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INTRODUCTION/ENONCE DU PROBLEME

Le paludisme demeure la premiére endémie parasitaire mondiale. Selon les derniéres
estimations de 1’Organisation Mondiale de la Santé (OMS), 207 millions de cas de paludisme
dont 627 000 déces ont éte enregistrés en 2012. La plupart de ces déces ont été enregistrés
chez des enfants vivant en Afrique [84].

Au Burkina Faso le paludisme a constitué la premiere cause de consultation dans les districts
sanitaires. Il est passé de 44,5% des causes en 2008 a 47,3% en 2012. En 2012, le paludisme
grave avec 62,6% et 47,01% demeurait de loin la premiere cause d’hospitalisation et de décés
dans les districts sanitaires [50].

Des efforts considérables ont été menés dans la lutte contre le paludisme dans le monde par
lutilisation des médicaments tels que la chloroquine (CQ) et a la Sulfadoxine-Pyriméthamine
(SP). Cependant la résistance de Plasmodium falciparum aux antipaludiques constitue un
obstacle majeur a cette lutte contre la maladie. Pour faire face a I’émergence de la résistance a
laCQetalaSP, I” OMS a recommandé I’utilisation des combinaisons thérapeutiques a base
d’artemisinine (CTA) comme alternative pour le traitement du paludisme [1; 55]. C’est ainsi
que plusieurs pays en Afrique ont changé leurs traitements de premiére ligne du paludisme
simple [58]. En Février 2005, les combinaisons Artésunate-Amodiaquine (ASAQ) et
Artémether-Luméfantrine (AL) ont été adoptées par le Burkina Faso pour le traitement du
paludisme simple [49; 52]. En effet plusieurs études au niveau national ont montré que ces
CTA sont efficaces et bien tolérés [67; 68]. Cependant des cas d’échecs cliniques aux CTA
sont de plus en plus rapportés en Asie du Sud-est [22; 53]. De plus, plusieurs autres études
font cas d’une diminution de la sensibilité & certains composants des ACTSs in vitro [53; 54].
Dans ce contexte, une surveillance de 1’efficacité de ces combinaisons est nécessaire. Cette
surveillance peut se faire a travers des études in vivo ou in vitro mais aussi par 1’étude des
marqueurs moléculaires de résistance. En effet, I’implication du geéne Pfmdrl dans la
résistance de P. falciparum a de nombreux antipalutiques tel que la Chloroquine (CQ) a été
déja rapportée [34; 35; 36]. Les possibilités d’une résistance croisée entre la CQ et
I’amodiaquine (AQ) di & une similarité de structure a été aussi évoquée, et cela a été observee
in vivo et in vitro [13]. Il a aussi été suggére que le géne pfmdrl serait impliqué dans la
diminution de la sensibilitté a la luméfantrine qui est pourtant une composante de la
combinaison AL [69; 70]. De ce fait, le réle du géne Pfmdrl dans la baisse de I'efficacité
thérapeutique des CTA est tres discuté et necessite des investigations plus poussées [35; 47].

Au Burkina Faso trés peu d’études ont évalué ’efficacité thérapeutique de ces médicaments
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en relation avec les mutations du géne Pfmdrl, et spécifiquement a son point 86. C'est

contexte, que nous avons conduit la présente étude en 2012 & Nanoro au Burkina
d'étudier la relation entre la mutation N86Y du gene Pfmdrl et la réponse au trait
les deux combinaisons recommandées pour le traitement du paludisme sim
Faso.
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GENERALITES SUR LE PALUDISME

11.1. Définition
Le paludisme est une érythrocytopathie fébrile et hémolysante due a la présence et a la
multiplication dans I’organisme d’un hématozoaire du genre Plasmodium. Il est transmis a

I’homme par la piqiire de la femelle infectée d’un moustique du genre Anopheles [46].

11.2. Agent pathogene

Le paludisme est causé par un protozoaire appartenant au phylum des Apicomplexa, a la classe
des Sporozoea, a la sous-classe des Coccidia, a I’ordre des Eucoccididia au sous-ordre des
Haemosporina, a la famille des Plasmodidae, au genre Plasmodium. Cing espéces infectent
I’homme : Plasmodium falciparum, Plasmodium ovale, Plasmodium malariae, Plasmodium
vivax et Plasmodium knowlesi [16; 64; 80]. Des études récentes ont montré I’existence de 2
sous-especes sympatriques de P. ovale : Plasmodium ovale curtisi et Plasmodium ovale
wallikeri [2; 9; 73], présentes en Afrique et en Asie, non distinguables par la microscopie et
pouvant étre a ’origine de la mauvaise détection de cette espéce par les tests de diagnostic
rapides.

De ces cing espéces, P falciparum est la plus répandue, la plus virulente, responsable des
formes cliniques potentiellement mortelles de la maladie. C’est aussi I’espéce concernée par

la chimiorésistance [15; 32].

11.3. Le vecteur

Il s’agit d’un moustique appartenant a 1’ordre des diptéres, de la famille des Culicidae et du
genre Anopheles. Seule la femelle hématophage assure la transmission du parasite [15; 32].
Parmi les 400 especes d’Anopheles actuellement décrites, environ une soixantaine peut avoir
un réle de vecteur du paludisme chez I’homme.

Au Burkina Faso, les études entomologiques revélent que les principaux vecteurs du
paludisme sont: Anopheles gambiae, Anopheles arabiensis, Anopheles funestus et Anopheles

nili. Ces especes sont reparties selon les différentes zones climatiques du pays [18; 19].

