozoites vont se multiplier par schizogonie pour donner des schizontes. Les schizontes
mirs appelés corps bleus renferment 10 000 a 30 000 mérozoites. Les mérozoites sont libérés
dans le sang apres éclatement des hépatocytes. Le cycle hépatique dure 5,5 jours chez P.
falciparum, 8 a 9 jours pour P. ovale et P. vivax et 15 jours chez P. malariae. Certains
sporozoites particuliers de P. vivax et de P. ovale, aprés inoculation restent quiescents
pendant des périodes allant de 1 a 13 mois selon I’espece plasmodiale. On les appelle les
hypnozoites. Ils reprennent leur développement pour donner des trophozoites, des schizontes,

et des mérozoites.
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v Le cycle intra-érythrocytaire

Apres éclatement des schizontes hépatiques, les mérozoites libérés arrivent dans le
sang et pénétrent dans les érythrocytes. Au bout de quelques minutes, ils prennent une forme
en anneau de 1 a 2 um appelés trophozoites sanguins. Ces trophozoites se nourrissent de
I’hémoglobine érythrocytaire et produisent des pigments appelés hémozoine. Les noyaux des
trophozoites se multiplient pour donner des schizontes sanguins. Les schizontes mirs ont
entre 8 et 32 mérozoites selon I’espeéce plasmodiale et constituent des rosaces. La durée de
maturation du trophozoite sanguin est de 24 heures pour P. knowlesi (25), 48 heures pour P.
falciparum et les autres especes responsables de fievre tierce ; elle est de 72 heures pour P.
malariae responsable de la fiévre quarte. Aprés éclatement des rosaces, les mérozoites
pénétrent dans de nouveaux globules rouges et recommencent un nouveau cycle
érythrocytaire. Cependant, aprés un certain nombre de cycles érythrocytaires, il apparait des
formes sexuées qui sont les gamétocytes, uninucléés. On distingue le gamétocyte male ou
micro-gamétocyte et le gamétocyte femelle ou macro-gamétocyte.

<> Cycle du plasmodium chez le moustique

I associe la gamogonie (cycle sexué) et la sporogonie. Lors de son repas sanguin par
piqire d’un Homme contaminé, 1’anophéle femelle absorbe les formes parasitaires du
plasmodium. Seuls les gamétocytes gagnent I’intestin moyen de I’insecte. Le macro-
gamétocyte subit une division chromatinienne et se transforme en gamete haploide. Quant au
micro-gamétocyte, il subit plusieurs divisions pour donner 8 noyaux fils, puis par le
phénomene d’exflagellation libére 8 gametes males haploides mobiles. La fécondation entre
un gamete femelle et un gamete male donne un ceuf mobile appelé ookinete. Ce dernier quitte
rapidement la paroi de I’estomac du moustique, traverse la membrane péritrophique, passe
entre les cellules de la paroi stomacale et se retrouve a la face externe sous la membrane
séreuse. Il se transforme en oocyste dont le noyau subit plusieurs divisions pour aboutir a plus
de 10 000 ¢léments fils: ce sont les sporozoites. Les sporozoites libérés, apres éclatement de
I’0oocyste, gagnent les glandes salivaires d’ou ils sont expulsés lors d’un repas sanguin du

moustique.
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La durée du cycle sporogonique varie de 10 a 40 jours et est fonction de la
température et de I’espeéce plasmodiale. Le développement diminue ou cesse avec le froid

(environ 16°C pour P. vivax, 18°C pour P. falciparum) et s’arréte a la limite de 45°C.
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Figure 2: Cycle évolutif de Plasmodium spp (26).
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2.5. Répartition géographique
Le paludisme est surtout retrouvé dans les zones intertropicales du globe. La
transmission est €élevée entre le 30° de latitude Nord et le 30° de latitude Sud (27). Ainsi :

¢ En Afrique intertropicale, dans tous les pays, sauf le Lesotho : le paludisme est du a P.
falciparum (ou il est majoritaire souvent a plus de 90%) et a P. ovale ou plus rarement a
P. malariae.

¢ En Asie, la situation est la méme qu’en Afrique, mais avec en plus de la prédominance
de P. falciparum et celle de P. vivax.

+¢ Dans I’océan Indien : Madagascar, Archipel des Comores, Zanzibar,

* En Amérique latine, il y a une diminution globale des cas, sauf au Honduras, en
Colombie, en Guyane frangaise et au Surinam. Il y a une forte proportion d'infection a P.
vivax,

¢ En Asie : dans tous les pays de I’Asie du sud-est, sauf a Brunei; dans la plupart des pays
d’Asie du centre-sud, en particulier Inde, Sri Lanka, Pakistan, Afghanistan, Bangladesh,

¢+ Au Proche et au Moyen Orient : dans les pays de la zone, sauf a Bahrein, et Qatar,

+¢* Dans les Caraibes : en Haiti et en République dominicaine

¢ En Océanie : aux Iles Salomon, au Vanuatu, en Papouasie Nouvelle Guinée
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Figure 3 : Répartition globale de la malaria : pays endémiques en 2000 et en 2016 (28)
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3. Résistance innée et immunité de ’hote
3.1. Résistance innée
I1 s’agit d’un état réfractaire a I’infection de 1’érythrocyte par les plasmodies. Cet état
est non immunologique et surtout conféré par certaines anomalies génétiques. Les causes de
cette résistance innée sont les suivantes :
¢ Présence de I’hémoglobine S (siklémie ou drépanocytose), C et E
¢ Présence de I’hémoglobine F (protection du nouveau-né pendant les premiéres semaines
de vie)
+¢ Thalassémie chez 1’adulte
s Déficit en G6PD
¢ Présence d’ovalocytes
¢ Présence d’elliptocytes (résistance vis-a-vis de P. falciparum)
¢ Présence des antigénes érythrocytaires du groupe Duffy notamment les noirs africains et
américains (résistance innée au Plasmodium vivax)
¢ Autres facteurs : régime exclusivement lacté, déficient en acide para-amino-benzoique,

malnutrition protéique.

3.2. Prémunition

Il n’existe pas d’immunité innée contre le paludisme. Il existe en fait un état
d’immunité acquise relative appelé prémunition. La prémunition est le résultat d’un processus
lent et progressif qui donne une immunité partielle, non stérilisante incomplete. Elle est
induite et entretenue par les charges parasitaires permanentes soit du fait de la longévité des
parasites chez 1’hote, soit du fait des réinfections fréquentes. Cette immunité est spécifique
d'especes et de stades évolutifs du parasite.

Elle est labile et disparait 12 a 24 mois apres que le sujet ait quitté la zone d’endémie

ou apres une chimioprophylaxie antipalustre prolongée.

11

Mémoire Alamissa Soulama, profil mutations Pfdhfr et Pfdhps chez les femmes enceintes, Bobo-Dioulasso



4. Formes cliniques
La gravité des manifestations du paludisme dépend de I’espéce plasmodiale, de la
souche plasmodiale, de la densité parasitaire et du degré de prémunition de 1’héte. Nous

décrivons ci-dessous, quelques formes cliniques.

4.1. Paludisme simple

Selon les directives de lutte contre le paludisme au Burkina Faso, un cas de paludisme
simple est défini par une fiévre (température axillaire supérieure ou égale a 37,5°C) ou un
antécédent de corps chaud dans les 72 dernicres heures et la mise en évidence du plasmodium
a ’examen microscopique par goutte épaisse/frottis sanguin ou la positivité du test de

diagnostic rapide (TDR).

4.2. Paludisme grave
I1 se définit comme un cas de paludisme a P. falciparum associé a au moins un des 15
critéres (cliniques ou biologiques) indiqués dans la liste dans le Tableau I en annexe (29).
4.3. Autres formes cliniques
% Le paludisme viscéral évolutif

Il survient en zone d’endémie chez des sujets soumis a des infections massives et
répétées et dont les défenses immunitaires sont précaires. Le tableau clinique associe une
splénomégalie, une fébricule, une anémie, et une altération de I’état. Non traité, 1’évolution
est variable : survenue de complications (anémie grave, cedéme, dyspnée) de poussées

hyperthermiques et la guérison devient lente. Sous traitement antipaludique (uniquement par

la chloroquine), la guérison est lente mais spectaculaire.

% La fiévre bilieuse hémoglobinurique
Il s’agit d’un syndrome li¢ a P. falciparum qui serait di a une sensibilisation a la
quinine. C’est une forme rare qui se manifeste par un début brutal avec lombalgies, ficvre,
rapidement suivie d’un ictére, d’une oligurie avec des urines coca-cola. Le pronostic est
mauvais et dépend de la capacit¢ de mise en route rapide d’une réanimation avec

exsanguinotransfusion et épuration extra-rénale.
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5. Diagnostic biologique du paludisme
5.1. Diagnostic biologique non spécifique
% Anémie normocytaire le plus souvent normochrome, parfois hypochrome ;
¢+ Thrombopénie presque toujours observée ;
¢ Fonction hépatique souvent altérée de méme que la fonction rénale ;
+¢ Bilirubine totale augmentée ;
¢ CRP augmentée ;

¢ Acidose (pH < 7,35 ou bicarbonates < 15 mmol/L).

5.2. Diagnostic parasitologique
Il permet de mettre en évidence la présence du parasite dans le sang de fagon directe
ou indirecte.
% Diagnostique parasitologique direct
v'Goutte épaisse et frottis sanguin mince
Ce sont les deux techniques les plus couramment utilisées. Complémentaires, elles
doivent étre systématiquement associées.
La goutte épaisse réalise une concentration des hématies parasitées et permet ainsi de
détecter des parasitémies faibles avec un seuil de détection de 6 & 12 parasites/pl de sang.
Le frottis sanguin est moins sensible avec un seuil de détection de 50 parasites/ul de sang.

Son intérét réside dans le fait qu’il permet, outre la quantification de la parasitémie, le

diagnostic d’espece et la mise en évidence des différents stades évolutifs du parasite.

v QBC (Quantitative Buffy Coat)

Le principe de cette technique microscopique de fluorescence repose sur 1’utilisation
d’un fluorochrome (I’acridine orange) capable de se fixer sur le noyau du parasite. La
sensibilit¢ de cette technique serait comparable a celle de la goutte épaisse pour des
parasitémies supérieures a 100 parasites/pl. Elle varie de 41% a 93% pour des parasitémies
inférieures a 100 parasites/pl. La spécificité pour P. falciparum est élevée (93-98%) mais
chute a environ 50% pour les infestations causées par les autres especes. Cependant elle ne

permet pas de déterminer la densité parasitaire et le diagnostic d’espéce est difficile.
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s Examen parasitologique indirect

On peut faire la culture de Plasmodium au laboratoire. En général la culture se fait
dans le cadre de la recherche et non a but diagnostic. Elle permet notamment de faire des tests
d’efficacité de médicaments antipaludiques sur les plasmodiums et des tests immunologiques
ou de biologie moléculaire. La culture peut se faire a toutes les phases du cycle évolutif, pré-
¢rythrocytaire, €rythrocytaire, avec les gamétes ou a la phase sporogonique. Le milieu de
culture le plus utilisé est le milieu RPMI (Roswell Park Memorial Institute medium) (30).
Un diagnostic indirect peut étre obtenu par xénodiagnostic, apres inoculation expérimentale

de sang humain a des moustiques (30).

5.3. Diagnostic immunologique spécifique
% Méthodes détectant les antigénes circulants

Des tests de diagnostic rapide (TDR) basés sur la détection d’antigénes circulants,
témoins de la présence du parasite, sont actuellement recommandés pour toute suspicion de
paludisme avant I’administration des médicaments. Il s’agit de I’antigéne HRP 2 (Histidine
Rich Proteine 2) spécifique pour P. falciparum, de I’enzyme PLDH (Plasmodium Lactate
Déshydrogénase) et de 1’enzyme aldolase, communs aux autres espéces. Actuellement, pour
c’est le TDR détectant HRP 2 et PLDH qui est utilisé dans les centres périphériques, les

services d’urgence et la prise en charge du paludisme a domicile selon les recommandations

du programme national de lutte (PNLP) contre le paludisme du Burkina Faso.

