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INTRODUCTION



Le paludisme demeure un véritable probléme de santé publique, malgré les
nombreux efforts déployés pour le controle de cette maladie. En 20155 0n
estimait a 3,2 milliards de personnes, soit prés de la moiti¢ de la population
mondiale, exposées au paludisme dans le monde. Dans cette méme annce, 214
millions nouveaux cas de paludisme et environ 438 000 décesiliés a cette
parasitose ont été enregistré dans le monde (5). Quinze pays, principalement en
Afrique sub-saharienne dont le Sénégal, comptaient 80%des ¢as de paludisme
et 78% des déces dans le monde (5). On enregistre, chez les enfants de moins de
cinq ans, plus des deux tiers du total des décés li¢s,au paludisme dans le monde.
Cependant, entre 2000 et 2014, le taux de mortalité'des moins de 5 ans avait
baissé¢ de 65%, ce qui représentait 5,9 millions de vies d’enfants épargnées, sur
6,2 millions de vies épargnées au total (5).,Au Sénégal, ou le paludisme sévit de
manicre endémique avec une recrudéseence, saisonniere, cette pathologie est la
cause de plus de 20 % des décés qui surviennent chez les enfants de moins de 5
ans, constituant ainsi la premiére cause de mortalité (31). La plupart des cas de
déces surviennent au sein de da communauté ou quelques fois dans les heures
qui suivent ’arrivée du patientidans-les structures de santé du fait d’une prise en
charge tardive (11).

Ainsi ’OMS recommande, depuis plusieurs années de nombreuses stratégies
pour la lutte et le contféle voire I’élimination du paludisme. Parmi ces stratégies
nous avons :

» Pour la lutte anti vectorielle : 1’utilisation de moustiquaires imprégnées
d’insecticides(M1I/ MILDA) et les pulvérisations intradomiciliaires a effet
rémancnt;

» L’ acces rapide au diagnostic (grace aux Test de Diagnostic Rapide : TDR)
ety e traitement précoce (avec des combinaisons a bases de dérivés

d’Artémisinine : CTA) des cas confirmés



» le Traitement Préventif Intermittent (TPI) avec la SP, chez la femme
enceinte,

» Plus récemment la chimio prévention du paludisme saisonnier (CPS) a la
Sulfadoxine-Pyriméthamine (SP) associé¢ a I’Amodiaquine (AQ) chez les
enfants de moins de 5 ans (2, 21 et 31).

Pour mieux contrdler le paludisme chez les enfants, le Programme National de
Lutte contre le Paludisme (PNLP) du Sénégal met en ceuvre la CPS depuis 2013
dans 4 régions au sud du pays. Cette zone est caractérisée par une prévalence
palustre ¢levée chez les enfants et une transmission saisonniere du paludisme.
Toutefois 1’efficacité continue de cette stratégie dépend fortement de la
sensibilité des parasites aux molécules utilisées (SP+AQ). Plusieurs études ont
montré que la CPS avait un effet limité sur le développement et la propagation
de la résistance (27). Cependant peu de données sont disponibles sur I’impact de
la mise en ceuvre a grande échelle de cette stratégie et a long terme de la CSP
sur le développement de la résistance.

C’est ainsi qu’il était important de monitorer de manicre réguliere les marqueurs
moléculaires de résistance associés a la résistance de P. falciparum aux
médicaments utilisés dans le cadre de la CSP. C’est dans contexte que nous
avons mené notre étude dont 1’objectif général était de déterminer I’impact de la
CPS sur le développement de la résistance de P. falciparum aux médicaments
(SP+AQ) utilisés pour la CPS. Les objectifs spécifiques de notre étude étaient
de :

e Déterminer la prévalence des mutations associées & la résistance de
P.falciparum a la SP et situées sur les codons 51, 59 et 108 du gene
Pfdhfr et sur les codons 437 et 540 du géne Pfdhps

e Déterminer la prévalence des mutations associées 4 la résistance de
P.falciparum a 1’AQ et situées sur le codon 86 du gene Pfindr et sur les

codons 72 et 76 du gene Pfcrt



PREMIERE PARTIE :
GENERALITES



I- RAPPEL SUR LE PALUDISME
I.1. Définition.

Le paludisme ou malaria est une maladie parasitaire fébrile provoquée par des
protozoaires du genre Plasmodium (P.) et transmise par la piqlire d’un insecte
vecteur appartenant au genre Anopheles (1. Pages F et 153-61.).

1.2. Epidémiologie.

I.2.1 Répartition géographique

Le paludisme est pratiquement inexistant a une altitude supérieure a 2000
meétres. Sa répartition géographique théorique va de 60°C de latitude Nord, a
40°C de latitude Sud. Il recouvre en fait « la ceinture de pauvreté du monde »,

qui concerne actuellement plus de cent pays, essentiellement les plus pauvres

d’Afrique, d’Asie, d’Amérique du Sud et du Centre (26, 33).

Figure 1: Répartition géographique du paludisme dans le monde
(www.itg.be le 12 juillet 2016)
Au Sénégal, le paludisme est endémique dans la majeure partie du pays avec une

recrudescence saisonniére. L’épidémiologie du paludisme au Sénégal est
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caractérisée par une grande hétérogénéité des niveaux d’endémicité et des
modalités de la transmission (36). Elle est fonction des conditions écologiques et
socio-¢conomiques locales déterminantes dans les relations étroites qui existent
entre I’hote, le parasite et le vecteur (35).

[.2.2 La transmission.

+ L’agent pathogéne (9).

Cinq espéces de parasites sont responsables du paludisme chez 1’homme :
Plasmodium falciparum (espéce la plus pathogene et est responsable des acces
pernicieux potentiellement mortels), Plasmodium vivax, Plasmodium ovale,
Plasmodium malariae, Plasmodium knowlesi.

Au Sénégal, P falciparum, est ’espece la plus répandue et est responsable de
plus de 90% des cas de paludisme (37).

+ Les vecteurs.

Le paludisme est transmis par la piqiire de I’anoph¢le femelle, insecte diptere de
la famille des Culicidae, de la sous famille des Anophelinae, du genre
Anopheles.

Au Sénégal, les especes : Anopheles gambiae, Anopheles funestus, Anopheles

arabiensis sont les principaux vecteurs du paludisme (36).



Figure 2 : Anopheles gambiae, vecteur responsable du paludisme.
(source : wwww....wikipédia.ogr/ paludisme le 20 juillet 2016)

4 Le réservoir de parasites.

L’homme infecté et I’anophele femelle constituent les réservoirs de parasites
pour les principales especes. Cependant, les animaux aussi peuvent abriter aussi
des Plasmodii. C’est le cas de P malariae qui a été retrouvé chez le singe.

I.2.3. Le mode de contamination.

Le paludisme est transmis a ’homme par la piqlre de I’anoph¢le femelle,
infectée. La transmission peut également se faire a travers la barriere hémato-
placentaire.

1.2.4. Les facteurs favorisants de la transmission (26).

La transmission du paludisme dépend de plusieurs facteurs dont les plus
importants sont : la température; 1’eau et I’humidité et les facteurs anthropiques

(barrages et irrigations) ;


http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/4/46/Anopheles_gambiae_mosquito_feeding_1354.p_lores.jpg

I.2.5. Le cycle du parasite (26).
Le cycle du parasite comporte trois stades dont deux se déroulent chez I’homme

et un chez le moustique (Figure 3).

Figure 3: Cycle évolutif du Plasmodium falciparum chez I’homme et

I’anophéle.

I.3. Diagnostic.

Le diagnostic du paludisme est aussi bien clinique que para clinique.

1.3.1. Diagnostic clinique (2, 3, 7 et 13).

Les manifestations cliniques du paludisme sont diverses. Elles dépendent aussi
bien du parasite que de 1’hdte. Il existe deux tableaux cliniques:

a. Les acces simples qui comprennent le paludisme de primo invasion et les
acces de reviviscence schizogonique a fievre périodique, communs a
toutes les especes plasmodiales

b. Les formes graves dont [’accés pernicieux (Neuropaludisme ou

paludisme cérébral) dues essentiellement a P.falciparum (Tableau I).



Tableau I : Définition d’un Paludisme a Plasmodium falciparum grave ou

compliqué d’apres ’OMS (2002).