11.4. Cycle parasitaire
Le cycle de développement du Plasmodium nécessite deux hotes obligatoires : I’homme (cas

des Plasmodium humains) et le moustique [62].
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I1.4.1. Cycle parasitaire chez I’homme
Il se déroule en deux phases: une phase hépatique (ou exo-érythrocytaire) et une phase
sanguine (ou érythrocytaire)

11.4.1.1. La phase hépatique

L’anoph¢le femelle infesté en piquant I’homme lui inocule dans le sang, le parasite sous
forme de sporozoites. Ceux-ci restent dans la circulation sanguine pendant une demi-heure
avant de pénétrer dans les cellules du foie.

Une fois dans 1’hépatocyte, les sporozoites restent quiescents (hypnozoites) pour P. ovale et
P. vivax ou par multiplication nucléaire, ils deviennent des schizontes intra hépatocytaires
(corps bleus). Cette phase dure 7 a 21 jours en fonction de 1’espéce plasmodiale. Elle est
cliniguement muette et correspond a la phase d’incubation de la maladie [15; 32; 62].

11.4.1.2. La phase sanguine

La rupture des corps bleus libere des mérozoites qui pénetrent les globules rouges par
endocytose, et se transforment en trophozoite. Le trophozoite grossit et se transforme en
schizonte sanguin qui est appelé corps en rosace a maturité et qui contient de nombreux
mérozoites dont le nombre varie selon I’espéce plasmodiale. L’éclatement de I’hématie libére
les mérozoites dans la circulation sanguine. Chaque mérozoite envahit une nouvelle hématie,
poursuivant ainsi le cycle intra érythrocytaire. Au cours de la multiplication dans les hématies,
le parasite va produire au dépend de I’hémoglobine un pigment appelé hémozoine.
Parallélement apparaissent dans I’hématie des taches de Maurer (P. falciparum), des
granulations de Schuffner (P. vivax et P. ovale) ou des ponctuations de Ziemann (P.
malariae). La phase sanguine dure 48 heures chez le P. falciparum, P. vivax et P. ovale, 72
heures chez le P. malariae. C’est 1’éclatement simultané des rosaces d’une méme génération
qui provoque I’accés fébrile observé au cours du paludisme. Apres plusieurs cycles
schizogoniques sanguins, certains mérozoites se différencient en élément a potentiel sexué:
les gamétocytes. Ceux-ci ne poursuivront leur developpement que s’ils sont absorbés par un
anophéle femelle [15; 32; 62].

11.4.2. Cycle parasitaire chez ’anophéle.

Le cycle chez I’anophéle encore appelé cycle sporogonique, débute dés I’infection de
I’anophele femelle ayant piqué un impaludé porteur de gamétocytes.

Les gamétocytes absorbés passent dans 1’estomac du moustique. Le gamétocyte femelle

(macrogamétocyte) se transforme en gamete femelle et devient immobile. Le gamétocyte
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male (microgamétocyte) se divise en huit (08) gamétes qui vont subir une exflagellation qui
les allongera et les rendra mobile.

La fécondation des gameétes aboutit & la formation dans la lumiére du tube digestif d’un ceuf
mobile appelé, ookinete. Celui-ci va traverser et aller s’enkyster sur sa face externe formant
un oocyste. Une fois mir 1’oocyste éclate et libére des sporozoites qui vont gagner les glandes
salivaires de 1’anophé¢le d’ou ils seront inoculés a I’homme lors d’une nouvelle piqtre.

La durée du cycle chez I’anoph¢le est de 10 a 40 jours selon la température extérieure et les
especes [15; 32; 62].

Figure 1 : Cycle évolutif de Plasmodium sp.

Source: Center for Disease Control:http://www.dpd.cdc.qov/dpdx.
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11.5. Physiopathologie du paludisme.
La physiopathologie du paludisme n'est pas encore clairement élucidée, mais les
répercussions de I'infection palustre sur certains organes ont été bien décrites.

e Pendant la phase érythrocytaire, il se produit une hémolyse, responsable d'une anémie.
L'hémoglobine issue de I'hnémolyse se métabolise entrainant I'hémoglobinurie et une
hausse de la bilirubine, d'ou Il'installation quelques fois de l'ictére. Aussi, la digestion
de I'némoglobine par le parasite occasionne dans son cytoplasme une précipitation de
granules de pigments appelées hemozoines. L'hémozoine et 1'hémoglobine
transformées par les histiocytes donnent lieu al'hémosidérine de couleur jaune
sombre.

e La rate est également I'un des organes cibles du paludisme; on note une hypertrophie,
cause d'une augmentation de la pulpe blanche. Elle devient molle et congestive, sa
couleur caractéristique rouge foncée parfois brune est due a une accumulation de
pigments internalisés dans les phagocytes.

e Au niveau du foie, il se produit la destruction d'un certain nombre de cellules
parenchymateuses, mais sans aucune lésion inflammatoire dans la plupart des cas.

e Pour le neuropaludisme qui est la complication majeure du paludisme a P. falciparum,
plusieurs théories probablement complémentaires, pronent une séquestration
d'’hématies parasitées par des formes matures de Plasmodium adhérents aux cellules
endothéliales des micro-vaisseaux et linternalisation des cytokines et autres

médiateurs [32].

11.6. Formes cliniques du paludisme a P. falciparum.

11.6.1 Primo-invasion
I1 est marqué par I’apparition :
e d’une fiévre a 39-40°C, continue, parfois irréguliére;
e d’un malaise géneéral : courbatures, cephalées, douleurs abdominales, nausées,
vomissements et diarrhée (classique « embarras gastrique fébrile ») et des myalgies.

L’examen physique révele une discréete hépatomégalie douloureuse sans splénomégalie [15].