% Méthodes sérologiques détectant les anticorps circulants

En zone d’endémie, ces méthodes ne sont indiquées que dans certaines formes
cliniques chroniques telles que le paludisme viscéral évolutif et la splénomégalie palustre
hyper-immune, au cours desquelles les anticorps sont a des taux élevés alors que les
recherches parasitologiques sont le plus souvent négatives. En zone d’hypoendémie, la
sérologie peut €tre utile en rétrospectif en cas de traitement présomptif ou d’automédication.
Elle reste par ailleurs tres utilisée dans le dépistage des donneurs de sang dans le cadre de la
prévention du paludisme post-transfusionnel et dans les enquétes épidémiologiques. On

utilise surtout I’immunofluorescence indirecte.
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.5.4. Diagnostic moléculaire

Pour le diagnostic des espéces plasmodiale, la PCR multiplex est trés sensible qui

permet de détecter de trés faibles parasitémies de 1’ordre de 0,2-5 parasites/pl (31). Par
contre, la PCR nichée conventionnelle demande plus de temps et la limite de détection est de
I’ordre de 6 parasites/ul (31). Mais cette méthode est encore plus sensible que la PCR en une
seule étape, méme si le risque de contamination est plus élevé. La PCR permet en outre une
différenciation de souches et on la réserve essentiellement a 1'étude des mutations des génes
impliqués dans les résistances. Dans ce cas, la PCR nichée permet d’avoir une estimation plus
spécifique et plus précise.
Différentes techniques post-PCR sont aussi utilisées notamment la digestion enzymatique par
des enzymes de restriction ou le séquencgage. La PCR en temps réel peut étre aussi utile dans
le cadre de la PCR quantitative (qQPCR). La Reverse-Transcriptase PCR (RT-PCR) est utilisée
pour mesurer 1’expression de certains génes, les fonctionnalités de certaines protéines.

Les techniques de biologie moléculaire sont devenues indispensables sur le plan
fondamental mais ne sont pas utilisables pour le diagnostic biologique du paludisme dans les
centres de santé. Des techniques plus adaptées aux équipes sur le terrain sont en train d’étre
mises au point, en particulier la technique LAMP (Loop-mediated isothermal AMPlification)

dont la technique est plus simple mais la mise au point et le matériel restent encore coliteux.

6. Lutte contre le paludisme
La stratégie de lutte comprend aussi bien les ¢léments de la prise en charge des cas et

de prévention.

6.1. Prise en charge des cas de paludisme
Les médicaments pouvant étre utilisés dans la lutte contre le paludisme peuvent étre
classés en schizontocides et gamétocytocides comme 1’indique le Tableau II en annexe.
¢ Prise en charge du paludisme simple
Les combinaisons thérapeutiques a base d’artémisinine (CTA) sont choisies en

fonction du niveau de résistance des plasmodies au médicament associé a I’artémisinine :
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*» Dans les régions de multirésistance (Asie du Sud-Est) : Dihydroartémisinine-
Pipéraquine, Artésunate-Méfloquine ou Arteméther-Luméfantrine ;
% En Afrique: Arteméther-Luméfantrine,  Artésunate-Amodiaquine,  Artésunate-
Sulfadoxine
Les CTA recommandées actuellement par I’OMS sont : Arteméther-Luméfantrine,
Artésunate-Amodiaquine, I’ Artésunate-Méfloquine, I’ Artésunate-Sulfadoxine—
Pyriméthamine (32). Les CTA recommandées par le PNLP du Burkina Faso sont:
Arteméther-Luméfantrine, Artésunate-Amodiaquine (33).
% Traitement du paludisme grave (33)
La prise en charge du paludisme grave au Burkina Faso se fait actuellement a base de :
¢ Artésunate injectable ;
¢ Arteméther injectable ;

+¢* Quinine injectable.

6.2. Prévention du paludisme

% Prophylaxie individuelle
Elle est réalisée a travers les stratégies suivantes :

¢ La chimioprophylaxie de la femme enceinte, du nourrisson, de I’enfant de moins de cing
ans et du voyageur.

+ Le traitement préventif intermittent a base de sulfadoxine-pyriméthamine chez les
femmes enceintes (TPIg-SP) : il consiste en 1’administration de 3 comprimés de SP en
une prise orale devant un agent de santé a partir du deuxieme trimestre de la grossesse
jusqu’a I’accouchement en respectant un intervalle d’au moins un mois entre deux prises.
L’acide folique ne doit pas étre administré en méme temps que la SP car le fer inhibe
I’action de la SP (les administrer donc a un intervalle de 24h).

¢ Le traitement préventif intermittent du paludisme chez le nourrisson (TPIn-SP) : consiste
en I’administration de la SP a partir de 1’age de 3 mois au cours de la vaccination de

routine du programme ¢largie de vaccination (PEV), soit 3 doses de SP aux nourrissons a

3, 4 et 9 mois.
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¢ La chimioprévention du paludisme saisonnier (CPS) chez les enfants de moins de cinq
(5) ans par administration de I’amodiaquine (AQ) + SP sous forme de campagne qui dure
3 jours par mois pendant 4 mois consécutifs au cours de la saison de haute transmission
du paludisme.

¢ La lutte contre le contact Homme-vecteur basée essentiellement sur I’utilisation des
répulsifs cutanés anti-moustiques et des moustiquaires imprégnées d’insecticide a longue
durée d’action (MILDA), le port des vétements longs de préférence au coucher du soleil.

% Prophylaxie collective

+» Lutte anti-vectorielle : elle comprend la lutte anti-larvaire et la lutte contre les anophéles
adultes ;

¢ Vaccins antipaludiques : plusieurs vaccins sont en développement. En 2013, L’OMS
avait recensé 27 vaccins antipaludiques candidats au stade de premicres phases d’essai
clinique pour la plupart. Le RTS,S/ASO1 est le seul vaccin ayant franchi la phase 3 avec
des résultats encourageants (34). Les résultats montrent que chez les enfants de 5 a 17
mois, 1,774 cas de paludisme ont été évités en vaccinant 1000 enfants (35). En juillet
2015, ’Agence européenne des médicaments (EMA) a émis un avis réglementaire
favorable concernant le rapport bénéfice/risque du vaccin. En octobre 2015, deux
comités consultatifs de ’OMS ont recommandé de mener des projets pilotes de mise en
ccuvre du RTS,S/ASO1 dans trois a cinq zones d’Afrique sub-Saharienne ayant des

contextes épidémiologiques différents (36).
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7. Association paludisme et grossesse
7.1. Immunité antipalustre pendant la grossesse
% Modifications de ’immunité antipalustre pendant la grossesse

Au cours de la grossesse I'immunité maternelle se modifie pour s’adapter a la
présence du feetus qui représente un allogreffe. Cela diminue I’immunité antipalustre. Cette
modification de 'immunité est causée par la présence de substances immunosuppressives
directement ou indirectement synthétisées par le placenta (37). En effet, au niveau de
I’interface feoeto-maternelle, le placenta inhibe I’induction de la réaction immunitaire
maternelle anti-feetale. Pour cela, il agit de trois manicres:

%+ 11 éléve des barriéres circulatoires, cellulaires, moléculaires : diverses substances revétent
(ou dédoublent) le trophoblaste et inhibent ainsi le déplacement des lymphocytes
maternels ;

+ Il modifie la présentation des antigénes de transplantation du produit de conception a
I’interface foeto-maternelle les rendant peu reconnaissables par le systéme de défense
immunitaire maternel ;

+ Enfin, il inhibe les agents effecteurs de la réaction immunitaire anti-feetale.

Cependant, cette barriecre placentaire est facilement traversée par les
immunoglobulines G (IgG) maternels qui conférent au feetus une immunité passive qui dure 4
a 6 mois apres la naissance. La baisse de I’immunité maternelle est plus marquée au cours des
premicres grossesses. En effet, en zone d’endémie des anticorps de type IgG appelés "variant
de surface” sont synthétisés par la jeune femme contre les antigenes plasmodiaux. Cette
action est dirigée en particulier contre les protéines PfEMP1 (Plasmodium falciparum
Erythrocyt Membran Protein 1). Au cours des premieres grossesses, les hématies parasitées
s’agglutinent dans le placenta sous I’action de la chondroitine sulfate A et empéchent 1’action
de ces anticorps IgG contre les protéines P/EMP1, expliquant ainsi la susceptibilité accrue des
primigestes et des secondigestes au paludisme. En conséquence, il apparait encore d’autres
anticorps dirigés contre la chondroitine sulfate A. Ces derniers anticorps apparaissent chez les
primigestes a partir du deuxieéme trimestre. Par contre, du fait de I’exposition répétée, cette

protection immunitaire apparait plus tot et se consolide au fil des grossesses (38).
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+ Immunité passive materno-transmissible
C’est le transfert in utero des IgG de la meére prémunie a son enfant, le protégeant ainsi
pendant les 4 a 6 premiers mois de la vie. L’immunité de I’enfant dépend du niveau de la
prémunition maternelle (37). Les enfants nés de meres vivant dans des zones de transmission

stable de paludisme sont relativement plus protégés contre les formes graves (39).

7.2. Infestation placentaire

Les villosités placentaires baignent dans de larges sinus ou le sang maternel circule au
ralenti. Cet engorgement va causer un blocage des espaces intervilleux et une thrombose
placentaire. Ces espaces entre les villosités deviennent un excellent refuge pour les globules
rouges parasités par P. falciparum. L'accumulation des hématies parasitées, collant les unes
aux autres, détruites sur place, crée un appel de macrophages. Par conséquent, 1’espace
vacuolaire utéro-placentaire demeure un site de séquestration et de développement des
parasites. Ce qui va aboutir a une fibrose qui réduit le transport des micronutriments a travers

le placenta et permet le passage de globules rouges parasités dans la circulation feetale (40).

7.3. Influence réciproque entre paludisme et grossesse

% Retentissement de la grossesse sur le paludisme
Au cours de la grossesse, la prévalence et la gravité du paludisme augmentent dans les
premicres semaines, atteignent leur pic au deuxieéme trimestre, puis baissent jusqu’a
I’accouchement (41). Les conséquences sont différentes selon le niveau d’endémicité
paludéenne de la région considérée. En zone d’hyperendémie, I’immunité est solide et les
manifestations pathologiques sont rares (42). En zone d’hypoendémie, I’immunité est précaire
et le risque de contracter un paludisme patent est assez ¢levé chez la femme enceinte (41). Les
signes classiques du paludisme y sont accentués et quel que soit I’age de la grossesse,
I’infestation palustre a P. falciparum est corrélée a un risque important d’évolution vers un

paludisme grave en I’absence de traitement adapté.
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¢ Retentissement du paludisme sur la grossesse
Le paludisme est une cause de grossesse pathologique. Les effets néfastes du
paludisme sur la grossesse s’observent tout au long de la grossesse et aussi en période du
post-partum.

v’ Au début, le paludisme entraine une exacerbation des « signes sympathiques » de la
grossesse. La nidation peut étre perturbée en cas de paludisme viscéral évolutif avec
une splénomégalie importante : la conséquence en est une grossesse extra-utérine. Le
paludisme, provoquant une hémolyse, aggrave une anémie déja fréquente chez les
femmes enceintes. Aussi augmente-t-il le risque d’avortement, de retard de
croissance intra-utérine (responsable du faible poids de naissance), et de mort feetale
in utéro.

v' A I’approche du terme et a I’accouchement, le paludisme est un facteur important de
prématurité. Les dystocies dynamiques sont fréquentes et probablement liées a une
hypoxie utérine.

v'Dans le post-partum, une certaine hypogalactémie est constatée chez les méres
infestées (mais cela ne contre-indique pas 1’allaitement maternel).

v Enfin, le paludisme augmente la morbidité et la mortalité néonatales.