Présence de formes sexuées de Plasmodium falciparum dans le sang (GE et frottis

positif) et d’une ou plusieurs des manifestations suivantes :

01
02

03
04
0S
06
07
08
09
10
11
12
13
14
15

Neuropaludisme. (coma stade I ou plus)

Crises convulsives généralisées répétées (plus de 2/4 heures, plus de 15 mn.
de phase postcritique)

Anémie grave (hémoglobine < 6g / dl. Et hématocrite < 20%)
Insuffisance rénale (diurése <400 ml ou 12 ml / kg /24 h ;
créatininémie > 265 pmol / 1)

(Edeme pulmonaire (ou syndrome de détresse respiratoire)
Hypoglycémie (<2 mmol /1 ou 0,4 g/ 1)

Collapsus circulatoire

Hémorragie diffuse (ou CIVD)

Hémoglobinurie massive

Acidose sanguine (pH artériel < 7,25 ou bicarbonates < 15 mmol / I)
Obnubilation ou prostration (coma stade I)

Parasitémie élevée (> 5% chez un sujet non immun)

Ictére clinique

Hyperthermie (> 41°C) ou hypothermie (< 36°C)




SIGNES GENERAUX DE DANGER CHEZ LES ENFANTS DES MOINS
DE 5 ANS

- Incapacité de boire ou de téter

- Vomissements incoercibles

- Léthargie ou inconscience

- Convulsions ou antécédents de convulsions

- Malnutrition (au Sénégal)

1.3.2. Diagnostic biologique.

Le diagnostic du paludisme est parasitologique (paludisme.). C’est une urgence
qui se définit par la présence de formes asexuées de Plasmodium a 1’examen
microscopique (39). L’objectif fixé par les recommandations de ’OMS est
d’obtenir les résultats dans un délai inférieur a 2 heures (37), (2006).

a. Diagnostic direct :

L’examen microscopique permet de mettre en évidence la présence du
pathogéne responsable du paludisme dans le sang. Il doit étre réalisé avant tout
traitement antipaludique et immédiatement sans attendre un pic thermique (44).

» Diagnostic microscopique classique: frottis sanguin et goutte épaisse

Ils permettent d'établir un diagnostic d'espece en ne nécessitant qu'un
microscope optique et des colorants d'un colt modéré. La qualité¢ du résultat
dépend cependant beaucoup de 1'expérience de la personne réalisant cet examen
(11).

e Le frottis sanguin permet un diagnostic précis d’espéce (19).

e La goutte épaisse (GE) permet de mettre en évidence dans une plus
grande quantité¢ de sang, une parasitémie moindre. Elle a ’avantage de
concentrer 20 fois plus de parasites qu’un frottis mince (19).

Il est recommandé d’associer systématiquement ces deux techniques pour le

diagnostic microscopique du paludisme (11).
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» Autres méthodes de diagnostic direct :

- Le QBC (Quantitative Buffy Coat) (24) est une technique basée sur
l'utilisation de fluorochromes qui rendent fluorescents les acides
nucléiques des parasites.

- L’amplification génétique (PCR): Elle permet d’obtenir un résultat en
quelques heures. Elle permet une différenciation de souches et on la
réserve essentiellement a 1'é¢tude des mutations et des génes impliqués
dans la résistance (11).

b. Diagnostic indirect.

Les techniques de diagnostic indirect ne mettent pas directement en €vidence la
présence du parasite responsable du paludisme. Elles permettent cependant de le
suspecter. Les moyens pour le diagnostic indirecte peuvent étre classées en
plusieurs catégories: sérologie, recherche d'antigenes spécifiques (méthodes
dites des bandelettes).

» Sérologie

Elle n'a pas d'intérét pour un diagnostic d'urgence. La sérologie est surtout
utilisée sur le plan épidémiologique et pour le diagnostic de certaines formes
cliniques tel le paludisme viscéral évolutif, au cours duquel le taux d'anticorps
est tres ¢élevée (11). Les différentes techniques utilisées sont :
I’immunofluorescence indirecte; I’immunoélectrophorese; I’immuno-
enzymologie (ELISA); ’hémagglutination et 1’immuno-diffusion (11).

> Les tests de diagnostic rapides (TDR) (édition).), (12).

Les tests diagnostiques rapides permettent un diagnostic rapide de la maladie
partout surtout dans les zones les plus reculées qui n’ont accés au diagnostic
microscopique. Ils permettent de mettre en évidence d’antigénes spécifiques

(protéines) des Plasmodii spp responsable du paludisme. Ces antigénes sont
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présents dans le sang des personnes infectées, et peuvent persister dans le sang
jusqu’a deux semaines. (17)
La sensibilit¢ et la spécificit¢ de tous les TDR sont telles qu'ils viennent
compléter et renforcer fortement les services de diagnostic. Ils viennent ainsi
donc ¢largir la couverture diagnostique dans le paludisme aP.
falciparum non compliqué. 11 existe plusieurs TDR de sensibilités et de
spécificités différentes (17):
> Les tests qui détectent ’antigéne HRP-2. (PARACHEK"®)
> Les tests qui détectent la LDH : (OptiMAL®-IT).
> Les tests qui détectent aussi bien HRP2 et la LDH (N ow® Malaria)
(édition).).
» lllimugéne malaria : [] test de diagnostic simple et abordable. Ce test a
une sensibilit¢ analytique 80.000 fois supérieure aux méthodes
conventionnelles (1). C’est aussi un test rapide (résultats en moins d’une

heure).

I.4. La lutte antipaludique (2,7, 19)

Elle comprend le traitement curatif et la prophylaxie du paludisme.
1.4.1 Traitement curatif

Plusieurs médicaments sont proposés et peuvent étre utilisés comme moyens

curatifs pour la prise en charge correcte des cas de paludisme. (Tableau III)
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Tableau II : Les principaux antipaludiques utilisés pour le traitement du

paludisme.
Origines Dérivés Molécules Action Sites
d’action
Alcaloides Quinidine, Schizonticides Vacuole
Quinine, Cinchonine, digestive
Antipaludiques Cinchonidine
Naturels Quinghaosu Artémether, Schizonticides | Vacuole
Artémisinine, Artésunate digestive
Amino-4- Chloroquine, | Schizonticides Vacuole
Quinoléines Amodiaquine, digestive
Aryl-Amino- Meéfloquine, Schizonticides Vacuole
Alcools Halofantrine digestive
Antifoliques et | Sulfadoxine, Schizonticides Cytoplasme
Antipaludiques | Antifoliniques | Pyriméthamine
de synthese Naphtoquinones | Atovaquone Schizonticides Mitochondrie
Antibiotiques Cyclines, Schizonticides Ribosome
Macrolides,
Amino-8- Primaquine Gamétocytocides | Mitochondrie
quinoléines Tafénoquines,
Quinocides,
Bulaquines,
Pamaquines,
Plasmocides

1.4.2 La prévention du paludisme.

Elle vise a protéger les individus par rupture de la chaine de transmission.
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a. La Chimioprophylaxie

e Le Traitement Préventif Intermittent (TPI):
Le TPI consiste a I’administration de médicaments antipaludiques a des doses
thérapeutiques, a une population a risque (femmes enceintes, enfants),
indépendamment du fait que la personne soit infectée ou non, dans 1’objectif de
prévenir la morbidité ou la mortalité (37, 39).

e La chimioprévention du paludisme saisonnier :
La CPS, autrefois appelée « traitement préventif intermittent du paludisme chez
les enfants », est définie comme « I’administration intermittente d’un traitement
complet par un médicament antipaludique pendant la saison de haute
transmission du paludisme pour prévenir la maladie». L’objectif de cette
stratégie est de maintenir des concentrations thérapeutiques de médicament
antipaludique dans le sang pendant la période ou le risque de contracter le
paludisme est plus ¢leve. La stratégie de la CPS consiste a administrer un
maximum de quatre cycles de traitement de SP + AQ a intervalles d’un mois a
des enfants agés de 3 a 59 mois dans les régions de forte transmission

saisonni¢re du paludisme (31, 39).

e Chimioprophylaxie des expatriés et des voyageurs (39).
La prophylaxie médicamenteuse est indispensable pour les zones a P.
falciparum. Elle n’est pas efficace a 100%. Elle doit étre prise pendant tout le
s¢jour et apres le retour pendant une durée dépendant de I’antipaludique utilisé.

b. Les candidats vaccins antipaludiques :

Les candidats vaccins sont basés sur les divers antigenes issus des différents
stades du cycle évolutif parasitaire. On peut distinguer :

- Le candidat vaccin anti-stade pré-érythrocytaire (RTS,S/AS01) (41),

- Le candidat vaccin anti-stade sanguin asexué : (vaccin MSP/RESA),

- Le candidat vaccin bloquant la transmission.
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Les antigénes variant de surface exprimés par les parasites adhérents au placenta
sont des candidats prometteurs pour une vaccination spécifique contre le

paludisme de la femme enceinte.