11.6.2 Le paludisme simple
Classiquement, trois phases succédent dans les acces simples a savoir :

e Lasensation de froid avec frisson intense, céphalée et vomissement.
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e La chaleur, la peau du malade est seche et brulante, sa température atteint 40 a 41 °C,
sa rate diminue de volume, le pouls est trés rapide ou lent.

e Les sueurs profuses accompagnent la défervescence, laissant le patient asthénique et
courbaturé [15; 32].

11.6.3 Le paludisme grave.

Le paludisme grave regroupe un large éventail de manifestations traduisant les différentes
atteintes viscérales et les complications qui peuvent s’observer au cours des formes séveres du
paludisme a P. falciparum. Selon I’OMS, il se définit comme la présence chez un sujet
présentant des formes asexuées de P. falciparum a I’examen sanguin associée a une ou
plusieurs des manifestations contenues dans les tableaux I et 11.

Tableau I : Critéres cliniques du paludisme grave [59].

Critéres cliniques Précision du texte de ’OMS
Coma vrai : neuropaludisme Score de Glasgow < 10
Score de Blantyre < 3
Trouble de la conscience Score de Glasgow <15 et> 9
Score de Blantyre <5 et > 2
Respiration acidosique Détresse respiratoire chez I’enfant
Convulsions répétées > 1/24 heures
Collapsus cardiovasculaire pression artérielle systolique < 80mm Hg

Signe périphérique d’insuffisance
Respiratoire

(Edéme pulmonaire définition radiologique
Saignement anormal définition clinique

Ictere définition clinique
hémoglobinurie macroscopique urines rouges foncées ou noires

Tableau Il : Critéres biologiques du paludisme grave [59].

Criteres cliniques précision du texte de ’OMS
Anémie severe Enfant : Hb< 5g/dI
Adulte : Hb< 7g/dl
Hypoglycémie Glycémie < 2.2 mmol/l (40mg/dl)
Acidose Bicarbonate plasmatique < 15mmol/I
Hyperlactatemie Lactate plasmatique > 5 mmol/Il
Hyperparasitemie Parasitemie>4% chez le sujet non immun
Parasitémie>20% chez le sujet immun
Insuffisance rénale Creatininemie>265umol/l (> 3mg/dl)

11.7. Diagnostic biologique du paludisme
Le diagnostic de certitude du paludisme est apporté par la mise en évidence du parasite dans

le sang.
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11.7.1 Diagnostic parasitologique
Il se réalise par I'examen direct au microscope optique de prélevements sanguins effectués de
préférence avant tout traitement antipaludique, au moment des pics fébriles. Les techniques

les plus utilisées sont la goutte épaisse et le frottis sanguin.

11.7.1.1 La goutte épaisse/Le frottis sanguin :

La goutte épaisse constitue I'examen de référence, c'est une technique de concentration des
parasites. L'examen se fait au microscope optique, a l'objectif 100 en utilisant de I'huile a
immersion. La numération se fait en comptant les parasites rapportés au nombre de
leucocytes. L'examen peut mettre en évidence de faibles taux de parasitémie. En effet la limite
de détection de la goutte épaisse est de 6 parasites/uL pour 400 champs observés [15; 32; 37;
63]. Le frottis mince est I'étalement mince d'une goutte de sang sur une lame porte objet.
L'examen se fait apres fixation a I'alcool et coloration au Giemsa. Il permet un diagnostic

d'espece plus précis mais ne permet pas de dépister des parasitémies faibles [37].

11.7.2 Diagnostic immunologique

Le principe des différents tests est globalement superposable et repose sur
I’immunochromatographie: 1’échantillon & tester est déposé a 1'une des extrémités d’une
membrane de nitrocellulose fixée sur un support plastique ou carton. Si I’antigéne recherché
est présent (HRP2, LDH, Aldolase), il va se lier avec un anticorps marqué le plus souvent a
I’or colloidal. Afin de faciliter la lyse des globules rouges ainsi que la migration de
I’échantillon sur la bandelette, quelques gouttes de solution tampon/lyse sont déposées. Les
complexes antigénes - anticorps vont alors migrer par chromatographie et I’antigéne sera
capturé en sandwich par un anticorps de capture fixé sur la membrane. Cette capture va alors
se traduire par 1’apparition d’une ligne mauve. La performance diagnostique recommandée
par I’OMS pour ces TDR est de 200 Plasmodium/ul [57]. Plusieurs kits de TDR sont

actuellement disponibles, et reposent sur differents principes. On distingue entre autre :

e les tests qui vont rechercher la glycoprotéine HRP2 (Histdin Rich Protein 2)
spécifique de P. falciparum : le test Kat-Quick Malaria, Palutop ;

e les tests qui détectent une enzyme isomeére de la lactate deshydrogénase (LDH)
spécifique de P. falciparum et une LDH commune a toutes les espéces : Optimal-It

e les tests qui detectent I’antigéne HRP2, la LDH spécifique a P. vivax, et une LDH

commune autres espéces : Palutop+4
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e Un test détecte I’antigéne HRP2 et une aldolase commune & 4 espéces plasmodiales
(P. falciparum, P. vivax, P. ovale, P. malariae): NOW® Malaria (Fumouze-France).
[5; 23; 33; 43; 51].

11.7.3. La PCR (Polymérase Chain Réaction) :

C'est un processus d'amplification de I'ADN parasitaire. Elle consiste en une série de
dénaturation, d’annealing (appariement des amorces) et d’extension [72]. C’est une méthode

tres couteuse et est de ce faite utilisée uniquement dans le cadre de la recherche.

11.8. Les anti paludiques-Mode d'action-Mécanisme de résistance du parasite

11.8.1. Les schizonticides sanguins

Ce sont la CQ, la méfloquine, I'amodiaquine, I'artémisinine, la quinine.