7.4. Lutte contre le paludisme pendant la grossesse
% Quelques particularités pour le diagnostic du paludisme dans le contexte de la
grossesse
v" En zone d’endémie, le paludisme pendant la grossesse est le plus souvent
asymptomatique (42). De ce fait, il est essentiel d’avoir recours aux tests de
diagnostic rapide (TDR) particulierement pour le diagnostic de routine du
paludisme pendant la grossesse dans un contexte ou la microscopie n’est pas
disponible (43).
v' Le diagnostic de l’infestation placentaire se fait surtout dans le cadre de la
recherche. On réalise une apposition ou une biopsie placentaire suivi d’un examen

parasitologique ou anatomopathologique. C’est un diagnostic rétrospectif de

I’infestation placentaire.
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s Prise en charge des cas de paludisme chez la femme enceinte

v Traitement du paludisme simple chez la femme enceinte

Au Burkina Faso, la quinine est le médicament recommandé pour le traitement du
paludisme simple chez la femme enceinte quel que soit I’age de la grossesse, a la posologie de
8 mg/Kg de quinine base (sans dépasser 480 mg par prise) toutes les 8 heures pendant 7 jours
par voie orale. L’utilisation des CTA chez la femme enceinte apres le premier trimestre de la

grossesse est aussi recommandée depuis 2012 par le PNLP (33).

v Traitement du paludisme grave chez la femme enceinte
La quinine injectable reste le médicament de choix dans la prise en charge du

paludisme grave de la femme enceinte au Burkina Faso.

v' Prévention du paludisme chez la femme enceinte
Elle est basée sur :

e le traitement préventif intermittent pendant la grossesse avec la sulfadoxine-
pyriméthamine (TPIg-SP) ;

e [L’utilisation de moustiquaires imprégnées d’insecticides a longue durée d’action

(MILDA).

8. Résistance de plasmodium aux antipaludiques
8.1. Définition

Selon I’OMS, la chimiorésistance aux antipaludiques est 1’aptitude d’une souche de
parasite du paludisme a survivre et a se reproduire malgré 1’administration et 1’absorption
d’un médicament antipaludique utilis¢é a des doses égales ou supérieures aux doses

recommandées mais comprises dans les limites de tolérance du sujet (32).

8.2. Mécanisme de la chimiorésistance
La chimiorésistance est due a une mutation génétique au niveau de I’ADN du parasite.
L’apparition de souches mutantes peut survenir de fagon spontanée et peut se traduire par :

+ une diminution d’affinité des récepteurs membranaires du parasite pour le médicament ;
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¢ une altération structurale des enzymes parasitaires en relation avec 1’action du
médicament.

¢ Une diminution de [Daffinit¢é de la molécule antipalustre pour les récepteurs
érythrocytaires;

+» Une réduction des mécanismes de concentration.

8.3. Mécanisme de la résistance a la sulfadoxine-pyriméthamine

La SP est une combinaison d’antifolates. L’action de la pyriméthamine sur P.
falciparum a pour cible la dihydrofolate réductase (Pfdhfr) et celle de la sulfadoxine a pour
cible la dihydroptéroate synthase (Pfdhps) (6). Ces deux enzymes interviennent dans la
biosynthése de 1’acide folique, source d’énergie pour le parasite (6). Selon des études in vitro
et in vivo, la résistance de P. falciparum a la pyriméthamine est liée a une ou plusieurs
mutations ponctuelles au niveau du géne Pfdhfr (44,45). Celle de la sulfadoxine est associée a
des mutations du geéne Pfdhps (46,47). La modification génétique entraine une modification
structurale protéinique des enzymes les rendant peu sensibles ou insensibles a I’action de la
SP (figure 3).

La mutation de Pfdhfr en position 108 (Ser—Asn) est le plus souvent la premicre a
apparaitre chez une souche plasmodiale présentant une résistance a la pyriméthamine. Puis
apparaissent d’autres mutations ponctuelles aux positions 59 (Cys—Arg), S1(Asn—lle), et
164(Ile—Leu) (44,45,48-51). La triple mutation Pfdhfr (51+59+108) est considérée comme
le meilleur facteur prédictif de la résistance in vivo a la pyriméthamine (52,53). La mutation
Pfdhfr 164 mais aussi les mutations Asn188Lys, Ser189Arg et Val213Ala, sont plus rares et
peuvent étre associées a des niveaux €leveés de résistance a la pyriméthamine (52).

La résistance a la sulfadoxine est associée a une mutation du gene Pfdhps au codon
437 (Ala—Gly), parfois associée a d’autres mutations aux codons 581 (Ala—Gly), 436
(Ser—Phe), 540 (Lys—Glu) et 613 (Ala—Ser) (9,46-48,50,54). La mutation isolée
Ala437Gly est la plus fréquente, mais la double mutation Ala437Gly + Lys540Glu augmente
encore le risque de survenue de la résistance a la sulfadoxine (52). Les mutations aux points
581let 613 du gene Pfdhps sont plus rare en Afrique et associées a une augmentation de la

résistance (55,56).
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Les associations des mutations des deux geénes augmentent aussi les niveaux de
résistance a la SP. Ainsi, la quadruple mutation Pfdhfr (51+59+108) + Pfdhps 437 est aussi
décrite en Afrique comme étant associée a des résistances a la SP (57). La quintuple
mutation, ¢’est-a-dire la combinaison de la triple mutation Pfdhfr (51+59+108) et de la double

mutation Pfdhps (437+540) multiplie le risque de résistance in vivo a la SP par 5,2 (53).

GTP
6-pthps

PPPK
v

PABA
(from host dhps <@==n  Sylphadoxine
or shikimate
pathway)
Dihydropteroate

L-Glutamate ——

\tqm,s_ folate (from host ?)

H, Folate
/ dhfr <@==n Pyrimethamine

CH,H, Folate 4— H, Folate

Figure 4 : Biosynthese des folates et sites d’action de la Sulfadoxine-Pyriméthamine (58).

8.4. Facteurs favorisant la propagation de la chimiorésistance
Plusieurs facteurs interviennent dans I’apparition et la propagation de Ila
chimiorésistance :
*» La pression médicamenteuse : 1’administration de faibles doses d’antipaludiques
(prophylactiques ou infra cliniques) peut contribuer a sélectionner chez le malade des
parasites asexués résistants. La rapidité de la sélection est directement proportionnelle a

la pression médicamenteuse, au nombre de parasites exposés et au taux de mutation chez
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le parasite. Elle augmente aussi avec la longueur de la demi-vie de 1’antipaludique utilisé.
Par ailleurs, 1’apparition de la chimiorésistance peut étre due a une résistance croisée avec
des antipaludiques présentant une parenté structurale ou un mécanisme d’action
semblable (59,60).

¢ La présence d’une population non immune ou faiblement immune : ’apparition de la
résistance est tardive chez les sujets prémunis et résidant en zones d’endémie palustre et
se manifeste précocement chez les sujets non immuns (52,61).

¢ Le niveau de transmission du paludisme (59,61).

X/

¢ L’avantage biologique des souches résistantes sur les souches sensibles (52).

X/

+» Les mouvements des populations humaines et/ou anophélienne (62).

8.5. Méthodes d’étude de la chimiorésistance
Il existe trois principales méthodes d’étude de la chimiorésistance (63):
¢ Les tests in vivo ont été standardisés par I’OMS, ces tests permettent d’évaluer 1’efficacité

des traitements antipaludiques. Des patients souffrant de paludisme sont sélectionnés,
traités avec un antipaludique puis sont suivis sur le plan clinique et biologique pendant 28
ou 42 jours. Les résultats sont définis en termes d’échec thérapeutique précoce (ETP),
d’échec clinique tardif (ECT), d’échec parasitologique tardif (EPT) et de réponse clinique
et parasitologique adéquate (RCPA).

& Les tests ex vivo basés sur la capacit¢ des médicaments a inhiber la croissance du
plasmodium en milieu de culture.

¢ Les techniques de biologie moléculaire ont permis I’élucidation des mécanismes

moléculaires de la chimiorésistance et 1’identification de marqueurs moléculaires de la

chimiorésistance du plasmodium aux antipaludiques.
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9. Revue de la littérature sur la résistance de P. falciparum a la SP pendant la grossesse
9.1. Résistance a la SP chez les femmes enceintes au Burkina Faso
¢ Coulibaly et al. avaient rapporté un taux d’échec parasitologique tardif de 6,5% au cours
d’une étude sur I’efficacité de la SP chez les femmes enceintes conduite en 2010 dans le
district sanitaire de Ziniaré. De plus, les analyses PCR avant 1’administration de la SP
avaient montré que 44,9% des parasites portaient la triple mutation Pfdhfr. Toutefois il
n’y avait aucune mutation 164L, 540E et 581G (5).
¢ Pendant la méme période, une étude transversale faite a Nonoro par Tahita e al. avait

révélé une faible proportion de la triple mutation du gene Pfdhfr de 11,4% (17).

9.2. Mutations conférant la résistance a la SP chez les femmes enceintes en Afrique

¢+ Au Bénin, Bertin et al. ont rapporté une prévalence des triple et quadruple mutations de
85% en 2011 (10). De plus, selon Moussiliou et al. en 2013, la prévalence de la triple
mutation était d’au moins 80% (64).

+“* Au Ghana, une étude menée par Mockenhaupt et al. en 2008 a révélé que la proportion de
la triple mutation a doublé entre 1998 et 2006 en passant de 36% to 73% (16).

% En 2015 au Nigéria, Iwalokun et al. ont trouvé des prévalences de 35% et de 5%
respectivement pour la triple mutation Pfdhfr et la quintuple mutation (triple mutation
Pfdhfr + double mutation Pfdhps) (15).

¢ En 2010 au Gabon, Bouyou-Akotet et al. ont rapporté des proportions de 80%, 53% et
22% respectivement pour la triple, quadruple et quintuple mutation (65).

% Au Cameroun, la prévalence de la triple mutation était de 96% six ans apres 1’adoption du
TPIg-SP. De plus, les proportions des mutations du géne Pfdhps aux codons 437, 581 et
613 étaient respectivement de 76,5%, 5,9% et 11,8% (66).

% En République Démocratique du Congo, la quintuple mutation avait été rapportée en
2015 avec une prévalence de 33% (67).

¢ En Ouganda, une augmentation de la triple mutation et de la quintuple mutation avait été
rapportée par Mbonye et al. au cours d’une étude de surveillance épidémiologique. La
proportion de ces mutations variaient de 90% a 100%, respectivement avant et apres la

prise du TPIg-SP (68).
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¢ Au Kenya, une étude publiée par Iriemenam ef al. en 2012 avait montré une
augmentation de la quintuple mutation de 7 a 88% entre 1996 et 2009 (69).

¢ En Tanzanie, la quintuple et la sextuple mutation avaient été rapportées par Minja et al.
en 2013 avec des proportions respectives de 46,3%, et 44,4% (70).

¢ Au Mozambique, selon une étude publiée par Raman et al, la fréquence de la triple
mutation est passée de 26% en 1999 a 96% en 2003 (11).

¢ En Zambie, Tan et al. ont rapporté une prévalence de la quintuple mutation de 63% en
2014 (71).

¢ Au Malawi, Lin ef al. ont rapporté la quadruple mutation avec une proportion de 100% en
2013 (72). La sextuple mutation (y compris la mutation du géne Pfdhps au point 581)
avait été retrouvée avec une proportion de 8,4% au cours d’une autre étude conduite par

Gutman et al.de 2009 a 2011 (73).
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DEUXIEME PARTIE :
NOTRE TRAVAIL
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1. Question de recherche
Quel est le profil des mutations des genes Pfdhfr et Pfdhps chez les femmes enceintes
a Bobo-Dioulasso, 5 ans apres 1’adoption du TPIg-SP ?

2. Hypothése de recherche
Les femmes enceintes vues lors des consultations prénatales (CPN) dans la ville de
Bobo-Dioulasso hébergent dans leur sang des plasmodiums avec une fréquence de

polymorphisme élevée au niveau de genes Pfdhfr et Pfdhps.

3. Objectifs
3.1. Objectif général

Etudier le profil des mutations des génes Pfdhfr et Pfdhps chez les femmes enceintes a
Bobo-Dioulasso, 5 ans aprées 1’adoption du TPIg-SP.

3.2. Objectifs spécifiques
¢ Déterminer la proportion des mutations des genes Pfdhfr (51, 59, 108 et 164) et Pfdhps
(437 et 540) chez les femmes enceintes a Bobo-Dioulasso ;
¢ Comparer la proportion des mutations des génes Pfdhfr (51, 59, 108 et 164) et Pfdhps
(437 et 540) en fonction de la prise du TPIg-SP ;

«» Déterminer les facteurs associés a la survenue des mutations.