C. La lutte anti-vectorielle (13).

Elle vise a éviter la transmission des parasites a la population par 1’anophele.
Elle s’attaque au vecteur et aux différents stades de son développement. Pour

cela, plusieurs méthodes sont utilisées :

» La lutte anti larvaire : (26).
Elle a pour objectif de réduire les populations d’anopheles a leur source. Elle
comporte plusieurs méthodes qui se classent en trois catégories :
v' L’aménagement de I’environnement par asséchement et drainage
des eaux usées.
v La lutte biologique avec des poissons larvivores comme
gambusies et guppies.
v" La lutte chimique par 1’utilisation de larvicides chimiques.

» Aspersions intra-domiciliaires (AID) d’insecticides a effet rémanent.
L’AID est une méthode de lutte anti vectorielle (LAV) trés sélective qui ne
concerne que les populations de vecteurs endophiles. Le traitement est fait par
aspersion/pulvérisation d’insecticide sur les surfaces intérieures des murs,
plafonds ou toits des habitations et autres structures. L’effet insecticide persiste
pendant une période variable (3 - 6 mois) et le traitement est fait avec un cycle
variable selon la dynamique de la transmission du paludisme (13).

» Moustiquaires imprégnées d’insecticides (deltaméthrine,

perméthrine):
C’est I’outil majeur de prévention du paludisme recommandée par I’OMS. 11 est

nécessaire de ré-imprégner régulierement les moustiquaires pour maintenir leur
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efficacité. Actuellement, on utilise les moustiquaires imprégnées «longue durée»
avec une rémanence de plusieurs années (55).
> Ports de vétements imprégnés de perméthrine (utilisés par les
armees) (55);
» Répulsifs (insecticides ou répellents) : deux produits sont recommandés

en pratique : le DEET et le KBR 3023 (55).

II- RESISTANCES DE PLASMODIUM FALCIPARUM AUX
ANTIPALUDIQUES

I1.1. Définition de la résistance.

L’OMS a défini en 1967 la résistance comme étant la capacité du parasite a
survivre et/ou a se multiplier en dépit de I’administration et de 1’absorption d’un
médicament donné¢ a doses ¢€gales ou supérieures a celles habituellement
recommandées mais dans les limites de la tolérance du malade (51). 11 a été
ajouté a cette définition en 1986 que la forme active du médicament devait
pouvoir atteindre le parasite ou accéder a I'intérieur de I’érythrocyte infecté
pendant la durée nécessaire a son action normale (1986 et 66(1):5-13.).

La résistance de P. falciparum aux antipaludiques constitue un obstacle majeur

dans la lutte contre le paludisme (14, 29).

I1.2. Emergence et propagation de la résistance.

Le développement de la résistance peut s’expliquer par la grande diversité
génetique de P.falciparum due a un taux €levé de mutations dans son génome et
par les masses trés importantes de parasites portées par les individus infectés
(53). Les mutations sont a I’origine de la grande variabilité génétique de P.
falciparum, elles peuvent dans certains cas avantager sa survie en lui permettant
par exemple d’échapper au systetme immunitaire de son hote, de supporter la

présence de molécules toxiques dans son environnement ou de se multiplier plus
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rapidement que d’autres clones (53). Les parasites mutants qui survivent en
présence d’un antipaludique deviennent ainsi résistants et transmettent par la
suite la mutation aux autres générations du parasite, générant ainsi une
population capable de résister a une molécule (46, 53).

a. Les facteurs influencant le développement de la résistance

L’exposition des parasites a des concentrations de médicaments inférieures au
seuil thérapeutique favorise davantage la sélection des parasites mutants
résistants aux médicaments (49). Aussi, la propagation des nouvelles résistances
¢mergeantes dépend de la recrudescence et de la transmission subséquente d’une
infection ayant généré un nouveau parasite résistant (53). La production de
gamétocytes a partir de D’infection recrudescente devrait €tre prévenue par
I’administration précoce du traitement appropri€. Il existe un intervalle de temps
durant lequel le niveau du médicament avantage la survie du parasite résistant
par rapport au parasite sensible (46). La propagation subséquente des parasites
mutants est facilitée par I’administration des médicaments a longue durée
d’action. L’activité antipaludique résiduelle présente apres traitement sert de «
filtre sélectif », prévenant seulement 1’infection des parasites sensibles (53).

Le niveau de transmission du paludisme dans une zone influence également la
propagation de la résistance du parasite aux antipaludiques (20).

b. Les autres facteurs favorisant I’émergence de résistances (47):

Il s’agit entre autre de :

* Une mauvaise utilisation des antipaludiques par les individus infectés
conduisant a des traitements incomplets,

 Une indisponibilité des médicaments efficaces ou le déploiement inadéquat des
médicaments sous forme de monothérapies.

» La consommation de contrefacons sous dosées qui est un facteur permettant a
des parasites viables de survivre a des concentrations sub-optimales

d’antipaludiques et d’étre sélectionnés pour leur aptitude a résister.
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I1.3. Surveillance de Pefficacité et de la résistance des antipaludiques.
L’OMS a fait des efforts considérables pour standardiser les méthodes
d’évaluation d’efficacit¢ de médicaments antipaludiques pendant les 40
derniéres années, mais les recommandations les concernant ont changé plusieurs
fois, en fonction de ’avis des experts de chaque époque et de I’avancée des
connaissances. La méthode de référence de diagnostic et de surveillance des
résistances est donc le test in vivo de ’OMS développé en 1965 et révisé en
1967, en 1972, en 1996 et enfin en 2007 (52). La confirmation de la résistance
exige la preuve:

* Que les parasites sont recrudescents chez un patient qui a récemment recu le
traitement a dose adaptée et

* Que la concentration sanguine efficace du médicament ou de ses métabolites
actifs a été maintenue pour au moins quatre cycles parasitaires (52).

Plusieurs méthodes de surveillance de la résistance aux antipaludiques sont
utilisées :

a. Les tests d’efficacité thérapeutiques.

Ce sont des méthodes de référence standardisées par ’OMS (54), ces tests
permettent d’évaluer [D’efficacité clinique des schémas thérapeutiques
recommandés pour traiter les acces palustres non compliqués. L’efficacité du
principe actif est déduite a partir de la disparition de la parasitémie et de
I’amélioration du tableau clinique du patient (54). Le suivi biologique et
parasitologique, pendant 28 ou 42 jours, des patients traités permet de distinguer
quatre types de réponse au traitement : 1’échec thérapeutique précoce (ETP) (4),
I’échec parasitologique tardif (EPT) (47), I’échec clinique tardif (ECT) (48), et
une réponse clinique et parasitologique adéquate (RCPA) (30), qui caractérise
un parasite sensible. Ces études cliniques sont généralement coordonnées avec
des tests in vitro et moléculaires (54).