Ce sont des antipaludiques actifs sur les formes schizontes du parasite. Ils ont la propriété
d’agir généralement par accumulation dans la vacuole digestive du parasite. La CQ, dont le
mécanisme d’action est le plus documenté, est active exclusivement sur les formes
érythrocytaires du parasite. La CQ, base soluble, traverse les différentes membranes de
I’érythrocyte et du parasite et s’accumule dans la vacuole digestive acide suivant le gradient
de pH. A I’intérieur de la vacuole, la CQ est protonée et ne peut plus traverser librement la
membrane vacuolaire. Prise au piege dans la vacuole, elle y exerce son action létale pour le

parasite.

11.8.2. Les antifolates

Les principaux antifolates utilisés dans le traitement du paludisme sont la pyriméthamine, la
sulfadoxine et le cycloguanil. Les Plasmodium humains ne peuvent pas utiliser la pyrimidine
de I'ndte, précurseur des acides nucléiques pour se multiplier. Pour synthétiser ses propres
pyrimidines, les Plasmodium utilisent I'acide folique, un co-facteur enzymatique essentiel de
la biosynthése de I'ADN. Le mécanisme d’action des antifolates est donc principalement une
inhibition enzymatique competitive de 'ADN du parasite. La pyriméthamine et le cycloguanil
analogues structuraux du dihydrofolate réductase (DHFR) sont des inhibiteurs competitifs de
cette enzyme de P. falciparum. Quant a la sulfadoxine, analogue structurale de I'acide para-
aminobenzoique (PABA), elle inhibe spécifiquement l'activité de la dihydropteroate
synthétase (dhps) du parasite. Ces inhibitions enzymatiques de la synthese de I'ADN ont donc

pour conséquence un arrét de la multiplication des parasites.
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11.8.3. Les associations médicamenteuses a base d'artémisinine

Issue de la pharmacopée chinoise, I’artémisinine (ART) est un alcaloide naturel extrait de
I’armoise Artemisia annua [7]. En 2001, I’OMS considérait que I’ART était « le plus grand
espoir mondial contre le paludisme ». Elle agit trés rapidement (Cmax par voie orale < 2h et
demi-vie < 1h) mais elle ne permet pas d’éliminer complétement tous les parasites, d’ou la
nécessité de 1’associer a d’autres antipaludiques.

Le mécanisme d’action de cette classe de médicament est régi par un pont endopéroxyde (O-
O) qui est a la base de I’activité de I’ART et de ses derivés. En présence du fer de I’héme, ces
ponts se rompent pour former un radical libre de type alkyl qui forme un lien covalent avec
I’héme. L’ART peut donc étre considéré comme un composé pro-oxydant. De plus,
I’alkylation de protéines spécifiques par I’ART a été rapportée [85]. Une de ces cibles pourrait
étre la PfATPase6 (PfSERCA), une enzyme ATPase calcium-dépendante, essentielle pour la
survie du parasite [11; 38; 44].

11.9. Résistance aux antipaludiques

L’OMS définit la résistance comme étant la capacité du parasite a survivre et/ou a se
multiplier en dépit de 1’administration et de ’absorption d’un médicament donné a doses
égales ou supérieures a celles habituellement recommandées mais restant dans les limites de
la tolérance du malade [82; 83]. Il a été ajouté en 1986 que la forme active du médicament
devait pouvoir atteindre le parasite ou accéder a I’intérieur de 1’érythrocyte infecté pendant la
durée nécessaire a son action normale.

De nombreuses études établissant une association entre le génotypage d’isolats et leur
phénotype ont mis en évidence I’implication directe du géne P. falciparum chloroquine
resistance transporter (Pfcrt) (chromosome 7) dans la résistance a la CQ [8; 28]. Il existe
plusieurs hypothéses concernant la fonction de PfCRT, la protéine de transport de la
membrane de la vacuole digestive codée par Pfcrt. La protéine PfCRT pourrait expulser
activement la CQ de la vacuole digestive [66], altérer le pH ou la CQ diprotonee pourrait étre
transportée passivement a I’extérieur de la vacuole par PfCRT muté [40]. La mutation
Lys76Thr du gene Pfcrt (c'est-a-dire remplacement d’un acide aminé lysine par une thréonine
au niveau du codon 76) est associée a la résistance a la CQ au point qu’elle est présente dans
toutes les souches résistantes.

Les mutations ponctuelles du gene codant pour la dihydrofolate réductase (Pfdhfr) sont les

bases moléculaires de la résistance a la pyriméthamine et au cycloguanil. Egalement, des
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mutations ponctuelles du géne de la dihydroptéroate synthétase (Pfdhps) sont les bases
moléculaires de la résistance de P. falciparum a la sulfadoxine en association avec la
pyriméthamine (fansidar®).

Bien qu’il n’y ait pas de marqueurs moléculaires validés associés a la résistance aux CTA, il a
¢été suggéré qu’une mutation Ser769Asn du géne PfATPase6 serait associée a une diminution
de la sensibilité in vitro de P. falciparum a I’artéméther (concentration inhibitrice 50 % > 30
nmol/L) en Guyane mais pas au Cambodge ni au Sénégal [38]. Cette mutation n’a pas été
associee a la résistance in vivo a I’artésunate a la frontiere entre le Cambodge et la Thailande
[22]. De plus, ce géne présente une grande diversité génétique qui varie selon les zones
géographiques [10; 39].

Récemment, ARIEY F.et al., ont fait une découverte majeure: I’identification d’un marqueur
moléculaire étroitement associé a la résistance de P. falciparum aux dérivés de 1’artémisinine.
Associant génomique, biologie, clinique et épidémiologie, les chercheurs ont d’abord
séquencé le génome d’une souche de P. falciparum rendue résistante et celui de sa souche
jumelle non résistante en laboratoire pour comparaison. Ils ont ainsi identifié 1’acquisition de
la mutation dans le domaine kelch PF3D7_1343700 (hélice K13) qui confére a la souche de

laboratoire sa résistance a de fortes doses d’artémisinine [3].