4. Méthodologie
4.1. Sites de collecte des échantillons de I’étude

La collecte des échantillons s’est déroulée en 2010 a Bobo-Dioulasso, ville situé a 365
km de la capitale Ouagadougou, dans le Sud-Ouest du Burkina Faso. Bobo-Dioulasso est
dans la zone soudanienne (Sud-Soudanienne) qui est la partie la plus arrosée avec une saison
pluvieuse longue de 6 mois (mai a octobre). La transmission du paludisme y est saisonniére
de juin a décembre. En 2000, le taux d’inoculation entomologique (TIE) était d’environ 60

piqtires infestantes/personne/année dans la ville de Bobo-Dioulasso (74).
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Les données de la présente étude ont été collectées dans deux centres de santé et de
promotion sociale (CSPS) périphériques de la ville de Bobo-Dioulasso : Lafiabougou (secteur
20) et Kua (secteur 24).

% Centre de santé et de promotion sociale du secteur 24 (Kua)

Ce centre de santé fait partie de 1’aire sanitaire du district sanitaire de Dafra. En 2010,
la population du district était estimée a 260 593 habitants (recensement général de la
population 2006 réactualisée). La couverture en CPN; était de 94, 12% en 2008. En 2010, le
CSPS a enregistré en moyenne 200 CPN par mois.

% Centre de santé et de promotion sociale du secteur 20 (Lafiabougou)
Cette formation sanitaire fait partie du district sanitaire de D6. La population du
district était estimée en 2010 a 463 070 habitants (recensement général de la population 2006
réactualisée). La couverture en CPN; était de 61, 19% en 2008. En 2010, le CSPS a enregistré

en moyenne 200 CPN par mois et le nombre de grossesses attendues était de 967.

4.2. Type et période d’étude

La collecte des données cliniques et biologiques de cette étude a été réalisée au cours
d’une enquéte transversale conduite par Cissé et al. entre Septembre et Décembre 2010 dans
les CSPS de Lafiabougou et Kua (75).
Notre travail de mémoire de master a consisté a effectuer une analyse biomoléculaire des
confettis de sang collectés au cours de cette précédente étude. Elle s’est déroulée de Juillet

2015 a Avril 2016.

4.3. Population d’étude
Pour la présente étude ont été incluses :
¢ Les femmes enceintes ayant donné leur consentement éclairé pour participer a 1’étude ;
% Les femmes enceintes aux 1°, 2°™ et 3°™ trimestres recues en CPN dans les CSPS de
Lafiabougou et Kua ;
% Les femmes enceintes ayant une goutte épaisse positive a P. falciparum et un confetti de

sang collecté.
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4.4. Taille d’échantillon

En nous basant sur une prévalence attendue des mutations génétiques de 50% chez les
femmes enceintes présentant une goutte épaisse positive dans la ville de Bobo-Dioulasso et
en considérant un niveau de confiance de 95%, un échantillon de 97 cas permettra d’estimer
la prévalence de mutations au sein de la population des femmes enceintes dont la goutte
¢épaisse €tait positive avec une précision de + 10%. En prenant en compte un taux de confettis

non exploitables estimé a 8%, la taille finale d’échantillon a été estimée a 105 confettis.

4.5. Echantillonnage
I1 a été procédé a une inclusion systématique de toutes les femmes enceintes chez qui
la goutte épaisse était positive. La collecte de confettis a été faite selon un échantillonnage
stratifié en fonction de 1’age de la grossesse en trois strates a savoir :
< La strate des femmes enceintes au 1° trimestre de la grossesse (entre la 3™ SA et la
15%m¢ SA);
% La strate des femmes enceintes au 2°™ trimestre de la grossesse (entre la 16 SA et la
28%me SA) ;
% La strate des femmes enceintes au 3™ trimestre de la grossesse (entre la 29 SA et la

418me SA).

4.6. Variables étudiées
¢ Données sociodémographiques: age ;
¢ Des antécédents obstétricaux : ¢’est surtout le nombre de grossesses ;
¢ Histoire de la grossesse : nombre de CPN et nombre de prises du TPIg-SP notifié sur le
carnet de santé ;
+ Données biologiques : densité parasitaire, taux d’hémoglobine, fréquence des mutations

du geéne Pfdhfr (51, 59, 108,164) et du gene Pfdhps (437 et 540).

4.7. Collecte des données

Toutes les données ont été collectées sur des fiches de collecte individuelles.
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s Données sociodémographiques, les antécédents obstétricaux et I’histoire de la
grossesse

Ces données ont été collectées chez des femmes enceintes venues en CPN dans les
CSPS suscités. Ces données ont été collectées par la technique d’interview a travers un
questionnaire et en vérifiant les informations dans le carnet de santé de la participante et le

registre de maternité.

% Données de laboratoire
Les prélevements de goutte épaisse et de frottis mince ont été faits au bout du doigt,
les lames ont été colorées au Giemsa 10 % pendant 20 minutes et la lecture des lames a été
faite par deux techniciens différents, en cas de discordance les lames ont été¢ lues par un
troisiéme lecteur.

Le taux d’hémoglobine a été mesuré a I’aide d’un appareil HEMOCUE®.

% Recherche des mutations des génes Pfdhfr et Pfdhps
Elle s’est déroulée au Laboratoire de Parasitologie-Entomologie avec le plateau
technique de biologie moléculaire du Centre MURAZ et au Molecular cell biology
Laboratory de I’Université de Legon, a Accra au Ghana. Cette phase du travail a comporté
deux étapes :
¢ L’extraction de ’ADN
Le protocole utilisé dans cette étude est dénommé « DNA Purification from Dried
Blood Spots (QIAamp DNA Mini Kit) » du kit QIAGEN (Annexe 3). L’ADN a été extrait a
partir de confettis de sang périphérique séché. Le principe de 1’extraction de ’ADN est le
suivant :
v Lyse des membranes cellulaires et nucléaires sous ’action d’un détergent (tampon
ATL) ;
v’ Elimination des protéines (protéinase K1) ;
v’ Elimination des autres acides nucléiques (ARN ...) (tampon AL) ;
v' Précipitation de I'ADN sous I’action de I'alcool (Ethanol) ;
v’ Lavage de I’ADN a travers une membrane (tampons AW1 et AW2) ;
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v' Elution de I’ADN génomique a partir de la membrane (tampon AE).

Fragment DMA Purification

o spin || spin Spin Spin
B Nl Il Bl R oE
' JT N’
PCR Product Add Binding DMA Binding  Washing Dry Add Elution Purified
buffer buffer fragment DNA

Figure 5 : Principe de I’extraction de ’ADN

¢ La recherche des mutations par la technique de PCR nichée
La recherche de mutation comporte 3 phases : I’amplification de I’ADN, la digestion
enzymatique avec les enzymes de restriction et la révélation des produits de la digestion. Le

protocole utilisé dans cette étude est celui décrit par Vlahos et al., 2004 (Annexe 4).

v' La phase d’amplification de ’ADN

Il s’agit de ’amplification par PCR (Polymerase Chain Reaction) de la zone du
génome de P. falciparum auquel on s’intéresse, c’est-a-dire des zones ou sont situées les
éventuelles mutations géniques. Nous avons utilisé la technique de PCR nichée. On effectue
deux jeux de cycles d’amplification avec 4 amorces, désignées couples d’amorces externe et
interne. Chaque cycle d’amplification est une succession de trois étapes : dénaturation et
séparation des deux brins d'ADN, hybridation des amorces et enfin ¢longation et synthese du
brin spécifique. Le premier jeu de cycles d’amplification implique 1’utilisation des amorces
externes. Le second jeu d’amplification se fait avec les amorces internes. Cette technique de
PCR nichée permet finalement d’avoir des amplicons plus courts aprés I’utilisation des
amorces internes et d’éviter ainsi les amplifications non spécifiques. Ce qui augmente la

sensibilité et la spécificité. Les amorces ainsi que les cycles d’amplification sont différents
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selon les génes auxquels on s’intéresse et sont présentés respectivement dans les Tableaux I

et I1.
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Tableau I: Réactifs et conditions de la PCR pour le géne Pfdhfr

PCR et round de PCR |Amorces de PCR * Conditions de la PCR

DHEFR 51, 59, Al: 5’-TTTATATTTTCTCCTTTTTA (20bp) Dénaturation initiale : 94°C x 3min

108, 164 PCR:

ler tour de PCR} A2: 5’-CATTTTATTATTCGTTTTCT (20bp) 5 cycles 94°C x 45s, 54°C x 45s, 72°C x 1.5m

35 cycles 94°C x 30s, 56°C x 30s, 72°C x 45s

(ce sont des Amorces modifiées, Durasingh utilise M1 | Elongation finale : 72°C x 10 min
& M5) Hold @ 4 °C

DHEFR 51, A3 :5- GTCTGCGACGTTTTCGATATTTATGC Dénaturation initiale : 94°C x 3 min

108, 164 (26bp) PCR:

2nd tour de PCR+ F15- AAATTCTTGATAAACAACGGAACCTHTA | 5 cycles 94°C x 45s, 50°C x 45s, 72°Cx 1,5min
(29bp) 35 cycles 94°C x 30s, 54°C x 30s, 72°C x 45s
(ce sont des Amorces modifiées, Durasingh utilise M3 | Elongation finale : 72°C x 10 min
& F/) Hold @ 4 °C

DHEFR 59 F:5’- GAAATGTAATTCCCTAGATATGgEAAT ATT | Dénaturation initiale : 94°C x 2 min

2nd tour de PCR i (29bp) PCR

M4: 5°- TTAATTTCCCAAGTAAAACTATTAGAg
CTTC

(31bp)

5 cycles 94°C x 45s, 48°C x 45s, 72°Cx 1,5 min
30 cycles 94°C x 30s, 50°C x 30s, 72°C x 45s
Elongation finale : 72°C x 10 min

Hold @ 4 °C

* les nucléotides en petits caractéres ne sont correspondants.
1 developpé par Staedke et Sendagire

1 De: Duraisingh MT, Curtis J and Warhurst DC. Plasmodium falciparum: detection of polymorphisms in the dihydrofolate reductase and

dihydropteroate synttase genes by PCR and restriction digestion. Exp Parasitol 1998;89:1-8.
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Tableau II : Réactifs et conditions de la PCR pour le géne Pfdhps

PCR et round de PCR

Amorces de PCR *

Conditions de la PCR

DHPS

R1:5- AACCTAAACGTGCTGTTCAA (20bp)

Dénaturation initiale : 94°C x 3 min

437/540 PCR
ler tour de PCR R2: 5°- AATTGTGTGATTTGTCCACAA (21bp) 40 cycles 94°C x Im, 45°C x 45s, 72°C x 1
min
Elongation finale : 72°C x 10 min
Hold @ 4 °C
DHPS K: 5- TGCTAGTGTTATAGATATAGGatGAGcATC | PCR
437/540 (30bp) 5 cycles of 94°C x 2m, 45°C x 2m, 72°Cx 1,5
2nd tour de PCR I min

KI1: 5’-CTATAACGAGGTATTgCATTTAATgCAAGAA

(31bp)

35 cycles 94°C x 1m, 45°C x 1 min, 72°C x 1
min

Elongation finale : 72°C x 10 m
Hold @ 4 °C

* les nucléotides en petits caractéres ne sont correspondants

1 developpé par Staedke et Sendagire
i De: Duraisingh MT, Curtis J and Warhurst DC. Plasmodium falciparum: detection of polymorphisms in the dihydrofolate reductase and

dihydropteroate synttase genes by PCR and restriction digestion. Exp Parasitol 1998;89:1-8.
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v’ La digestion enzymatique
C’est une technique post-PCR utilisant des enzymes de restriction qui permettent de
lyser en des sites bien précis des produits de PCR afin de réaliser les manipulations des
genes. Le protocole que nous avons utilisé est décrit dans 1’annexe 4. Les produits de PCR

obtenus apres digestion enzymatiques feront 1’objet d’une migration sur gel d’agarose.

v’ La révélation des produits de la digestion enzymatique par migration
On réalise une migration des produits de digestion a travers du gel. Ces produits sont
séparés graduellement en fonction de leur poids moléculaire et donc en fonction du nombre
de pairs de bases. La taille des différents fragments de chaines de nucléotides permet de
détecter les éventuelles mutations chez la souche de parasite présente dans 1’échantillon
correspondant. Dans cette étude nous avons utilisé du gel d’agarose. Le protocole de
préparation du gel d’agarose ainsi que les procédures d’interprétation des résultats sont

présentés dans 1’annexe 4.