b. Les tests ex vivo et in vitro.
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Ils consistent a mettre en culture, soit directement (test ex vivo), soit apres
adaptation en culture continue (fest in vitro), un isolat sauvage de P. falciparum
en présence d’une concentration croissante d’antipaludique (6). La mesure de la
croissance des parasites (microscopique, isotopique, ELISA ou fluorimétrique)
en fonction de la concentration en antipaludique permet de définir son niveau de
sensibilité (6). Le résultat est évalué a partir de la concentration inhibitrice 50%
(IC50), valeur correspondante a la concentration d’antipaludique permettant
d’inhiber la croissance de 50% des parasites (par rapport au témoin sans
drogue). Méme si cette technique nécessite une logistique et un plateau
technique de qualite, elle permet de tester plusieurs antipaludiques en parallele
et de se départir des facteurs liés a I’hote (immunité, variation individuelle de la
concentration se€rique en antipaludique) (6).
C. Les marqueurs moléculaires de résistance.
Il s’agit d’un ensemble de marqueurs impliqués dans les mécanismes
moléculaires de résistance. Ces marqueurs sont sensibles et spécifiques pour
prédire le niveau de résistance d’un parasite aux antipaludiques, ils ont une place
de choix dans la surveillance de 1’activité de tel ou tel antipaludique. Il existe
des marqueurs qui sont associés a un défaut d’accumulation des pharmacophores
(partie d'une structure moléculaire qui est responsable d'une interaction
biologique ou pharmacologique particulier qu'il subit) au niveau de la cible
parasitaire, d’autres a une modification de la cible parasitaire. Les marqueurs
moléculaires de résistance peuvent étre étudiés sur une large échelle (a partir
d’échantillons sanguins prélevés au bout du doigt et déposés sur papier filtre) et
sont potentiellement automatisables. Il n’en existe que pour un nombre restreint
d’antipaludiques. Les principaux marqueurs moléculaires utilisés dans Ila
surveillance de 1’efficacité de la combinaison SP+AQ sont:

o P.falciparum chloroquine transporter (Pfcrt).
Ce gene situé sur le chromosome 7 code pour un transporteur membranaire de la

vacuole digestive. La mutation sur le codon 76 (K—T), associée a sept autres
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points de mutation (43, 50), permet au parasite de limiter ’accumulation de
chloroquine dans sa vacuole digestive, ou elle exerce son action inhibitrice (40).
Pfcrt est également impliqué dans la baisse de sensibilit¢ du parasite a
I’Amodiaquine et a la quinine (10, 48). Dans les zones ou les allcles de
résistance ne sont pas fixés, on observe une augmentation de la fréquence de
I’allele sauvage apres abandon de la chloroquine (23, 28). L’analyse de ce locus
renseigne sur la pression médicamenteuse exercée au sein des populations.
o P.falciparum multi-drug resistance (Pfmdr).
Situé¢ sur le chromosome 5, ce gene code pour un transporteur de type ABC
(ATP binding cassette). La protéine Pfmdr-1 est impliquée dans la modulation
de la sensibilit¢ & de multiples antipaludiques et, plus particulicrement, dans
I’efflux des antipaludiques hydrophobes (15). Les mécanismes de résistance sont
liés: soit a des phénomenes de duplication, entrainant une augmentation de
I’expression de la protéine (29) et la résistance aux aryl-amino-alcool (comme
la Méfloquine ou la Luméfantrine) et une baisse de sensibilité aux dérivés de
I’Artémisinine (mais sans lien statistiquement établi avec D’efficacité clinique
des ACT (38); soit a I’apparition de mutations au niveau des codons 86 (N—Y),
184 (Y—F), 1034 (S—C), 1042 (N—-D) et 1246 (D—Y), entrainant une
altération de sensibilité des parasites a certains antipaludiques comme les amino-
4-quinoléines (15). Il existe un effet antagoniste entre la sensibilité a la
chloroquine et a la Méfloquine: la mutation 86Y diminue la sensibilité des
parasites a la chloroquine, mais augmente celle de la Méfloquine. De méme,
I’augmentation du nombre de copies du gene (86N) augmente la résistance a la
Méfloquine et a I’inverse accroit la sensibilité a la chloroquine.
e P.falciparum dihydrofolate reductase (Pfdhfr).

Ce gene, situé sur chromosome 4, code pour une enzyme intervenant dans la
voie de synthése des folates (20). Elle est la cible des médicaments anti-folates
(Pyriméthamine, par exemple) qui, en inhibant son activit¢ enzymatique,

entrainent le blocage de la synthese des pyrimidines et la réplication de I’ADN
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parasitaire (42). L’accumulation de plusieurs mutations spécifiques au sein de
cette protéine (codons S0N—R, 51C—I, 108S—N et 164I—-L) entraine la
résistance clinique des parasites a I’action des anti-folates.

o P.falciparum dihydropteroate synthétase (Pfdhps).
La dihydroptéroate synthétase est une autre enzyme intervenant dans la synthése
des folates (le géne correspondant est situé sur le chromosome 8). Elle est
inhibée par les sulfamides. Les mutations se situant au niveau des codons 436
(S—A/F), 437 (K—QG), 540 (K—E), 581 (A—G), 613 (A—S/T) conferent une
résistance a la Sulfadoxine (20).
L’analyse groupée des mutations au niveau des genes Pfdhfr et Pfdhps permet
de prévoir DI’efficacité¢ clinique de I’association Sulfadoxine Pyriméthamine,
largement utilisée en Afrique chez la femme enceinte en traitement préventif
(TPI : traitement préventif intermittent) ou en association avec 1’Artésunate en

traitement curatif (18), (Tableau III).
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Tableau III : Les marqueurs de résistance associés aux différents

antipaludiques.
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DEUXIEME PARTIE :
TRAVAIL PERSONNEL



I. METHODOLOGIE

I.1. Cadre de I’étude

Notre étude s’est déroulée dans la zone sud du Sénégal dans les régions de
Tambacounda, Kolda et Kédougou. Elle a eu lieu dans les districts de Maka
Colibantang, Vélingara et Saraya en novembre et décembre 2013 (avant
administration de la CPS) et dans le district de Saraya en janvier 2014 (apres la
campagne d’administration de la CPS).

Le district de Vélingara est situ¢ au sud-est du Sénégal. 1l est limité au nord par
la Gambie, au sud par la Guinée Conakry et la Guinée Bissau, a I’ouest par le
département de Kolda et a 1’est par celui de Tambacounda. Sa superficie est de
5435km’. Le climat y est de type soudano-guinéen, avec une pluviométrie de
1000 & 2000 mm° par an. Le district de Vélingara est arrosé par deux affluents
du fleuve Gambie : I’Anambé et le Koulountou. On note aussi la présence de
deux barrages de retenue d’eau : Niandouba et Anambé. La présence de ce
réseau hydrographique dense et d’une pluviométrie importante favorisent le
développement d’une végétation dense favorable aux développements
d’anopheles (surtout Anopheles gambiae) responsables de la transmission du
paludisme.

Le district de Maka Colibantang est un district rural, inaccessible par endroits en
hivernage avec des routes impraticables et une précarité socio-économique. Il
est limité au nord par les districts de Tambacounda et Koumpentoum, et a 1’est
par le district de Tambacounda; et a I’ouest et au sud par la Gambie (Figure 4).
Le climat est de type soudano-guinéen avec une pluviométrie supérieure a

1000mm” par an.
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Figure 4: Différents districts sanitaires de la région de Tambacounda.

Le district de Saraya est situ¢ au sud-est du Sénégal dans la région de
Kédougou. Il est limité a I’est par le Mali, a "ouest par le département de
Kédougou, au nord par le département de Goudiry et au sud par la Guinée
Conakry (Figure 5). Le climat y est de type soudano-sah¢lien avec deux saisons:
une saison s€che de décembre a mai et une saison des pluies de juin a novembre.
La saison de transmission du paludisme est donc longue avec un taux
d’inoculation entomologique (TIE) d’environ 100 piqlres infectantes par
homme et par an. Le paludisme y est endémique avec une recrudescence

saisonniére.
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Figure 5: Présentation et situation du district sanitaire de Saraya

I.2. Type d’étude.

Il s’agit d’une €étude transversale comparative avant-apres qui a €té faite a partir
des enquétes ménages ou des prélévements sanguins ont été réalisés afin de
mesurer la prévalence palustre et de déterminer la prévalence des marqueurs
moléculaires de résistance de P.falciparum a la SP et AQ dans les districts de

Maka Colibantang, Saraya et Vélingara en 2013 et 2014.

I.3. Déroulement de I’étude.

1.3.1. Echantillonnage.

Nous avons effectué des enquétes transversales avant et apres la campagne
d’administration de la CPS. Un échantillon d’adultes a été ajouté pour vérifier si

les parasites résistants chez les enfants circulent aussi chez les sujets adultes.
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Le calcul de la taille d’échantillon était basé sur une prévalence de parasitémie
d’environ 5-10% au sud du Sénégal et des marqueurs de la résistance avec un
intervalle de confiance de + ou - 10%.

Le logiciel Epi Info nous avait donné une taille de 1’échantillon de 500 et avec

un effet de grappe de 2, a 1000 sujets a recruter avant et apres la campagne CPS.