11.10 Facteurs favorisant I’apparition de la chimiorésistance.
Quatre facteurs contribuent a I'apparition et a I'émergence de la chimiorésistance de P.

falciparum.

11.10.1. La pression meédicamenteuse et la sélection des mutants résistants.

Dans une zone d’endémie palustre, les premiers parasites mutants qui apparaissent sont
géneralement tres peu nombreux par rapport aux parasites sauvages. Selon la loi des
équilibres biologiques, leur nombre reste longtemps peu élevé tant qu’il n’y a pas
d’intervention de facteurs extrinséques. Dans cette zone, I'utilisation d’un médicament aura
pour conséquence 1’¢limination des souches sauvages (sensibles), ce qui va faire rompre
I’équilibre en faveur des souches mutantes résistantes. Ainsi, plus ce medicament sera utilisé,
plus des mutants résistants seront sélectionnés. C’est donc la pression médicamenteuse qui
permet I’émergence des mutants préexistants et non 1’adaptation progressive des parasites a

des doses croissantes de produits.
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11.10.2. Les facteurs liés a I'immunité de I’'héte.

L’immunité (humorale ou cellulaire) agit de manicre similaire aussi bien sur les isolats
sensibles que résistants & un médicament [45; 71]. Dans une zone & transmission stable, le
degré d’immunité de la population est €levé et les mutants résistants qui échappent a 1’action
du médicament sont attaqués par les facteurs de I’immunité. Si le niveau d’immunité n’est pas
suffisant (sujets expatries, jeunes enfants non encore immunisés, adultes en état de déficit
immunitaire), les mutants résistants se multiplieront et engendreront des manifestations

cliniques [4].

11.10.3. Les facteurs liés aux parasites et aux vecteurs.

Indépendamment de toute pression médicamenteuse, des mutations spontanées susceptibles
d'induire une résistance peuvent survenir au niveau des génomes plasmodiales. Moins le
nombre de mutations requis pour la chimiorésistance est elevé, plus vite celle-ci intervient
[79]. De plus, certaines souches résistantes se reproduisent plus facilement chez certains

vecteurs (Anopheles dirus) que les souches chimiosensibles [78].

11.10.4. Les voyages.

Un voyageur non immun va transporter des mutants résistants d’une zone de chimiorésistance
dans une zone ou ces mutants résistants n’existaient pas. Les sujets non immuns et non
prémunis de cette zone d’accueil vont permettre le développement et la dissémination de la

résistance [29; 48].

11.11. Les méthodes d’évaluation de la chimiorésistance de P. falciparum.

11.11.1. Tests in vitro.

Les tests in vitro sont basés sur la capacité de certains médicaments a inhiber la croissance de
Plasmodium en milieu de culture. Les tests les plus couramment utilisés sont:

* Le microtest de I'OMS qui permet au moyen d'un microscope de dénombrer les trophozoites.
* Le microtest isotopique qui permet la mesure de la croissance parasitaire par I'évaluation de

la quantité d’hypoxanthine radioactive incorporée dans les molécules d’ADN du parasite.

11.11.2. Tests in vivo.
Standardisés par I'OMS, ces tests rendent compte de la nature biologique des traitements
antipaludiques [81]. 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
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suivant le régime de suivi choisi. Les résultats sont définis en termes d'Echec Thérapeutique
Précoce (ETP), Echec Clinique Tardif (ECT), Echec Parasitologique Tardif (EPT), Réponse
Clinique et Parasitologique Adéquate (RCPA),

11.11.3. Tests moléculaires.
Il s’agit de techniques de biologie moléculaire utilisées pour la mise en évidence des
mutations génétiques de I’ADN du parasite responsables de la résistance. La technique

communément utilisée est la Polymerase Chain Reaction (PCR) [20].

11.12. Polymorphisme génétique de P. falciparum.
Le matériel génétique de Plasmodium comporte 3 types d'acides nucléiques : mitochondriale,
nucléaire et plasmidique, utilisés pour I'étude de la diversité génétique du parasite. Son
caryotype posséde 14 chromosomes de taille différente, allant de 25.10% 30.10° paires de
bases (pb). Pour la différenciation des clones recrudescents des clones de nouvelle infection,
on utilise généralement les protéines de surface des mérozoites (mspl, msp2) :
e mspl: localisé sur le chromosome 9, ce géne comporte 17 blocs et code pour une
glycoprotéine de surface du mérozoite de 190 KDA (Merozoite surface Protein 1). La
variabilité du bloc 2 (K1, MAD20, RO33) sert a la différenciation des clones de P.

falciparum (figure 2)

Figure 2 : Structure du gene merozoite surface protein-1 [65].
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e msp2: ce gene situé sur le chromosome 2 est divisé en 5 blocs et code pour une
glycoprotéine de surface de 28 kDA (Merozoite surface Protein 2). La variabilité du
bloc 3 (IC3D70u FC27) est utilisée pour différencier les clones de P. falciparum
(Figure 3).

Figure 3: Structure du gene merozoite surface protein-2 [65].

Les brassages inter et intra chromosomiques affectant certains génes et les pressions
immunitaires sont les principales sources de I'émergence du polymorphisme au niveau des

antigenes, origine des résistances.