4.8. Définitions opérationnelles

+ Anémie maternelle : clle a été définie par un taux d’Hb (hémoglobine) < 11 g/dl.

» Paucigestes : ce terme désigne les gestantes qui sont a leur premiére ou deuxiéme
grossesse.

s Multigestes : ce sont les femmes enceintes ayant un nombre de grossesses supérieur ou
égal a 3.

+ Triple mutation : il s’agit de toutes les mutations haplotypiques comportant a la fois des
mutations au niveau des codons 51, 59 et 108 du gene Pfdhfr.

*¢ Quadruple mutation : ce sont des mutations haplotypiques comportant a la fois des
mutations au niveau des codons 51, 59 et 108 du géne Pfdhfr et une mutation au niveau

du codon 437 du gene Pfdhps.

4.9. Analyse des données
La saisie et I’analyse des données ont ét¢ faites respectivement a 1’aide des logiciels

Microsoft Excel version 2013 et Stata version 13.
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Nous avons d’abord décrit les caractéristiques de base de la population avant d’étudier
les variables d’intérét. Les infestations mixtes (présence de génotype sauvage et mutant a la
fois) ont été considérées comme des mutations. Les proportions des mutations ont été
comparées avec le test de Khi carré de Pearson ou le test exact de Fisher. Les comparaisons
entre les moyennes ont été faites en utilisant le test de Student.

La densité parasitaire étant une variable non continue, le logarithme décimal de cette
variable a été considéré afin d’obtenir une nouvelle variable continue, cela pour pouvoir
utiliser les tests paramétriques usuels cités.

Des analyses univariées et multivariables ont été effectuées grace a des modeles de
régression logistique pour rechercher d’éventuels facteurs associés a la présence des
mutations. Les tests de comparaison ont été considérés comme étant significatifs a un seuil

statistique de 0,05.

4.10. Considérations Ethiques

La collecte des données de cette étude a été faite en respectant les régles d’éthique en
maticre de recherche clinique. Avant la participation a I’étude, chaque participante a recu des
informations complétes sur les buts, objectifs et méthodes de 1’étude. Les femmes enceintes
étaient libres de participer a I’étude et un consentement libre et éclairé écrit a été obtenu
aupres de chaque participante avant son inclusion dans I’étude. En outre aucune intervention
médicamenteuse ou invasive n’a été faite sur les sujets de 1’étude. Les participantes ont
bénéficié d’une prise en charge médicamenteuse en cas de paludisme diagnostiqué pendant
I’étude et de tout autre symptome présenté.

Des précautions ont été prises au cours de cette étude pour assurer la confidentialité
des données recueillies. L’analyse biomoléculaire des confettis avait été¢ accordée avant la
collecte des données par le Comité d’éthique national pour la recherche en santé du Burkina

Faso (CENRS, N°2010-054).
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5. Résultats
Parmi les 105 confettis inclus dans notre étude, seuls 92,4% (97/105) ont pu étre

analysés avec succeés par la PCR.

5.1. Caractéristiques générales de la population de I’étude
Le Tableau III résume les caractéristiques générales de la population. L’age moyen
des femmes enceintes était de 23 ans + 4,9. Plus de la moitié des femmes enceintes était non
scolarisée (64,9%) et les paucigeste représentaient 71,1% de 1’échantillon. Seulement 8,3% et
20,6% des femmes enceintes avaient bénéficié respectivement d’au moins trois CPN et deux

doses de SP a la date de notre enquéte.
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Tableau III: Caractéristiques générales de la population d’étude

Variables Effectif (N=97) Pourcentage
Age moyen (ans) + écart type 23+49
Groupes d’age

<20 23 23,7

20-25 49 50,5

>25 25 25,8
Profession

Femme au foyer 92 94,8

Autres 5 5,2
Niveau d’éducation

Scolarisées 63 64,9

Non scolarisées 34 35,1
Gestité

Paucigestes 69 71,1

Multigestes 28 28,9
Age de la grossesse

1¢" trimestre 44 454

2°me trimestre 33 34

3%me trimestre 20 20,6
Nombre de CPN

<3 CPN 89 91,7

> 3 CPN 8 8,3
Nombre de doses de SP

0 dose 77 79,4

1 dose 12 12,4

2 doses 8 8.2
Anémie

Présente 69 71,1

Absente 28 28,9
Taux d’hémoglobine moyen (g/dl) £ écart type 9,88 +£1,68

Moyenne géométrique des densités parasitaires, 2329 parasites/puL (1789-3031)
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5.2. Prévalence des mutations des génes Pfdhfr et Pfdhps

Au total 97, 9% (95/97) des échantillons analysés contenaient au moins une mutation
du geéne Pfdhfr. La mutation du géne Pfdhfr au codon 51 était la plus représentée avec une
proportion de 86,6%, suivie de la mutation Pfdhfr 108 (70,1%) (Tableau IV). Parmi les
doubles mutations, la double mutation Pfdhfr (51 et 108) était la plus rencontrée avec une
proportion de 61,9%. La prévalence de la triple mutation Pfdhfr était de 24,7%.

Au niveau du gene Pfdhps, seule la mutation au point 437 a été retrouvée avec une
proportion de 79,4% (Tableau IV). La proportion de la quadruple mutation était de 19,6%.

Les échantillons analysés ne contenaient pas les mutations Pfdhfrr 1164L et Pfdhps
K540E.

Tableau IV : Répartition de la proportion des différentes mutations

Mutations Effectif (N=97) Pourcentage

Pfdhfr 51 84 86,6
Pfdhfr 59 35 36,1
Pfdhfr 108 68 70,1
Pfdhfr 164 0 0

Pfdhps 437 77 79,4
Pfdhps 540 0 0

Double mutation Pfdhfr (51 et 59) 30 30,9
Double mutation Pfdhfr (51 et 108) 60 61,9
Double mutation Pfdhfr (59 et 108) 28 28,9
Triple mutation Pfdhfr (51, 59 et 108) 24 24,7
Quadruple mutation Pfdhfr (51, 59 et 108) et Pfdhps 437 19 19,6

5.3. Facteurs associés aux triples et quadruples mutations
% Facteurs associés a la triple mutation

L’analyse univariée montre que les femmes enceintes de plus de 25 ans (OR brut =
4,44 ; 1C a 95%: [1,03-19,01]) et les multigestes (OR brut = 2,8 IC a 95% : [1,05-7,34])
avaient significativement plus de risque d’héberger des parasites ayant la triple mutation
(Tableau V). Cependant, méme si chez les femmes ayant recu au moins 2 doses de SP, 1’odd-
ratio était de 3,5, cette association n’était pas statistiquement significative (OR brut = 3,52 ;

IC 4 95% : [0,79-15,61]).
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Avec I’analyse multivariable, aucun des facteurs testés n’était associ¢ a la triple

mutation.

Tableau V : Facteurs associés a la triple mutation

Variables Triple OR?" brut OR ajusté P
Age
<20 ans 13,0% (3/23) 1 1 -
20-25 ans 22,5% (11/49) 1,92 10,48-7,72] 1,71 [0,40-7,34] 0,46
> 25 ans 40,0% (10/25) 4,44 [1,03-19,01]° 3,02 [0,54-16,9] 0,20
Gestité
Paucigestes 18,8% (13/69) 1 1 -
Multigestes 39,3% (11/28) 2,78 [1,05-7,34]° 1,89 [0,54-6,58] 0,31
Age de la grossesse
1¢ trimestre 15,9% (7/44) 1 1 -
2°8me trimestre 30,3% (10/33) 2,29 [0,76-6,88] 1,71 [0,52-5,59] 0,13
3°me trimestre 35,0% (7/20) 2,84 [0,83-9,67] 3,13 0,48-20,39] 0,09
Nombre de doses de SP
0 dose 22,1% (17/77) 1 1 -
1 dose 25,0% (3/12) 1,17 [0,28-4,83] 0,36 [0,04-3,01] 0,35
2 doses 50,0% (4/8) 3,5210,79-15,61] 1,74 [0,24-12,32] 0,57

"0OR = Odd-Ratio ¢P < 0,05

% Facteurs associés a la quadruple mutation

Nous n’avons trouvé aucun facteur associé a la quadruple mutation ni avec I’analyse

univariée ni avec 1’analyse multivariable (Tableau VI).
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Tableau VI : Facteurs associés a la quadruple mutation

Variables in:l?gl:il(ﬂe OR brut OR ajusté P

Age

<20 ans 13% (3/23) 1 1 -

20-25 ans 18,4% (9/49) 1,5 [0,36-6,16] 1,44 [0,33-6,20] 0,63

> 25 ans 28% (7/25) 2,59 [0,58-11,5] 2,40[0,41-13,91] 0,32
Gestité

Paucigestes 17,4% (12/69) 1 1 -

Multigestes 25% (7/28) 1,58 [0,55-4,56] 1,14 [0,30-4,36] 0,84
Age de la grossesse

ler trimestre 15,9% (7/44) 1 1 -

2¢me trimestre 60% (6/33) 1,17 10,35-3,89] 0,94 10,26-3,41] 0,8

3éme trimestre 6 (30%) 2,26 [0,64-7,92] 1,7110,24-12,09] 0,9
Nombre de doses de SP

0 dose 13 (16,9%) 1 1 -

1 dose 3 (25%) 1,64 [0,39-6,90] 0,82 10,09-7,16] 0,86

2 doses 3 (37,5%) 2,95[0,62-13,92] 2,01[0,26-15,26] 0,49

5.4. Relation entre la présence des mutations et les morbidités palustres
% Relation entre la présence des mutations, la densité parasitaire et le taux
d’hémoglobine

Dans le Tableau VII, nous avons comparé les moyennes des taux d’hémoglobine et
des densités parasitaires chez les femmes hébergeant la triple mutation et la quadruple
mutation et chez celles n’ayant pas ces mutations. Les taux d’hémoglobine moyens chez les
femmes enceintes ayant la triple mutation et la quadruple mutation étaient similaires a ceux
des femmes enceintes n’ayant pas ces mutations (P > 0,05). De méme, les moyennes
arithmétiques des logarithmes décimaux des densités parasitaires n’étaient pas différentes
chez les femmes enceintes ayant la triple mutation et la quadruple mutation comparées a

celles des femmes enceintes n’ayant pas de mutation (P > 0,05).
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Tableau VII: Relation entre présence des mutations, densité parasitaire et taux
d’hémoglobine

Triple mutation p Quadruple mutation

Oui Non Oui Non
Taux d’hémoglobine
) 9,83+0,72 9,89+0,39 0,87 99+0,88 9,87+0,37 0,96

moyen =+ écart type
Densité parasitaire

d oz 3,44+0,11 3,34+0,07 0,10 3,45+0,11 3,34+0,06 0,11
moyenne‘ tecart type

dMoyenne arithmétique du Log10 de la densité parasitaire

% Relation entre présence des mutations et anémie
La proportion de femmes anémiées était plus élevée chez les femmes qui hébergeaient
la triple mutation et la quadruple mutation que chez celles qui n’avaient pas de parasites

mutés (Tableau VII). Toutefois, la différence n’était pas statistiquement significative.

Tableau VIII: Relation entre la présence des mutations et ’anémie

Anémie P
Oui Non

Triple mutation

Oui 80,8% (17/24) 29,2% (7/24)

Non 71,2% (52/73) 28,8% (21/73) 0,97
Quadruple mutation

Oui 68,4% (13/19) 31,6% (6/19)

Non 71,8% (56/78) 28,2% (22/78) 0,77
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6. Discussion
6.1. Contraintes et limites de I’étude

Cette étude s’est déroulée avec certaines difficultés qui ne devraient toutefois pas
affecter la qualité des données collectées ainsi que leur analyse. Les contraintes étaient
surtout d’ordre financier ou matériel. En effet, les échantillons ont été collectés uniquement
chez des femmes enceintes venues en CPN. Cela pourrait avoir comme conséquence un biais
de sélection car un recrutement systématique des femmes enceintes dans la communauté

aurait été plus représentatif des souches circulant chez les femmes enceintes.