1.3.2 Description de I’étude
Les enquétes ménage se sont déroulées dans des villages situés au sud du pays
(régions de Kédougou, Kolda et Tambacounda : zones ¢éligibles pour la mise en
ccuvre de la CPS). Les villages avaient été choisis sur la base d’une probabilité
proportionnelle de la taille estimée. Au sein de chaque village sélectionné, les
ménages a visiter avaient été choisis par un échantillonnage bas¢ sur une carte
du village. Dans chaque ménage, tous les enfants agés de 3 a 120 mois, et toutes
les personnes de 15 a 45 ans, résidant dans le ménage, ont €té invités a
participer. Pour chaque personne consentante (dans le cas des enfants dont le
parent / tuteur y consent), un court questionnaire avait ¢ét¢ administré afin
d'enregistrer les identifiants personnels et I'dge, la date de naissance, sexe, date
de l'interview, ’emplacement de la résidence, et autres détails. Un prélévement
sanguin ¢était aussi effectué a la pulpe du doigt pour déterminer le taux
d’hémoglobine et la confection d’une goutte €paisse et d’un papier filtre n°3
Whatmann A3. Tous les prélévements confectionnés au cours de ces enquétes de
ménages avaient €té ensuite acheminés au laboratoire de parasitologie et
mycologie de 'UCAD pour les besoins d’analyses biologiques.
1.3.3. Travail au laboratoire.
1.3.3.1. La microscopie
a. Confection des lames de GE et Frottis sanguin.

» Goutte Epaisse
Une goutte de sang prélevée au niveau capillaire, d’environ 2ul, a été¢ déposée

au milieu d’une lame porte objet. A I’aide du coin d’une seconde lame, nous
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avons exécuté un mouvement en spiral afin de favoriser la défibrination et
d’obtenir un étalement homogeéne de Smm de diameétre. Nous avons ensuite
laissé sécher a température ambiante.

> Frottis sanguin.
Une goutte de sang a été posée sur une premiere lame. Une seconde lame a été
posée a environ 45° sur la premiére lame au niveau de la goutte de sang. Nous
avons laissé le sang fuser le long du bord de la lame puis d’un geste rapide, nous

I’avons étalé vers I’extrémité de la premiere lame.

b. Coloration et lecture de lames.

Les lames de frottis sanguin et goutte €paisse confectionnées, ont été stockés a
température ambiante le temps des enquétes ménages. Elles ont ensuite éte
lavées dans de I'eau Pierval, pH 7,2, avant d’étre colorées avec une solution de
Giemsa a 10% pendant 20 minutes. Apres la coloration, nous avons effectué une
lecture de la GE pour déterminer la densité parasitaire (DP) et du frottis pour en
déterminer 1’espéce. La microscopie a été utilisée pour détecter la présence ou
'absence de parasites asexués et sexués. La DP a été calculée selon la formule
suivante : DP = (Nombre de parasites x 8000) /200. Un controle de qualité a été
réalisée grace a une double lecture de toutes les lames de GE/ frottis collectées.
Une lame est déclarée négative en 1’absence d’hématozoaires apres la lecture de
200 champs. En cas de discordance des deux premieres lectures, une troisieme
est effectuée par un technicien de laboratoire plus expérimenté, et le résultat des
deux lectures allant dans le méme sens était retenu et la moyenne des deux DP
faite si toutefois elles sont positives. Les papiers filtres des lames positives ont
¢té sélectionnés pour la PCR.

2. Génotypage moléculaire

a. Extraction de ’ADN

Les papiers filtres dont les GE étaient positives avaient été choisis pour

I’extraction de I'ADN. Nous avons utilis¢ la méthode Chelex-100 telle que
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décrite par Wooden et al (56) pour cette extraction. Nous avons coupé nos
papiers filtres en de petits confettis que nous avons mis dans des tubes
Eppendorfs. Ensuite un mélange de 1X PBS avec 0,5 % de saponine a été
préparé, puis mis dans les tubes Eppendorfs contenant les confettis. Nous les
avons ensuite agités dans une centrifugeuse pendant 10mn (150 rpm) et laissés
incuber over night a température ambiante. Le lendemain nous avons ¢liminé le
surnageant et lavé deux fois avec du tampon PBS. Aprés les deux lavages, 150
ul d’eau distillée (Q H20) et 75 ul de 20% du mélange Chelex (5g Chelex dans
25 ml d’eau distillée) ont été ajoutés dans les différents tubes. Les tubes scellés
ont ¢ét¢ portés ensuite a ¢bullition a 100°C pendant 8mn (2 x 4) et laissés
refroidir pendant 10 mn a température ambiante. Le surnageant de chaque tube
Eppendorf a été transposé dans un tube PCR en laissant soigneusement le
Chelex dans le tube Eppendorf.
b. Le Génotypage
Le produit d’extraction obtenu a €té¢ ensuite utilisé pour la recherche de
mutations sur les génes Pfdhps, Pfdhfr pour la SP, les genes Pfindr et Pfcrt pour
I’AQ.

i. LaPCR
A partir de I’ADN extrait, une double PCR a été réalisée avec un thermocycleur

Primus 96 V1 19 R Biotech (Figure 6).
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Figure 6 : Thermocycleur pour ’amplification de I’ADN.
+ PCR du géne Pfcrt 76.
Une PCR nichée comme décrit par Djimde et al., a été faite pour I’amplification
de 'ADN Pfert.
Le mélange de la premiere amplification Pfcrt égal a 25ul était composé :
e des amorces P1 /P2 (1ul/ amorce),
e 1.0X TEMPase Hot Startl
e Master Mix (3,0 mM MgCI2, 0,4 mM 2'- deoxynucleoside5' -
triphosphate [dNTP], et 0,2 unités/ul TEMPase Hot Start DNA
Polymérase, Ampligon III ; VWR-Bie, Berntsen , Denmark)
e ct2 ulde’ADN extrait.
Ce produit de ce premier mélange réactionnel avait ét¢ amplifi¢ selon le

programme dans le tableau IV ci dessous.
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Tableau IV : Programme de la premiére amplification du géne Pfcrt.

Température Temps
1 Dénaturation initiale 94°C 15 minutes
2 Dénaturation 94°C 30 secondes
3 Hybridation 56°C 30 secondes
4 Extension 72°C 1 minute
5 Retourner a 1’étape 2, 45 fois
6 Extension finale 72°C 10 minutes
7 Fin du programme 4°C Infini

Le mélange pour la deuxieme amplification de la PCR nichée Pfcrt a été
identique au mélange de la premicre, et 1'ensemble d'amorces D1 / D2 a été
utilisée. Ce mélange avait ensuite été amplifié selon le programme dans le

tableau V.

Tableau V : Programme de la deuxieme amplification du gene Pfcrt.

Température Temps
1 Dénaturation initiale 94°C 15 minutes
2 Dénaturation 92°C 30 secondes
3 Hybridation 48°C 45 secondes
4 Extension 72°C 30 secondes
5 Retourner a I’étape 2, 30 fois
6 Extension finale 72°C 10 minutes
7 Fin du programme 4°C Infini
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+ PCR du géne Pfmdr 86.
Une PCR nichée pour Pfindrl a été faite pour I'amplification de ' ADN.
Pour la premiére amplification, un mélange de 20ul était nécessaire pour la
PCR. 1l était constitué de :
e 4,0ul (0,2uM/amorce) des amorces MDR2/1 New revl:,
e 10,0ul TEMPase/AH
e 5,0ul Master Mix (3,0 mM MgCl2, 0,4 mM 2'- deoxynucleoside5' -
triphosphate [dNTP], et 0,2 unités / plTEMPase Hot Start ADN
polymérase, Ampligon III ; VWR-Bie, Berntsen, Danemark)
e lulde I’extrait d'ADN.
Le mélange ainsi composé¢ avait €t¢ amplifi¢ selon le programme dans le tableau
ci dessous :

Tableau VI : Programme de la premiére amplification du géne Pfmdr 86.

Température Temps
1 Dénaturation initiale 95°C 3 minutes
2 Dénaturation 92°C 30 secondes
3 Hybridation 48°C 45 secondes
4 Extension 65°C 1 minute
5 Retourner a I’étape 2, 44 fois
6 Extension finale 65°C 5 minutes
7 Fin du programme 4°C Infini

Le mélange réactionnel de la PCR nichée pfmdr] était identique au mélange de
la premiere PCR. Seuls, I'amorce et le produit de la premicre amplification
utilisée étaient différents du premier mélange réactionnel. Ce deuxieme mélange

réactionnel avait amplifié¢ selon le programme suivant (Tableau VII):
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Tableau VII: Programme de la deuxiéme amplification du géne Pfmdr 86.