11.13. Caractéristiques du gene Pfmdr-1 et de son produit d*expression.

Situé sur le chromosome 5 de P. falciparum, le géne Pfmdrl comporte 4260 pb et code pour
une protéine dénommeée «Pfmdr protein». C'est un polypeptide transmembranaire au niveau
de la vacuole digestive du parasite, d'environ 162 kDa et comportant 1419 acides aminés.
Cette protéine intervient dans la régulation de la concentration intra vacuolaire des
médicaments antipaludiques. Le géne Pfmdr-1 subit souvent des mutations ponctuelles dont la
conséquence immédiate est la synthése de la protéine mutée capable de lui conférer une
résistance aux antipaludiques [30; 61]. Les polymorphismes de la protéine sont observés au
niveau des positions 86, 184, 1034, 1042 et 1246 [60].
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Figure 4 : Structure de la protéine pfmdr-1 indiquant les différents points de mutation
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II1. OBJECTIFS DE L’ETUDE

I11.1. Objectif général

Etudier la relation entre la mutation du point 86 du géne Pfmdrl de Plasmodium falciparum et
la réponse au traitement avec Artémether-Lumefantrine (AL) et Artésunate-Amodiaquine
(ASAQ).

111.2. Objectifs spécifiques
1. Comparer I’efficacité des deux combinaisons ASAQ et AL avant et aprés correction
par PCR a I’issue des 28 jours de suivi;
2. Déterminer la fréquence de la mutation N86Y du gene Pfmdrl dans la population
avant la prise du traitement et dans les cas de recrudescence ;
3. Déterminer la relation entre la présence de la mutation N86Y du gene Pfmdrl et les

échecs thérapeutiques observés avec les combinaisons AL et ASAQ.

e ——
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IV METHODOLOGIE

IV.1 Site et population d'étude

Les échantillons (confettis) que nous avons analysés proviennent d'une étude randomisée
ouverte conduite a Nanoro (Burkina Faso) en 2012, qui visait a évaluer I’efficacité des
combinaisons AL et ASAQ chez des patients souffrant de paludisme simple a P. falciparum.
Nanoro est un site sentinelle de I’initiative ‘’Faire Reculer le Paludisme’’ situé au centre-ouest
du Burkina Faso (figure 5). La population du district est estimée a 158127 habitants en 2014
[50]. Le paludisme y est holoendémique avec un pic de transmission pendant la saison
pluvieuse (Mai a Octobre). Les patients ont été recrutés dans 4 CSPS du district sanitaire de

Nanoro a savoir : Godo, Nanoro, Nazoanga, et Seguedin.

Figure 5 : Situation des CSPS du district sanitaire de Nanoro. (Source: Systéme de Surveillance

Démographique et de Santé de Nanoro)

IV.2 Recrutement et suivi des patients
Le planning de suivi clinique et biologique des patients est resumé dans le tableau Ill. Les
patients inclus étaient suivis pendant 28 jours avec des visites programmées au jour 2, 3, 7,

14, 21 et 28. A chaque jour de visite un examen clinique, un prélevement sanguin pour une
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goutte épaisse/frottis mince, la mesure du taux d’hémoglobine et la confection de confettis
pour des analyses PCR ultérieures étaient réalisés. Les patients étaient invités a revenir au
centre de santé a tout moment en dehors des visites programmeées en cas de problémes
médicaux. Au cours de ces visites non programmeées il était pratiqué les mémes examens

qu’au jour de visites programmés.

Tableau 111 : Tableau de suivi des patients pendant les 28 jours
Jour 0 |1|2|3|4|5]| 6 |7+-1 14 +/-1 | 21+/-2 P8+/-2 | Tout
Jour () | | Jour ® | Jour (®) Pour () |autre
jour?
Histoire (symptomes) X | XXX X X X X X
Consentement éclairé X
Examen (clinique) X [ X| XX X X X X X
Température X | X|X]|X
X
GE/FM , Confettis X X[ X X X X X X
Effets Adverses X | X[ x|x X X X X X
Traitements X | X[ X]|X X X X
concomitants
Hématologie (Hb) X X X X X
Traitement X | XX

IVV.3 Administration des traitements

Les médicaments de 1’étude étaient Artésunate-Amodiaquine Co formulée (ASAQ
Winthrop®, SANOFI) avec 3 dosages 25/67,5mg 50/135mg 100/270mg et Artéméther-
Luméfantrine (AL) 20/120mg (COARTEM®, NOVARTIS). Ces médicaments étaient sous
forme de comprimés. L’administration des médicaments de 1’étude a été faite au niveau de la
structure de santé sous la supervision directe des infirmiers de 1’équipe de recherche en
utilisant le diagramme de dosage en fonction du poids corporel. Les tableaux IV et V ci-
dessous présentent les modes d’administration de chacun des deux traitements AL et I’ ASAQ

respectivement:
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Tableau IV : Régime de Traitement pour Artémether-Lumefantrine (AL; COARTEM®

20/120mg).
Dosage
Poids Interaction avec une alimentation:
Jour O Jour 1 Jour 2
5 15kg Matin: 01 comprimé Matin : 01 comprimé Matin : 01 comprimé
Soir : 01 comprimé Soir : 01 comprimé Soir : 01 comprimé
15 25 kg Ma.ltin: 02 comp.rimés Matin : 02 comprimés Matin : 02 comprimés
Soir : 02 comprimés Soir : 02 comprimes Soir: 02 comprimés
25 34.9kg Matin: 03 comprimés | Matin : 03 comprimés Matin : 03 comprimés
Soir: 03 comprimés Soir : 03 comprimes Soir : 03 comprimés
535 Kg Matin: 04 comprimés | Matin: 04 comprimés Matin: 04 comprimés
- Soir: 04 comprimés Soir: 04 comprimés Soir: 04 comprimés

Tableau V : Régime de Traitement pour Amodiaquine-Artésunate.