6.2. Prévalence des mutations Pfdhfr et Pfdhps

Dans cette étude, nous n’avons pas enregistré de mutations Pfdhfir 164L et Pfdhps
540E. Ce résultat est similaire aux données rapportées dans d’autres études au Burkina Faso
chez les femmes enceintes (5,17) d’une part et d’autre part chez les enfants et dans la
population générale (76—78). Nous avons aussi noté que 24,7% et 19,6% de nos échantillons
portaient la triple mutation et la quadruple mutation respectivement. Au Burkina Faso, Tahita
et al. avaient rapporté au cours de la méme période chez des femmes enceintes a Nanoro, une
prévalence de la triple mutation plus faible (11,4%) (17). Coulibaly ef al. avaient trouvé une
prévalence de la triple mutation plus élevée (44,9%) au cours de la méme période a Ziniaré,
chez des femmes enceintes n’ayant recu aucune dose de SP (5).

Ces différences pourraient étre dues a une différence de pression médicamenteuse
entre les différentes zones du Burkina. La relation entre la pression médicamenteuse avec
I’administration de SP et I’apparition des mutations a été rapportée dans plusieurs études (11—
14). En effet, en ce qui concerne le Burkina Faso, avant I’adoption de la SP en TPI chez les
femmes enceintes, ce médicament était utilisé en premiere intention dans le traitement du
paludisme simple. Compte tenu de certaines difficultés d’application des directives comme la
non disponibilité des CTA ou I’automédication, la mise en ceuvre de I’utilisation des CTA
peut étre retardée dans certaines zones semi-rurales comme Ziniaré, au profit de 1’utilisation
de la SP dans la population générale. En particulier une faible pression médicamenteuse de la
SP a Nanoro pourrait étre liée au fait que des essais thérapeutiques aient ét¢ menés sur les

CTA au cours de cette période dans cette zone au profit de la population.
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La différence entre nos résultats et ceux des différentes études menées au Burkina
Faso pourrait s’expliquer aussi par la différence des niveaux d’endémicité. En fait, la relation
entre le niveau d’endémicité et la survenue et la propagation des résistances n’est pas encore
clairement ¢lucidée. Selon certaines ¢tudes, en zone d’hypo-endémie, les infestations
monoclonales sont fréquentes, ce qui fait que le contact de ces souches avec le médicament
antipaludique est plus fréquent (13,79). De ce fait, dans une population peu immune comme
celle des femmes enceintes, cela peut entrainer une augmentation de la biomasse de parasites
chez les individus et étre un facteur favorisant I’émergence des souches résistantes (80,81).

Au Mali, Coulibaly et al. avaient également rapporté des taux plus faibles de la
triple mutation (4,7%) et de la mutation de Pfdhps 437 (21,4%). Ces proportions plus faibles
pourraient étre dues a une pression médicamenteuse plus faible au Mali que dans notre zone
d’étude.

Au Bénin, dans une étude conduite par Moussiliou ef al., les quadruples mutations
ont été rapportées en 2013 chez plus de 80% des femmes enceintes durant la méme période
(64). Au Nigeria, Iwalokun et al. ont rapporté une prévalence plus élevée de triple mutation
de 35% (15). En Afrique centrale au Gabon, Bouyou-Akotet et al., au cours d’une enquéte
avait rapporté la triple mutation, la quadruple mutation et la quintuple mutation
respectivement a des proportions €levées de 80%, 53% et 22% (65). Au Cameroun, Chauvin
et al. ont publié des prévalences ¢levées de la triple mutation a 96% ainsi que des mutations
du gene Pfdhps 437, 581 et 613 respectivement a 76,5%, 5,9% et 11,8% (66).

Ces différentes prévalences rapportées sont plus élevées que celles retrouvées dans
notre zone d’étude et pourraient étre liées au fait que la pression médicamenteuse soit plus
importante dans ces différentes zones de 1’ Afrique qu’au Burkina Faso.

Ces différences pourraient aussi €tre en relation avec un niveau d’endémicité plus
¢levée dans ces régions par rapport a notre zone d’étude. En effet, selon certains auteurs, il
est probable que dans les zones hyper-endémiques, les résistances se propagent plus vite dans
la population (13,82,83). Ceci est surtout valable pour les résistances qui sont induites par
des mutations sur un seul géne pour une molécule donnée. Méme avec une multiplicité des

clones, il y a une compétition entre les souches, ce qui va faciliter la recolonisation de
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I’organisme par les souches mutantes aprés 1’élimination des souches susceptibles par la
chimioprévention (84).

Au Malawi, Lin et al. ont rapporté une proportion de quadruple mutation de 100%
en 2013 (72). En Zambie, Tan et al. ont trouvé une prévalence de la quintuple mutation de
63% en 2014 (71). En Tanzanie, la quintuple mutation et la sextuple mutation ont été
rapportées par Daniel et al. en 2013 a des proportions élevées respectives de 46,3% et 44,4%
(70). En Ouganda, Mbonye et al. ont montré une augmentation de la prévalence de la triple
mutation Pfdhfr qui est passée de 90,7% a 100% aprés une dose de SP (68). Tous ces
résultats montrent que la propagation de la résistance a la SP est beaucoup plus avancée dans
ces deux régions orientale et australe de I’Afrique. Cela pourrait étre dG a une pression
médicamenteuse plus importante dans ces deux régions. L’émergence des résistances peut
étre liée a I’utilisation anarchique des antipaludiques dans un contexte démographique
marqué par les mouvements des populations secondaires aux guerres ou a la famine dans 1’est
de I’Afrique (85). En outre, une étude de la dynamique des lignées des souches mutantes pour
le géne Pfdhps montrent qu’il se pourrait que les mutations de ce géne aient pour origine

1’ Asie du Sud-Est (57).

6.3. Facteurs associés a la fréquence des mutations
% Variation des proportions de mutations en fonction des prises de SP

Dans notre €tude, nous n’avons pas trouvé une association entre la prise de la SP et
la présence des mutations. Nos résultats corroborent ceux rapportés au Ghana (16) et au
Gabon (65). Toutefois, dans d’autres études, la prise du TPIg-SP était associée a une hausse
significative de la prévalence des mutations des genes Pfdhfr et Pfdhps (8-10,64,86). Des
¢tudes de cohorte prospective sont nécessaires pour mieux €lucider la relation entre la prise

de SP et la survenue des mutations sur les génes Pfdhfr et Pfdhps.

¢ Variation de la proportion des mutations en fonction de la gestité
Il n’y avait pas de différence statistiquement significative entre les proportions de
mutations chez les multigestes et celle des paucigestes a 1’analyse multivariable. Ces résultats

sont en contradiction avec les données de la littérature (15,87). En effet, on s’attendrait a ce
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qu’il y ait plus de mutations chez les paucigestes étant donné que ces femmes ont une
immunité antipalustre plus faible comparées aux multigestes (15,38,87) et que la faible

immunité pourrait favoriser la propagation de la résistance.

¢ Variation des proportions de mutations en fonction de I’age

L’age pourrait étre un facteur influencant la diminution de la fréquence des
mutations chez les femmes enceintes. En effet, une baisse d’immunité antipalustre favorise la
sélection des parasites résistants (88,89). Aussi, la susceptibilité des femmes enceintes vis-a-
vis du paludisme diminue au fil des grossesses (15,38,87). Si I’on suppose que le nombre de
grossesses augmente avec 1’age, alors la fréquence des mutations devrait diminuer avec 1’age.
Cependant, dans notre étude, il n’y avait pas d’association entre 1’age et la fréquence des

mutations. Une cohorte prospective aurait permis de mieux €lucider cette question.

¢ Morbidités palustres liées a la présence des mutations

Notre étude a montré qu’il n’y avait pas d’association entre la présence de
mutations et I’anémie. Ceci pourrait s’expliquer par le fait que les mutations n’avaient pas eu
un impact significatif sur les densités parasitaires, en témoignent les travaux de Menendez et

al. au Mozambique (86).
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Conclusion

La chimiorésistance est 1’un des principaux facteurs qui entravent la lutte contre le
paludisme en particulier chez la femme enceinte. L’épidémiologie moléculaire est
indispensable pour comprendre la répartition et la dynamique de 1’évolution des marqueurs
conférant la résistance aux antipaludiques.

Les prévalences de la triple mutation Pfdhfr et de la quadruple mutation bien
qu’élevées étaient a des niveaux acceptables dans cette étude. De plus, nous n’avons pas
enregistré de mutations Pfdhfr 164L et Pfdhps 540E. Ce qui pourrait prouver indirectement
que I’utilisation de la SP est toujours bien indiquée, cinq ans apres I’adoption du TPIg-SP
comme méthode de prévention contre le paludisme pendant la grossesse au Burkina Faso.
Cependant, nos résultats ne reflétent que la situation a Bobo-Dioulasso d’il y a six ans. En
outre, du fait de I’utilisation accrue de ce médicament dans des stratégies comme la
chimioprévention du paludisme saisonnier chez les enfants de moins de cinq ans, il se
pourrait qu’il y ait une augmentation de la pression médicamenteuse pouvant contribuer a
I’émergence des souches résistantes. Cela suggére une mise a jour de ces données sur les
marqueurs de résistance et sur l’efficacité de la SP afin de prendre des mesures plus
adéquates pour le controle du paludisme pendant la grossesse.

En tout état de cause, vu I’évolution rapide de la chimiorésistance a la SP a travers
la monde, il s’avere indispensable de rechercher des alternatives a la SP. Les regards sont de
plus en plus tournés vers les CTA. Selon les dernieres directives du PNLP, les CTA peuvent
étre utilisés chez les femmes enceintes. Des auteurs proposent d’utiliser ces combinaisons,

non pas en traitement préventif intermittent, mais en traitements curatifs intermittents.
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Annexes

Annexe 1 : Criteres de gravité du paludisme

Le paludisme grave est défini par une parasitémie positive a P. falciparum chez un

malade présentant au moins un des signes cliniques et biologiques suivants :

Tableau Ia: Liste des criteres cliniques et des critéres biologiques du paludisme grave

Critéres cliniques

Précisions du texte de ’OMS

Coma vrai: neuropaludisme

Score de Glasgow < 10

Score de Blantyre <3

Troubles de la conscience

Score de Glasgow < 15et>9

Score de Blantyre <5 et >2

Respiration acidosique

Détresse respiratoire chez I’enfant

Convulsions répétées

>1/24 heures

Collapsus cardiovasculaire

Pression artérielle systolique < 80 mm Hg
iphériques d’insuffisance respiratoire

signes

(Edéme pulmonaire

Définition radiologique

Saignement anormal

Définition clinique

Ictére

Définition clinique

Hémoglobinurie macroscopique

Urines rouges foncées ou noires

Criteres biologiques

Précisions du texte de ’OMS

Anémie sévere

Enfant: Hb <5 g/dl

Adulte: Hb <7 g/dl

Hypoglycémie

Glycémie < 2,2 mmol/l (40 mg/dL)

Acidose métabolique

Bicarbonates plasmatiques < 15 mmol/L

Hyperlactatémie

Lactates plasmatiques > 5 mmol/I

Hyperparasitémie

Parasitémie > 4% chez le sujet non immun

Insuffisance rénale

Créatininémie > 265 pmol/l (> 3 mg/dl)
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Annexe 2 : Classification pharmaco-thérapeutique sommaire des antipaludiques

Tableau Ila : Classification pharmaco-thérapeutique sommaire des antipaludiques

Point d’impact Origine Mode d’action Médicaments
Quinine
Qinghaosu
Antipaludiques témisinine)
turels
o] Amino-4-
jnoléines
. Chloroquine
Groupe 1 (Action | 50diaquine
pide, résistance longue | Amino-alcools
difficile a apparaitre) méfloquine
halofantrine
Schizontocides o] Deérivés
émisinine
artémether
Antipaludiques artésunate
de synthese artééther
o] Antifoliques
Groupe I1 sulfones
(Action lente |sulfamides
jistance, o Antifoliniques
rapide aisée a obtenir) |biguanides
diaminopyrimidines
Gamétocytocides Amino-8-quinoléines | Primaquine
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Annexe 3 : Protocole de [’extraction de I’ ADN

Protocol: DNA Purification from Dried Blood Spots (QIAamp DNA Mini Kit)
(Traduit de I’anglais au frangais)

Ce protocole est destiné a la purification de I’AND total (genomique, mitochondrial, and
viral) a partir de sang trait¢ ou non avec des anticoagulants et séché sur papier filtre

(Schleicher and Schuell 903).
Important a savoir avant de commencer

% Toutes les centrifugations sont exécutées a température ambiante (15-25°C).