Température Temps
1 Dénaturation initiale 95°C 3 minutes
2 Dénaturation 92°C 30 secondes
3 Hybridation 48°C 45 secondes
4 Extension 65°C 1 minute
5 Retourner a I’étape 2, 25 fois
6 Extension finale 65°C 5 minutes
7 Fin du programme 4°C Infini

+ PCR des géne Pfdhfr et Pfdhps.

Nous avons ¢étudié les codons 511, S9R, 108S et 164L pour le gene Pfdhfr; et les
codons 437G et 540E pour le gene Pfdhps.
Pour la premiere amplification il faut un mélange réactionnel de 20 pl constitué
de :

e 4uld’eau

e 5Sul d’amorces (M1/M7 pour Pfdhfr ou N1/N2 pour Pfdhps)

e 10ul de TEMPase mastermix

e 1ul du produit d’extraction d’ADN
Pour la deuxieme amplification, notre melange réactionnel de 25ul était
constitué de :

e 525uld’eau

e 6,25ul d’amorces (M3b/M9 pour Pfdhfr ou R2/R pour Pfdhps)

e 12,5ul de TEMPase mastermix

e 1ul du produit de la premiere amplification
La migration de notre produit d’amplification nous avait permis d’avoir des

fragments d’ADN de taille différente en fonction du codon recherché (Figure 7).
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La révélation des produits des différentes PCR s’était faite en utilisant des cuves

de migration et générateurs.

Figure 7 : Générateur et cuve de migration.

Apres la PCR nous avons utilis¢ deux techniques pour la détection des
mutations. Pour les genes Pfcrt et Pfindr nous avons utilisé la digestion
enzymatique RFLP, tandis que pour la recherche de mutations associées a la SP
nous avons utilisé la SSOP ELISA.

i. Digestion enzymatique de Pfcrt et Pfmmdr (Enzymes de
restriction RFLPs génératrices)

Les enzymes de restriction ont été utilisés pour la détermination des SNP. Les

endonucléases Apol et Afl III ont ét€ obtenus respectivement auprés de New

34



England BioLabs ™, et Stratagene ™. L.’incubation des échantillons d'ADN de
P. falciparum avec les enzymes de restriction s’est faite suivant les instructions
du fabricant.

= Digestion de ’ADN du géne Pfcrt

Apres l'amplification des fragments concernés, I’enzyme Apol a été utilisée pour
la détermination Pfcrt SNP. L’ ADN pour Pfcrt a été incubé avec I’enzyme Apol
pendant une nuit & 53°C. Le produit du mélange a ét¢ migré sur gel d'agarose
2% avec du Bromure d'Ethidium et visualis¢é sous UV (ultraviolets). Les
¢chantillons sont classés comme des haplotypes de type sauvage quand la
longueur de fragment d'ADN trouvé était de 96pb et 46pb tandis que le type
mutant a été trouvé a 261bp. L'échantillon a été classé comme mixte, si la
longueur des fragments pour les types sauvages et mutants était trouvée.

= | Digestion de I’ADN |du géne Pfmdr

Pour pfmdrl analyse du polymorphisme, 1’enzyme AflIIl a été utilisé pour
Pfmdr1-86. Les haplotypes de type mutant 86Y ont été trouves a 346 et 175pb
tandis que les types sauvages 86N ont été trouves a 521bp.

ii. La SSOP ELISA pour les Pfdhfr et Pfdhps

C’est la technique que nous avons utilisée pour 1’é¢tude des mutations que nous
avons recherchées sur les genes Pfdhps et Pfdhfr.

Les plaques ELISA (Maxisorp; Nunc, Roskilde, Danemark) ont été revétues de
Streptavidine dans du tampon phosphate salin (PBS) (1 g/ml), puis recouvertes
et incubées over night a 4 °© C. Avant leur utilisation, les plaques ont été lavées
trois fois dans du tampon de lavage (1X PBS contenant 0,05% de Tween
20). Les produits de PCR, dénaturés a 95°C pendant cinq minutes, puis refroidis
immédiatement a 4°C jusqu'a utilisation, ont été dilués dans l'eau dans une
plaque a 96 puits. Les SSOP, dont I’extrémité 3' a ét€¢ conjuguee avec de la
digoxigénine (MWG Biotech, Riskov, Danemark), ont été dilués a une

concentration 4 nM dans du chlorure de tétraméthylammonium (TMAC)
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solution 3M (TMAC, 50 mM de Tris, pH 8,0, 0,1% de dodécylsulfate de
sodium, 2 mM d'EDTA, pH 8,0), chauffée a 53°C, 100 ul ont été ensuite ajoutés
dans chaque puits de la plaque ELISA. Ensuite, nous avons ajouté 2ul des
produits PCR dilués. Une fois répliquées, les plaques ELISA ont été prises pour
permettre le sondage simultané¢ avec les SSOP spécifiques aux différents
génotypes de Pfdhps et Pfdhfr. Les plaques ont été incubées dans une étuve
d'hybridation équipée d’un un dispositif d'agitation pendant une heure a une
température spécifique a chaque codon, puis lavées trois fois dans du tampon de
lavage. Cela a été suivi par deux tours de lavage et d'incubation avec une
solution TMAC a une température fonction du codon étudi€. Pour enlever le
TMAUC, les plaques ont ensuite été lavées trois fois dans du tampon de lavage, et
de la peroxydase conjuguée a un anticorps anti-digoxigénine dans le tampon de
dilution a été ajoutée a chaque puits. Apres incubation pendant une heure a
température ambiante, les plaques ont ¢€té¢ lavées encore trois fois dans du
tampon de lavage. Nous avons ensuite ajouté¢ 100ul de substrat TMB dans
chaque puits et laissé incuber a température ambiante dans une chambre
noire. La réaction a ¢ét¢ arrétée au bout de cinq minutes, en ajoutant 0,5 M de
H ; SO 4 (Acide sulfurique). Nous avons ensuite mesuré la densité optique (DO)

de chaque puits grace a un lecteur ELISA. (Figure 8).
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Figure 8: Protocole de réalisation de la SSOP ELISA avec les différents

codons et témoins nécessaires
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1.4. Analyse des données

Les données obtenues au cours de notre étude ont été analysées par Excel et le
logiciel Epi info 7. Les variables quantitatives ont été¢ décrites en termes de
moyenne et écart-type. Des comparaisons intergroupes ont été effectuées en
utilisant le test Anova ou Mann-Withney en fonction des conditions
d’application. Les variables qualitatives ont été décrites en termes d’effectif et

de pourcentage. Les tableaux de contingence ont été analysés en utilisant le

Khi2 de Pearson.

L5.Considérations éthiques

Le protocole de notre avait ét¢ soumis et approuvé par le Comité National
d’¢thique de Recherche en Sant¢ (CNERS). La confidentialit¢ des données
recueillies dans les questionnaires avait été bien énoncée dans notre protocole.
Un consentement éclairé écrit avait été recueilli aupres de chaque individu ayant
decide de participer a notre €tude. Les éventuels risques qui auraient pu survenir
lors de 1’étude avaient aussi été notifiés aux différents participants a notre étude.
Une approbation des leaders communautaires a également été obtenue et toutes
les informations avaient été fournies aux populations avant 1’administration des

questionnaires et la réalisation des prélévements.
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II.LRESULTATS

Dans le cadre de notre étude nous avons sélectionné 200 papiers filtres : 100
issus des enquétes de ménages de 2013, c’est a dire avant le début de la mise en
ceuvre de la CPS et 100 autres ont été collectés en 2014 (année suivant le début
de la mise en ceuvre de la CPS).

I1.1. Caractéristiques de la population d’étude

Les enquétes ménages effectués avant la campagne CPS de 2013, avaient permis
de recruter 1016 et 1088 individus tous des enfants (3 a 120 mois)
respectivement a Saraya et Maka Colibantang-Vélingara en 2013. Les enquétes
a Saraya en 2014 un an apres la CPS, avaient permis de recruter 873 personnes
composées de 524 enfants agés de 3 a 120 mois et de 349 adultes dont 1’age était

supérieur a 15 ans (Figure 9).
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Figure 9: Distribution de la population d’étude lors de enquétes ménages de
2013 et 2014.