Poids Formulation ([Z(c))sn?gfimé /Jour) pour 3 Jours
<9 Kg '26\58 ':;S/g/;“g tr:;op " 01 comprimé

9-17.9Kg Somai3 " ot comprime

18-35.9 Kg T e " ot comprime

>36 Kg fOSOAn?gmgtmgp h 02 comprimés

IV.4. Analyses moléculaires.

IVV.3.1 Extraction de I'ADN génomique de Plasmodium

L’ADN a été extrait a partir des confettis du jour O avant le traitement, et ceux du jour de
parasitémie récurrente a l'aide du Mini kit QlAamp® DNA (Qiagen®) selon les instructions
du fabricant.

Un volume de 100 microlitre d’extrait d’ADN était obtenu et conservé a +4°C. Cet extrait
d’ADN nous a servi de produit de travail pour la réalisation des réactions d'amplification par
PCR.
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1VV.3.2 Amplification des séquences spécifiques d’ADN

Nous avons utilisé la méthode de «Nested PCR» ou PCR nichée pour I'amplification des
séquences d'’ADN de P. falciparum. Cette variante de la PCR, consiste en une série de deux
PCR au moyen de deux paires différentes d'amorces. Les fragments d'ADN amplifiés au cours
de la premiere PCR contiennent les séquences qui seront appariées avec la deuxiéme paire
d'amorces. Cette deuxieme amplification dite «nichée» rend la technique trés sensible.

Ces analyses PCR avaient deux composantes essentielles. Dans une premiére phase de notre
travail nous avons étudié le polymorphisme génétique de mspl et msp2 de P. falciparum pour
la distinction entre les recrudescences et les nouvelles infections. Dans la deuxieme étape de

notre travail nous avons analysé la mutation N86Y du gene Pfmdrl.

1V.3.2.1 Détermination du polymorphisme génétique de mspl et msp2

e Meélange réactionnel et programme d'amplification de mspl et msp2
Pour mspl et msp2, les constituants (volume et concentration des réactifs) étaient identiques
hormis les séquences des paires d'amorces. Les composants des mélanges réactionnels pour la
premiere et la deuxiéeme PCR de mspl et msp2 sont présentés dans le Tableau VI. Le produit

de la premiére amplification a servi de source d’ADN pour la deuxiéeme amplification.

Tableau VI : Composition des mélanges réactionnels pour la premiere et la deuxieme

PCR pour I'amplification des mspl et msp2

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

H20 ultra pure 16,05

Primer sens 10puM 0,2uM 0,5

Primer anti  10pM 0,2uM 0,5

sens

Buffer 10X 1X 2,5

dNTPs 2mM 200puM 2,5

MgCI2 50mM 1,5mM 0,75

Taq 5U/ul 1 unité 0,2

polymérase

Extrait d'’ADN 2,0

Volume final=25ul,

Lors de la premiere PCR les couples d'amorces utilises étaient : O1/02 pour mspl et S2/S3
pour msp2 et les amorces N1/N2, et SI/S4 ont été utilisés pour mspl et msp2 respectivement au

cours de la seconde PCR. Les 25 pl, contenus dans un micro tube stérile, ont été incubés dans
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un thermocycler (Master cycler gradient) sous un programme specifique a chaque géne

(Tableau VII).

Tableau VII : Tableau récapitulatif des amorces et des programmes d'amplification des

genes mspl et msp2.

Genes Amorce et séquences (5'—3") Programme
d'amplification

‘ 94°C x 3min;( 94°C
1*°amplification. | O1:5CACATGAAAGTTATCAAGAACTIGTC3 | x 25s; 50°C x 35s;

02:5-GTACGTCTAATTCATTTGCACG 3 68°C x 2min 30s) x
30; 72°Cx 3min
mspl | 94°C x 3min;( 94°C
2*™amplification. | N1:5-GCAGTATTGACAGGTTATGG-3' X 25s; 50°C x 35s;
N2: 5'-GATTGAAAGGTATTTGAC-3' 68°C x 2min 30s)

x30; 72°Cx 3min

94°C x 3min; (94°C

1éreamplification. S3:5-GAAGGTAATTAAAACATTGTC-3' X 25s; 42°C x 1min;
S2:5-GAGGGATGTTGCTGCTCCACAG-3’ 65°C x 2min,) x30;

72°Cx 3min
msp2 ‘ 94°C x 3min; (94°C
29meamplification. S1' 5 -GAGTATAAGGAGAAGTATG-3 X 25s; 50°C x 1min;
S4 :5-CTAGAACCATGCATATGTCC-3 70°C x 2min, ) x30;

72°Cx 3min

e Analyse des produits de la PCR nichée
Les produits obtenus aprés la PCR nichée ont été analysés par électrophorése sur gel d'agarose
2%, mélangé a 5ul de bromure d'éthidium (5-éthyl-3,8-diamino-6-phénylphénanthidine).
Dans les puits du gel placé dans une cuve a électrophorése contenant un tampon TBE (Trizma
Borie acid EDTA) 0.5X, 5ul de chaque produit de la PCR nichée a été déposé.
L'électrophorése a été réalisée a une intensité de 400mA sous une tension de 100 volts
pendant 1 heure 30 minutes. Le bromure d'éthidium a la propriété de s'intercaler entre les
fragments des molécules d'ADN, et d'émettre une fluorescence a 622 nm quand il est excité
aux rayons ultra- violets. Sous illumination ultra-violet, les fragments d'’ADN apparaissent
sous forme de bandes a des positions différentes sur le gel. Nous avons ensuite mesuré la
taille des bandes aprés 1’électrophorése a 1’aide du logiciel photo-captMw (version11.02).
Pour un méme patient, nous avons comparé le nombre et la taille des bandes de fragments
d’ADN du jour d'inclusion (JO) et du jour de parasitémie récurrente (Jr). Les résultats ont été

exprimés en termes de recrudescence, nouvelle infection, ou indéterminé.