% Avant de commencer :

e Préparer un bain d’eau a 85°C pour I’étape 2, un autre bain d’eau a 56°C pour 1’étape 3 et
un autre bain d’eau a 70°C pour I’étape 4.

e Disposer du tampon AE ou de l’eau distillée a température ambiante (15-25°C) pour
1I’¢lution a I’étape 10.

e S’assurer que les tampons AW et AW2 ont été préparés selon les instructions mentionnées
sur les flacons correspondant.

e Si un précipité se forme dans les tampons AL et ATL, incuber a 56°C pour permettre la

dissolution de ce précipité.
Procédures modifiés

1.Découper 3 morceaux circulaires de papier filtre sur lequel se trouve le sang séché a
analyser. Ces morceaux de sang sont placés dans un tube pour microcentrifugation de 1,5
ml. Ajouter 180 UL du tampon ATL.

2.Incuber a 85°C pendant 10 min. Centrifuger bri¢vement afin de dégager les gouttes sur la
fermeture des tubes.

3.Ajouter 20 ul de la solution de protéinase K. Agiter au vortex et incuber a 56°C pendant 1
heure. Centrifuger brievement afin de dégager les gouttes sur la fermeture des tubes. NB :

I’ajout de la protéinase K est essentiel.
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4.Ajouter a I’échantillon 200 pl de tampon AL. agiter a fond en vortexant et incuber a 70°C
pendant 10 min. Centrifuger brievement afin de dégager les gouttes sur la fermeture des
tubes. Pour qu’il ait lyse il est indispensable d’ajouter le tampon AL et d’agiter
vigoureusement immédiatement. NB : ne pas ajouter directement la protéinase K au tampon
AL. Un précipité blanc peut se former apres I’ajout du tampon AL. dans la plupart des cas,
ce précipité va se dissoudre pendant I’incubation. Ce précipité n’interfére pas avec le reste
de la procédure.

5.Ajouter 200 pl d’éthanol (96-100%) a 1’échantillon et agiter vigoureusement au vortex.
Centrifuger brievement afin de dégager les gouttes sur la fermeture des tubes. L’ajout de
1’éthanol est indispensable, avant de bien agiter.

6. Transvaser le mélange obtenu a 1’étape 5 dans un tube collecteur a colonne de 2 ml type
« QIAamp Mini spin column ». Cette opération doit se faire sans mouiller le bord du tube.
Bien fermer et centrifuger a 8.000 rpm (ou 6.000 x g) pendant 1 min. Placer la colonne du
tube dans un autre tube collecteurs (fourni dans le kit) et jeter le tube contenant le filtrat.
Fermer chaque tube a colonne pour éviter la formation d’aérosol pendant la centrifugation.

7.0uvrir prudemment la colonne et ajouter 500 pl du tampon AW1 sans mouiller la bordure.
Bien fermer le tube et la colonne et centrifuger a 8.000 rpm (ou 6.000 x g) pendant 1 min.
Placer dans un nouveau collecteur de 2 ml (fourni dans le kit), jeter le filtrat contenu dans le
tube collecteur.

8.Ouvrir prudemment la colonne et ajouter 500 pl du tampon AW2 sans mouiller la bordure.
Bien fermer le tube et la colonne et centrifuger a 14.000 rpm (ou 20.000 x g) pendant 3 min.

9.Recommandation : Placer dans un nouveau collecteur de 2 ml (non fourni dans le kit) et
jeter le filtrat contenu dans 1’ancien tube collecteur. Centrifuger a vitesse maximale (14.000
rpm ou 20.000 x g) pendant 1 min. cette étape aide a éliminer éventuellement du tampon
AW?2 pouvant toujours demeurer dans I’échantillon apres 1’étape 8.

10. Placer de nouveau la colonne dans un tube de microcentrifugation stérile de 1,5 ml
(non fourni dans le kit) et jeter le filtrat contenu dans I’ancien tube collecteur. Ouvrir
prudemment la colonne et ajouter 75 pl du tampon AE (ou eau distillée). Incuber a
température ambiante (15-25°C) pendant 5 min, puis centrifuge a 8.000 rpm (ou 6.000 x g)

pendant 1 min.
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11. Replacer de nouveau la colonne dans un tube de microcentrifugation stérile de 1,5 ml
(non fourni dans le kit) et jeter le filtrat contenu dans I’ancien tube collecteur. Ouvrir
prudemment la colonne et ajouter 75 pl du tampon AE (ou eau distillée). Incuber a
température ambiante (15-25°C) pendant 5 min, puis centrifuge a 8.000 rpm (ou 6.000 x g)
pendant 1 min.

12. L’ADN extrait obtenue doit étre conservé a -20°C pour [’utilisation ultérieure.
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Annexe 4 : Protocole de la PCR et de la Digestion Enzymatique

(Traduit de I’anglais au frangais)
Procédures de la PCR 1¢ tour

1. Disposer de tous les réactifs hors du réfrigérateur ou du congélateur, a I’exception de la
Tagq.

2. Arranger les échantillons dans un ordre précis et souhaité et noter la position de chaque
¢chantillon dans le cahier de laboratoire. Ne pas oublier d’inclure un contrdle négatif, un
contrdle positif sauvage et un contrdle positif mutant appropriés. Il est important de toujours
vérifier au cours de toute la manipulation que 1’ordre des échantillons de départ est conservé
jusqu’a la fin de la deuxiéme PCR.

3. Copier la composition du Master Mix dans votre cahier de laboratoire ; multiplier et
reporter les quantités correspondant au nombre d’échantillons & analyser pour la méme
expérience (la composition des Master Mix figure dans le tableau Ia). Pour ce calcul, ajouter
au 4 échantillons supplémentaires pour tous les 50 échantillons a analyser. Avant de
constituer le Master Mix, s’assurer que les concentrations des stocks sont conformes a celles
indiquées dans le tableau Ia ci-apres. Dans le cas contraire, il faudra adapter des volumes de
dilutions pour respecter les concentrations et les volumes finaux.

4. Placer les ¢échantillons et le cahier de table (de laboratoire) ainsi que tous les réactifs sur
une table propre, de préférence sous une hotte.

5. Disposer d’une plaque PCR dans un bloc de glace a proximité.

6. Choisir un tube approprié pour la constitution du Master Mix. Additionner tous les réactifs
avant d’y ajouter la Taq en derniere position. Pipeter d’abord I’eau, ensuite les amorces puis
le tampon, les ANTP enfin le MgCl2. Chaque réactif doit étre vortexé 1 a 2 secondes avant
d’étre pipeté. Les amorces doivent étre choisies conformément aux indications du tableau
IVa ci-dessous.

7. Ajouter la Taq : choisir la pipette appropriée et approcher le Master Mix du congélateur
dans lequel la Taq est conservée. Ajouter la Taq et la replacer dans le congélateur. Ramener
le Master Mix complet sous la hotte et vortex pendant 2 a 3 secondes.

8. Aliquoter 23 pl du Master Mix dans chaque tube a PCR ou dans chaque puit de la plaque.
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9. Soulever la plaque ou les tubes du bloc de glace pour vérifier qu’un aliquot a été placé
dans chaque tube ou chaque puit.

10.  Ajouter I’ADN extrait a chaque tube ou a chaque puit contenant le Master Mix. Ne rien
mettre dans le premier puit qui constitue ainsi le controle négatif. Commencer par le
controle positif. Chaque échantillon doit étre vortexé avant d’étre additionné au Master Mix.

11.  Couvrir chaque puits ou chaque tube puis marquer le nom de la PCR sur la plaque (1
ou 2°m¢ PCR), le nom du géne (DHFR ou DHPS), la page dans le cahier de laboratoire ot
est décrite la présente expérience et la date de 1’expérience.

12.  Placer les échantillons ainsi constitués dans la machine d’amplification
(thermocycleurs) en respectant les conditions de température décrites dans le protocole
(tableau Ia).

13. A la fin de la réaction, stocker les produits obtenus dans un congélateur avant la

prochaine utilisation.

Tableau IIla : Master Mix pour le 1° tour de PCR DHFR 51, 59, 108 et 164 et DHPS 437 et 540

Concentration du Stock Concentration Finale Volume (en pL)

H20 - - 16,05

Tampon 10X 1X 2,5

dNTP 2 mM 200um 2,5

MgCl12 50 mM 1,5 mM 0,75

Primer 1 10 uyM 0,2 uM 0,5

Primer 2 10 uyM 0,2 uM 0,5

Taq 5 U/uL (INV) 1U 0,2

Echantillon Inconnu Inconnu 2,0

Volume final 25
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Procédures de la PCR 2" tour

. Disposer de tous les réactifs hors du réfrigérateur ou du congélateur, a I’exception de la
Taq, ainsi que des produits PCR du 1 tour d’amplification.

. Arranger les échantillons dans un ordre précis et souhaité et noter la position de chaque
¢chantillon dans le cahier de laboratoire. Ne pas oublier d’inclure un contréle négatif, un
controle positif sauvage et un contréle positif mutant appropriés. Il est important de
toujours vérifier au cours de toute la manipulation que 1’ordre des échantillons de départ
est conservé jusqu’a la fin de la deuxiéme PCR.

Copier la composition du Master Mix dans votre cahier de laboratoire ; multiplier et
reporter les quantités correspondant au nombre d’échantillons a analyser pour la méme
expérience (la composition des Master Mix figure dans les tableaux Ila et IIla). Pour ce
calcul, ajouter au 4 échantillons supplémentaires pour tous les 50 échantillons a analyser.
Avant de constituer le Master Mix, s’assurer que les concentrations des stocks sont
conformes a celles indiquées dans les tableaux Ila et Illa. Dans le cas contraire, on calcule
les volumes de dilutions pour respecter les concentrations et les volumes finaux.

. Placer les échantillons et le cahier de table (de laboratoire) ainsi que tous les réactifs sur
une table propre, de préférence sous une hotte.

. Disposer d’une plaque PCR dans un bloc de glace a proximité.

Choisir un tube approprié pour la constitution du Master Mix. Additionner tous les réactifs
avant d’y ajouter la Taq en derniére position. Pipeter d’abord 1’eau, ensuite les amorces
puis le tampon, les ANTP enfin le MgCl2. Chaque réactif doit étre vortexé 1 a 2 secondes
avant d’étre pipeté. Les amorces doivent étre choisies conformément aux indications du
Tableau Ia ci-dessous.

. Ajouter la Taq : choisir la pipette appropriée et approcher le Master Mix du congélateur
dans lequel la Taq est conservée. Ajouter la Taq et la replacer dans le congélateur.
Ramener le Master Mix complet sous la hotte et vortex pendant 2 & 3 secondes.

. Aliquoter 48 pl du Master Mix dans chaque tube a PCR ou dans chaque puit de la plaque.
Soulever la plaque ou les tubes du bloc de glace pour vérifier qu’un aliquot a été placé

dans chaque tube ou chaque puit.
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10. Ajouter le produit PCR de 1 tour a chaque tube ou a chaque puit contenant le Master

Mix. Ne rien mettre dans le premier puit qui constitue ainsi le controle négatif.

Commencer par le contrdle positif. Chaque échantillon doit étre vortexé avant d’étre

additionné au Master Mix. On peut utiliser des multicanaux de 0.5 a 10 pl pour prélever

soigneusement 2 Ml de produit de la 1 PCR que I’on introduira dans les puits et tubes

appropriés.