11.2. Prévalence palustre

Les différentes enquétes ménages effectués avaient permis de retrouver des
prévalences palustres respectivement de 14,9% et 11,6% pour Saraya et Maka
Colibantang- Vélingara avant administration de la CPS en 2013. La prévalence

palustre ¢€tait de 11,9% un an aprés administration a Saraya en 2014 (Figure 10).
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Figure 10: Prévalence palustre des différentes enquétes ménages de 2013 et
2014.

Pour la recherche des marqueurs moléculaires de résistance du Plasmodium
falciparum nous avons choisi au hasard 100 papiers filtres dont les gouttes
¢épaisses €taient positives en 2013. Cents autres papiers filtres avaient été choisis
aussi en 2014 parmi les gouttes épaisses positives.

11.3 Prévalence des mutations associées a la résistance a I'AQ et a la CQ

I1.3.1- Prévalence de la mutation 86Y du géne Pfindrl associée a la
résistance aI’AQ

Les prévalences de la mutation Pfmdr86Y associée 4 la résistance & I’AQ étaient
respectivement de 15,62% (15/96) et 11,11% (10/90), avant et apres le début de
I’administration de la CPS (Tableau VIII).
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Tableau VIII : Prévalence de la mutation Pfmdr86Y en 2013 et 2014

Période Nbre d’échantillons Nbre d’échantillons  Pourcentage
utilisés positifs a Pfindr86Y (%)

Avant CPS 96 15 15,62

Apreés un an 90 10 11,11

de CPS

I1.3.2- Prévalence des mutations 76T du gene Pfcrt associée a la résistance a

la CQ.

Les mutations associées a la résistance de P.falciparum a la CQ (Pfcrt 76)

avaient ¢été retrouvés aussi bien en 2013 qu’en 2014. Les prévalences des

souches sauvages CVMNK ¢taient respectivement de 77% et 73% en 2013

et

en 2014. Par contre celles des souches mutantes étaient 23% et 27%

respectivement avant et apres la CPS (Figure 11).
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Figure 11: Prévalence des haplotypes de Pfcrt en 2013 et 2014.
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I1.4. Prévalence des marqueurs moléculaires associés a la résistance de

P.falciparum a la SP.

I1.4.1. Prévalence des simples mutations de résistance a la SP

» Prévalence des simples mutations situées sur le gene Pfdhfr.

Les prévalences des simples mutations situées au niveau des codons 511, 59R et
108S du gene Pfdhfr étaient €élevées au cours de notre étude. Elles étaient sans
différence significative pour le codon 511 (64,4% et 67,7% ; p=0,63) et pour le
codon 59R (65,5% et 68,8% ; p=0.63) entre les deux années. D’autre part une
différence significative avait été noté pour le codon 108S entre ces deux années
(87,7% vs 76,6% avec p=0,05). Par ailleurs la mutation 164L associé¢e a la
résistance clinique de P.falciparum a la Pyriméthamine n’avait pas €té retrouvee

au cours de notre étude (Tableau 1X).

Tableau IX: Prévalence des simples mutations du gene Pfdhfr en 2013 et
2014.

Mutation Avant CPS Apres un an p-value
de CPS
511 64,4% 67,7% 0.63
(58/90) (61/90)
Pfdhfr 59R 65,5% 68,8% 0.63
(59/90) (62/90)
108S 87, 7% 76,6% 0.05
(79/90) (69/90)
164L 0% (0/90) 0% (0/90) -
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» Prévalence des simples mutations située sur le géne Pfdhps.

Une prévalence ¢levée de la simple mutation Pfdhps 347G a été retrouvée. Par
ailleurs nous avons noté une différence significative entre les prévalences de
mutation au niveau du codon 437G du gene Pfdhps entre 2013 (71,1%) et 2014
(54,4%) (p=0,02). La mutation 540E était tres faible en 2013 (2.2%) et absente
en 2014 (Tableau X).

Tableau X: Prévalence des simples mutations du géne Pfdhps en 2013 et
2014.

Mutation Avant CPS Aprés un an p-value
de CPS
437G 71.1%(64/90) 54.4% 0.02
Pfdhps (49/90)
540F 2,2% (2/90)  0,0% (0/90)

I1.4.2. Combinaison des mutations associées a la résistance de P. falciparum
ala SP.
» Prévalence de la double mutation 437G/540E du géne Pfdhps

La double mutation n’avait été retrouvé qu’en 2013 avec une fréquence de 3,1%

(2/64). Par contre elle était absente en 2014.

» Prévalence de la triple mutation 511, 59R et 108S du géne Pfdhfr

Les prévalences de la triple mutation 511, S9R et 108S étaient similaires pour les
années 2013 et 2014 avec respectivement 58,2% contre 67% (p=0,24) (Figure
12).
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Figure 12: Prévalence de la triple mutation associée au géne Pfdhps

marqueur de la résistance a la Pyriméthamine en 2013 et 2014

» Prévalence des multiples mutations a la SP

Pendant notre étude, les prévalences de la quadruple mutation (511, S9R, 108S et
437@G) ¢taient similaires en 2013 et 2104 avec respectivement des fréquences de
48,6% et 43% (p=0,52). La quintuple mutation (511, 59R, 108S, 437G et 540E)

n’avait pas retrouvée qu’en 2013 avec une fréquence de 1,3% (Tableau X).

Tableau X: Prévalence des mutations multiples associées a l1a SP en 2013 et

2014.

Mutation Avant CPS  Aprés un an p-value
de CPS
Quadruple 517 59R, 1088, 48,6% 43,0% (34 0.52
mutation 437G (38/79) /79)

Quintuple 511, 59R, 1088, 1,3% (1/79) 0,0% (0/79) -
mutation 437G, 540FE
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DISCUSSION



Au Sénégal depuis 2003, le traitement préventif intermittent (TPI) a été adopté
comme stratégie de chimioprévention du paludisme chez la femme enceinte.
Devant le succes de cette stratégie, plusieurs études pilotes ont été menées un
peu partout en Afrique dont le Sénégal sur le Traitement Préventif Intermittent
du paludisme chez I’enfant (TPle). Aujourd’hui cette nouvelle stratégie de
prévention du paludisme chez les enfants est appelée CSP utilisant la SP+AQ.
Elle a ét¢ recommandée par ’OMS depuis 2012 dans les zones de transmission
saisonnicre du paludisme et chez les enfants de 3 4 59 mois. Le Sénégal a
commencé sa mise ceuvre en 2013 en phase pilote dans quatre districts situés au
sud du pays, chez les enfants de 3 a 120 mois. Cependant, I’efficacit¢ de cette
stratégie est menacée par la propagation de la résistance du P.falciparum a la SP
et AQ bien établie en Afrique de I’Est et qui continue a se propager en Afrique
de I’Ouest.

Des ¢études moléculaires ont montré que ’AQ et la CQ ont le méme mode
d’action sur les souches plasmodiales et que des souches résistantes a la CQ
devenaient résistantes a 1’AQ vis-versa. Fort de ces constats et du fait de
I’existence de marqueurs moléculaires validés et tres fiables pour le suivi de la
résistance a la CQ (Pfcrt), 4 I’AQ (Pfmmdr) d’une part et la SP (Pfdhfr et Pfdhps)
d‘une part ; que nous avons mené cette étude dans le cadre notre master dont
I’objectif était de déterminer I’impact de la CSP sur la prévalence de marqueurs
moléculaire associées 4 la résistance de P. falciparum a la SP et a I’AQ.

Nous avions choisi au hasard 100 échantillons provenant des enquétes ménages
d’avant administration et 100 autres des enquétes apres CPS. Toutefois lors des
différentes amplifications nous n’avions pas eu de I’ADN pour certains
¢chantillons expliquant ainsi la baisse des certains effectifs dans nos résultats.
Les résultats de notre étude ont montré que les marqueurs moléculaires de
résistance a la SP et AQ étaient présents aussi bien avant la mise en ceuvre de la
CPS, qu’un an apres. La présence de ces marqueurs moléculaires de résistance

surtout avant la CPS, pourrait étre expliquée par le fait que la SP est utilisée
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pour le traitement préventif intermittent du paludisme chez la femme enceinte,
mais aussi par le fait que I’AQ est aussi utilisé en association avec 1’ Artésunate
dans le traitement en premicre ligne des cas de paludisme simple. L’absence de
modifications considérables des prévalences, retrouvée dans notre étude,
pourrait s’expliquer par la courte durée attendue pour I’évaluation d’impact.
Dans une ¢tude menée au Sénégal, mais au centre du pays, en 2008 et 2010, il
avait ét¢ démontré que les haplotypes de CVIET de Pfcrt et le polymorphisme
de 86Y de Pfindrl, étaient plus fréquents chez ceux qui avaient recu le TPI chez
I’enfant (TPIe), (25).