11. Couvrir chaque puits ou chaque tube puis marquer le nom de la PCR sur la plaque (1* ou

2¢me PCR), le nom du géne (DHFR ou DHPS), la page dans le cahier de laboratoire ou est

décrite la présente expérience et la date de I’expérience.

12. Placer les échantillons ainsi constitués dans la machine d’amplification (thermocycleurs)

en respectant les conditions de température décrites dans le protocole (Tableau Ia).

13. A la fin de la réaction, stocker les produits obtenus dans un congélateur avant la prochaine

utilisation.

Tableau IVa : Master Mix pour le 2" tour de PCR DHPS 437 et 540

Concentration du Stock Concentration Finale Volume (en pL)

H20 - - 34,3

Tampon 10X 1X 5

dNTP 2 mM 200um 5

MgCl12 50 mM 1,5 mM 1,5

Primer 1 10 uM 0,2 uM 1

Primer 2 10 uM 0,2 uM 1

Taq 5 U/uL (INV) 1U 0,2

Echantillon Inconnu Inconnu 2,0

Volume final 50
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Tableau Va : Master Mix pour le 2™ tour de PCR DHFR 51, 59, 108 et 164

Concentration du Stock Concentration Finale Volume (en pL)

H20 - - 34,3

Tampon 10X 1X 5

dNTP 2 mM 200um 5

MgCI2 50 mM 1,5 mM 1,5

Primer 1 10 uM 0,2 uM 1

Primer 2 10 uM 0,2 uM 1

Taq 5 U/uL (INV) 1U 0,2

Echantillon Inconnu Inconnu 2,0

Volume final 50
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Procédures de réalisation de la réaction de digestion enzymatique

. Disposer de tous les réactifs nécessaires pour la digestion enzymatique hors du
réfrigérateur ou du congélateur pour les décongeler y compris les enzymes que I’on gardera
sur de la glace.

2. NB : on pourrait envisager de lancer la réaction de digestion de DHPS 437 et DHPS 540
en méme temps car ce sont les mémes conditions de température. Dans ce cas, on fera sortir
simultanément les réactifs correspondant aux 2 types de digestion enzymatique. Deux
Master Mix seront préparés. Bien s’assurer d’un bon étiquetage des tubes ou des plaques
pour ne pas créer une confusion au cours de la manipulation.
3. Arranger les échantillons dans un ordre précis et souhaité et noter la position de chaque
¢chantillon dans le cahier de laboratoire. Ne pas oublier d’inclure un contrdle négatif, un
contrdle positif sauvage et un contrdle positif mutant appropriés. Il est important de toujours
vérifier au cours de toute la manipulation que 1’ordre des échantillons de départ est conservé
jusqu’a la fin de la migration sur gel.
4. Copier la composition du Master Mix dans votre cahier de laboratoire ; multiplier et
reporter les quantités correspondant au nombre d’échantillons a analyser pour la méme
expérience (la composition des Master Mix figure dans le Tableau Va). Pour ce calcul,
ajouter au 4 échantillons supplémentaires pour tous les 50 échantillons a analyser. Avant de
constituer le Master Mix, s’assurer que les concentrations des stocks sont conformes a celles
indiquées dans le Tableau Va. Dans le cas contraire, il faudra adapter les quantités de
dilutions pour respecter les concentrations et les volumes finaux.

5. Placer les échantillons et le cahier de table (de laboratoire) ainsi que tous les réactifs sur

une table propre, de préférence sous une hotte.

6. Disposer d’une plaque PCR dans un bloc de glace a proximité.

7. Choisir un tube approprié pour la constitution du Master Mix. Pipeter d’abord 1’eau. En

dehors des enzymes, chaque réactif doit étre vortexé 1 a 2 secondes avant d’étre pipeté.

8. Aliquoter 10 pl du Master Mix dans chaque tube a PCR ou dans chaque puit de la plaque.
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9. Soulever la plaque ou les tubes du bloc de glace pour vérifier qu’un aliquot a été placé
dans chaque tube ou chaque puit.

10. Ajouter le produit de la 2" PCR a chaque tube ou a chaque puit ou tube contenant le
Master Mix. On peut aussi utiliser les multicanaux. Respecter 1’ordre décrit dans le cahier
de laboratoire.

11. Couvrir chaque puits ou chaque tube puis marquer le nom de la réaction (digestion
enzymatique), le nom du géne (DHFR ou DHPS), la page dans le cahier de laboratoire ou
est décrite la présente expérience et la date de 1’expérience.

12. Une breéve centrifugation (1000rpm) est nécessaire pour faire disparaitre les bulles
éventuellement formées.

13. Placer les échantillons dans un incubateur a 37°C pendant 2 heures pour les génes DHFR
59 ou DHPS 437 et 540, a 65°C pendant 1 a 2 heures pour DHFR 51, 108 et 164.

14. Placer les échantillons ainsi constitués dans la machine d’amplification (thermocycleurs)
en respectant les conditions de température décrites dans le protocole (Tableau Ia).

15. A la fin de la réaction, stocker les produits obtenus dans un congélateur avant la

prochaine étape.
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Tableau VIa : Digestion enzymatique avec des enzymes de restriction

DHFR 51 (65° C for 2 heures)

Concentration du Stock | Concentration Finale |Volume (en pL)
Tsp 5091 10 U/uL (NEB) 7U 0,7
Nebl 10X 1X 2,0
H20 - - 7,3
Echantillon Inconnu Inconnu 10,0
Volume final 20,0
DHFR 59 (37° C for 2 heures)
Concentration du Stock | Concentration Finale |Volume (en pL)
Xmnl 20 U/uL. (NEB) 6U 0,3
Neb2 10X 1X 2,0
BSA 100X 1X 0,2
H20 - - 7,5
Echantillon Inconnu Inconnu 10,0
Volume final 20,0

DHFR 108 (65° C for 2 hours)

Concentration du Stock

Concentration Finale

Volume (en pL)

Bsrl 5 U/uL (NEB) 6U 1,2
Neb3 10X 1X 2,0
H20 - - 6,8
Echantillon Inconnu Inconnu 10,0
Volume final 20,0
DHFR 164 (37° C for 2 heures)
Concentration du Stock | Concentration Finale |Volume (en pL)

Dral 20 U/uL (NEB) 10U 0,5
Neb4 10X 1X 2,0
H20 - - 7,5
Echantillon Inconnu Inconnu 10,0
Volume final 20,0

DHPS 437 (37° C for 2 heures)

Concentration du Stock

Concentration Finale

Volume (en pL)

Avall 10 U/uL (NEB) 20U 2,0
Neb4 10X 1X 2,0
H20 - - 6,0
Echantillon Inconnu Inconnu 10,0
Volume final 20,0
DHPS 540 (37° C for 2 heures)
Concentration du Stock | Concentration Finale |Volume (en pL)

Fok I 4 U/uL (NEB) 2U 0,5
Neb4 10X 1X 2,0
H20 - - 7,5
Echantillon Inconnu Inconnu 10,0
Volume final 20,0
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Procédure pour la migration par électrophorése sur gel d’agarose sur gel d’agarose

. Disposer de tous les réactifs nécessaires (colorant tampon de chargement 6X, un marqueur
de poids moléculaire pour 50 pb) et des échantillons de produits PCR obtenus apres la
digestion enzymatique. Disposer de gel déja préparés et prés a 1’utilisation. Nous avons
utilisé du gel d’agarose a 2,5% (voir préparation plus bas). Préparer aussi une plaque ou
des tubes dans de la glace.

. Vérifier la présence du TBE dans la cuve d’¢électrophorése. Le TBE doit étre changé apres
toutes les 5 migrations sur gel. On doit avoir un systéme de numérotation sur les cuves
d’¢électrophorese elles-mémes. Les cuves d’électrophorese pour la migration doivent rester
fermer apres 1’utilisation.

Couper un morceau de paraffine et déposer a coté de la cuve.

. Noter le plan et I’ordre des échantillons a faire migrer dans le cahier de laboratoire.

. D’abord déposer des gouttes de 5 pl de tampon colorant de charge sur le morceau de
paraffine en nombre suffisant pour chaque puit sur le gel.

. Ensuite déposer 15-20 pl de produit de PCR de la digestion sur chaque goutte de colorant.
Toujours respecter sur le gel I’ordre des échantillons décrit dans le cahier.

. Placer le gel dans la cuve avant de commencer a déposer les échantillons avec le colorant
de charge au fond de chaque puit. En général, il faut sauter le premier puit dans lequel sera
introduit le marqueur de poids moléculaire.

. Introduire 15-20 pl du marqueur de poids moléculaire.

. Actionner la machine pour la circulation ¢€lectrique a 80-90 volts. Le gel peut étre retiré
des que le colorant aura migré jusqu’a la moiti¢ du gel. Cela prend généralement lh et /2 a

2h de temps.

10. Enlever alors le gel de la cuve et le placer sous un diaphanoscope (rayons UV, 312 nm)

surmonté d’une caméra connectée a un moniteur pouvant imprimer des photos. La caméra
peut étre connectée a un ordinateur. S’assurer de bien connaitre la manipulation de cet

appareillage.
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11. Vérifier la netteté de 1’image puis imprimer une image. Vérifier la place du marqueur de

poids moléculaire. Interpréter en tenant compte des bandes présentes sur le marqueur de
poids de poids moléculaire. On devra s’aider des consignes décrites par le fabriquant du

marqueur de poids moléculaire pour la détermination des tailles des a bandes.

12.NB :

L’interprétation est meilleure lorsque les images sont transmises sur une caméra. Dans
notre cas, nous avons fait I’interprétation sur des photos. Un échantillon correspondant a
une souche sauvage présente uniquement les bandes correspondant a celles décrites pour
le type sauvage (voir tableau VIa). Tout échantillon chez qui on a retrouvé soit
uniquement les bandes du type mutant, soit a la fois les bandes de type sauvage et celles
de type mutant, a été déclar¢ mutant. Toutes les tailles de bandes (en pair de bases)
recherchées par point de mutation, que ce soit pour les types sauvages ou mutants sont
présentées dans le tableau Vla.

Toute ’expérience a été déclarée valide lorsque les controles positifs sauvage et mutant
¢taient effectivement positifs et le contrdle négatif était effectivement vérifié négatif. Dans

le cas contraire, il a fallu reprendre la PCR.

Tableau VIla : Controles des PCR et tailles des fragments attendus

Gene Controles Controles Fragments Sauvages (bp) | Fragments Mutants (bp)
sauvages Mutants

DHFR 3D7 ou FCR3 | VI/S 522 190, 332

108

DHFR 51 |3D7ouFCR3 |VI1/S 5,10,46,55,63,65,120,139 | 5,10,46,55,65,120,202

DHFR 59 |3D7 ou FCR3 | VI/S 142, 184 22,142,162

DHFR 3D7 ou FCR3 | V1/S 107, 171, 245 28, 107, 143, 245

164

DHPS 437 | Mali ou FCR3 | Peru 438 34,404

DHPS 540 | Mali ou FCR3 | Peru 7,19, 412 7,19,99, 313
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Préparation du gel

1. Préparation de TBE 5X :

Pour 1 litre de solution de stock
e 54gde tris base
e 27,5g d’acide borique
e 20mL de 0,5M de ’EDTA a pH=28

2. Préparation de gel

Pour 2 gels :
e Sgagarose
e 200mL TBE 1X
e 15 uL de bromide d’éthidium
e Chauffer dans un four a micro-onde pendant 4 2 minutes pour 2 gels (6 minutes for 4

gels)

¢ Ensuite laisser refroidir jusqu’a environ 60° C et ajouter lebromide d’éthidium

3. Préparation du bleu de charge (colorant)

e 25 mg (0,25%) de cyanole de xyléne
e 3 mL (30%) de glycerol
e 7 mL de H20.

4. Préparation du marqueur de poids moléculaire (1 ml)
e 50 uL de stock de marqueur (50bp ladder)
e 170 uL du bleu de charge de bromphénol 6X

e 780 uL de H20 pour completer a 1 ml.
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