Les résultats d’une étude menée au Burkina Faso, avaient montré une
modification des prévalences un an apres I’administration de la CPS. En effet
dans cette étude, une différence significative avait été retrouveée pour les
mutations de Pfcrt 76T (68.5% a 83.0%, p = 0,04) (45). Au Mozambique, la
fréquence de la résistance a la Chloroquine qui avait €té retrouvée associce a
I’haplotype mutant CVIET de Pfcrt était supérieure a 90 % avant et apres
administration du TPIe (16).

Les simples mutations S1I, 59R et 108S du gene Pfdhps ont ¢€té retrouvées au
cours de notre étude a des fréquences ¢élevées mais similaires entre les deux
années. Cette fréquence élevée de mutations Pfdhfr avant la mise en ceuvre
effective CPS peut étre due a l'utilisation d'autres médicaments chimiquement
apparentés a la SP, tels que le Cotrimoxazole, qui est couramment utilisé¢ dans
notre zone d'é¢tude pour traiter les infections respiratoires aigues (IRA)
bactériennes au niveau communautaire et comme mesure préventive chez les
patients vivant avec le VIH/SIDA. Bien que non montré, in vivo, une résistance
croisée in vitro a été rapportée entre Cotrimoxazole et les composants de la SP
(22).

La mutation 164L n’avait pas été retrouvée lors de notre étude tout comme dans
I’étude menée au centre du pays (25); ce qui confirme que le parasite est

toujours sensible a la Pyriméthamine. Par contre dans I’étude menée au Burkina
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Faso, une différence significative des fréquences avait été retrouvée entre les
deux années avec respectivement Pfdhfr S9R (54,8% a 83,3%, p=0,0002), et
Pfdhfr 108N (55,0% a 87,2%, p=0,0001) (45).

Pour le gene Pfdhps, nous avons retrouvé aussi une différence significative pour
les simples mutations 437G et 540E. Cette méme situation avait €té notée par
une étude menée dans la méme zone mais entre 2010 et 2011, et au cours de
laquelle la mutation géne Pfdhps 437G avait diminué¢ dans les deux groupes de
44,6% a 28,6% (p=0,07) et de 66,7% a 47,5% (p=0,02) respectivement chez les
contrdles et les groupes TPle (27). Par contre dans 1’étude menée au centre du
pays en 2008 et 2010, cette mutation n’avait pas €te retrouvee (25).

La recherche des mutations multiples de résistance du Plasmodium falciparum
pendant notre étude nous a permis de noter la présence de la triple mutation 511,
59R et 108S du gene Pfdhfr, a des fréquences similaires. Par contre une autre
¢tude menée au Seénégal, dans la méme zone et évaluant le TPIe, avait retrouve
une faible tendance a la hausse de la triple mutation du gene Pfdhfr dans le
groupe controdle (sans TPIe) passant de 52,1% a 64,3% (p=0,17) respectivement
en 2009 et 2010. Dans le groupe TPIe une différente significative de la
prévalence ce la triple mutation de Pfdhfr avait été retrouvée, sa prévalence était
passée de 40,6% a 64,6% (p=0,005) respectivement pour 2009 et 2010 (27). La
double mutation 437G/540E du gene Pfdhps n’a été retrouvée qu’en 2013 avec
une fréquence de 3,1% (Fréquence= 2/64) dans notre étude. Ceci est de bonne
augure quant a la continuation de I’utilisation de Sulfadoxine. La quadruple
mutation (511, 59R, 108S et 437G) avait quant a elle des proportions similaires
en 2013 et 2104 avec respectivement des fréquences de 48,6% et 43% (p=0,52).
Par contre dans une autre étude menée dans la méme zone, 1l avait été retrouvé
une baisse de la prévalence lors de la comparaison de deux groupes (contrdle et
TPle). Celle-ci était passée de 36,8% a 20% (p=0,15) en 2009 et de 35,6% a
27,1% (p=0,35) en 2010 (27).
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La chimioprévention du paludisme saisonnier est une nouvelle stratégie qui est
en train de faire ses preuves au Sénégal depuis sa mise en ceuvre. En effet
I’évaluation de son impact sur la morbidité palustre a permis de constater une
baisse considérable de celle ci. Les marqueurs moléculaires de résistance du
P.falciparum a la SP+AQ présents aussi bien entre les deux années et sans
différence significative, il n’en demeure pas moins que le parasite reste encore
sensible aux molécules utilisées pour la CPS. Nous pensons donc continuer le
monitoring annuel de ces marqueurs de résistance afin d’informer les autorités
sanitaires et de proposer d’autres molécules alternatives.

Pour conserver et préserver ’efficacité de la SP et ’AQ, il sera nécessaire de
respecter les posologies d’administration de la CPS lors des différentes
campagnes. Il faudra aussi s’assurer que la CPS ne soit pas administrée aux
enfants ayant pris un traitement antipaludique contenant de la SP ou de I’AQ
dans le méme mois que I’administration. Dans les régions de mise en ceuvre de
la CPS, il faudra remplacer le Cotrimoxazole utilis¢ dans la prise en charge de
IRA au niveau communautaire et pour la prévention des infections opportunistes

par une autre molécule ne contenant pas de Sulfamide.
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CONCLUSION



Dans cette ¢tude qui entre dans le cadre du suivi et de 1’évaluation de la CPS,
nous avons évalué I’impact de cette stratégie sur les marqueurs moléculaires de
résistance du Plasmodium falciparum a la SP+AQ. Nous avons réalis¢ notre
travail sur 200 prélévements dont les 100 premiers proviennent des enquétes de
ménages menées en 2013 dans les districts de Maka Colibantang, Saraya et
Vélingara avant la mise en ceuvre de la CPS. Les 100 autres ont été recueillis

lors d’enquétes de ménages effectuées dans le district de Saraya en 2014, un

mois aprés la fin de Ja campagne CPS. Ces différents prélévements nous ont

permis de rechercher la prévalence des marqueurs moléculaires de résistance du
Plasmodium falciparum a la SP (portant sur les genes Pfdhfr et Pfdhps) et a
I’AQ (Pfmdr et Pfcrt).

L’¢évaluation de la résistance du Plasmodium falciparum a 1’AQ nous a permis
d’observer la présence de mutations liées au géne Pfmdr (Pfmdr86Y) a des
fréquences de ’ordre de 15,62% et de 11,11% respectivement en 2013 et 2014.
De méme les marqueurs moléculaires de résistance du Plasmodium associ€s au
gene Pfcrt ont été retrouvés aussi bien en 2013 qu’en 2014. Toutefois
I’haplotype sauvage (CVMNK) a été plus rencontré que celui mutant (CVIET)
au cours de ces deux années avec des fréquences respectivement de 77% vs 23%
en 2013 et 73% vs 27% en 2014.

Cette ¢tude nous a permis de constater que les marqueurs moléculaires de
résistance du Plasmodium falciparum a la SP+AQ étaient présents dans notre
site d’étude avant le début de I’administration de la CPS. L’évaluation de ces
mémes marqueurs, un an apres la mise en ceuvre de cette nouvelle stratégie de
prévention du paludisme chez les enfants, n’a pas montré de différences
significatives mais plut6t des similitudes.

L’absence de mutation au niveau du codon 164L pour le geéne Pfdhfr et au
niveau des codons 540E et 436 pour le géne Pfdhps, et la faible prévalence des
marqueurs moléculaires de résistance a I’AQ, malgré la présence des autres

marqueurs de résistance, montrent que le Plasmodium falciparum est encore
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sensible aux molécules utilisées dans le cadre de la CPS. Pour mieux mesurer
I’impact de la CPS sur la résistance du Plasmodium, il conviendra alors de
I’évaluer annuellement pour pouvoir alerter a temps les autorités sanitaires du
pays. Des études pour la recherche d’autres stratégies ou molécules alternatives
pour la chimioprévention du paludisme doivent aussi étre parallélement menées
en guise de prévision a une augmentation de la résistance apres plusieurs années

de CPS.
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