Rapport- gratuit.com @
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Tableau VIII : Exemple non exhaustif d'interprétation des gels

Statut Caractéristigues

Nouvelle infection Nombre et taille des bandes a JO et J-échec sont différents
Recrudescence Taille de certaines bandes & JO et J-échec sont identiques
Indéterminé PCR négative pour JO ou J-échec

PM 12 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19

Source : SC-150713a-msn1

Photo 1: Profil électrophorétique de I'ADN : polymorphisme de mspl a JO et Jr.
Source : SC-150713a-mspl

PM= marqueur de poids moléculaire 100pb ; 19=NTC (560 pb), 18=R033. 17=MIX. 1(jo)-
2(jr),  5(jo)-6(jr),  9(jo)-10(jr)=recrudescences.  3(jo)-4(jr),  11(jo)-12(jr),  15(jo)-
16(jr)=nouvelles infections. 7(jo)-8(jr), 13(jo)-14(jr)=indéterminés.

1V.3.2.2 Génotypage des alléles du géne Pfmdrl-86

e Amplification
La détermination du statut sauvage ou mutant de l'alléle Pfmdr1-86, a été effectuée par la
PCR nichée. Les amorces utilisées ainsi que les milieux réactionnels sont présentés dans les
tableaux IX et X
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Tableau IX : Mélange réactionnel pour la premiére et la deuxiéme série de PCR de

Pfmdrl-86
Réactifs Concentration de la | Concentration Volume (en pl)
solution mére finale

H,O 12,8
Primer sens;: MDR-AI 10uM 0,2uM 0,5
Primer anti sens; MDR-A3 10uM 0,2uM 0,5
Tampon 5X 1X 5

PCR1 | dNTPs 2mM 200uM 2,5
MgCI2 25mM 1,5mM 1,5
Taq 5U/uL 1U 0,2
Extrait d'ADN 2
Volume final 25
H,O 12,8
Primer sens: MDR-A2 10puM 0,2uM 0,5
Primer anti-sens;: MDR-A4 10uM 0,2uM 0,5
Tampon: 5X 1X 5

PCR2 | dNTPs 2mM 200uM 2,5
MgCI2 25mM 1,5mM 1,5
Taq 5U/uL 1U 0,2
Extrait d'ADN 2
Volume final 25

Tableau X : Programmes d'amplification et séquences des primers pour analyse de

Pfmdr1-86

PCR Pfmdr-
186

Primers (5'—3')

Programmes
d'amplification

PCR1

MDR-AI:(30 bp)

Dénaturation initiale
94°C x 2mn

TGTTGAAAGATGGGTAAAGAGCAGAAAGAG PCR

MDR-A3: (33 bp)

30 cycles ; 94°C x Imn,
45°C x Imn,72°Cx 45s
Elongation finale

TACTTTCTTATTACATATGACACCACAAACA 72°Cx 5 mn

Conservation a 4°C

PCR2

MDR-A4: (30 bp)

Dénaturation initiale
94°C x 2mn

AAAGATGGTAACCTCAGTATCAAAGAAGAG PCR

MDR-A2: (33 bp)

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

72°Cx 5 mn

GTCAAACGTGCATTTTTTATTAATGACCATTTA Conservation a 4°C

Comme témoins, nous avons utilisé I'ADN d'une souche sauvage 3D7 et celui d’une souche

mutante DD2 qui ont été simultanément amplifiés avec les échantillons.
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e Digestion de I'ADN par les enzymes de restriction et Electrophorese du produit
de la digestion
La digestion des produits de la PCR nichée au point 86 a été faite avec 1’enzyme de restriction
Afl 111, dont le site de restriction et la taille des fragments obtenus sont consignés dans le
tableau (tableau XI).

Tableau XI : Tableau récapitulatif de la digestion enzymatique

Enzyme | Site de reconnaissance et | Nombre et taille (en pb) des | Nombre et taille (en pb) des
de coupure. bandes des sauvages bandes des mutants

Afl 1 5'...A/CRYGT...3’ Pas de coupure:560 2bandes:232, 328
3'..TGYRC/A..5'

Afin de digérer le produit de la PCR nichée, un mélange réactionnel a été préparé
conformément aux indications du tableau XII et incubé a la température optimale de 37°c

pendant 1 heure 30mn.

Tableau XI1 : Mélange réactionnel pour la digestion enzymatique au point 86

Réactifs Concentration du stocke | Concentration finale | Volume a prélever
(1))

H20 7,4

NEB3 10X 1X 2,0

BSA 100X 1X 0,2

Afl 111 (NEB) 5U/uL 2U 0,4

Produit de Nested PCR 10

Volume final= 20yl

A l'issue de la digestion, 5ul du produit final a été déposé sur gel d'agarose 2 % contenant 5ul,
de BET pour 100ul, de TBE 0,5X. L'électrophorése a éeté réalisée a une intensité de 400 mA
sous une tension de 90V pendant un temps de 1heure 30 minutes. Parallélement a I'ADN issu
des parasites des patients, un marqueur de poids 100pb et les témoins sauvages et mutants ont
été migrés par électrophorése pour l'interprétation des bandes. Le caractére sauvage, mutant
ou mixte d'un échantillon a été déterminé en fonction de la taille de ses bandes par rapport a

celles de DD2 et de 3D7, tout en se référant au marqueur de poids moléculaire.
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PM 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19

Source : SC-290713-Pfmdr1-86

Photo 2: Profil électrophorétique de I'ADN aprés digestion pour la détection des alléles du
géne Pfmdr1-86.

PM: marqueur de poids moléculaire 100pb ; 1=3D7 (560 pb) : contréle sauvage ; 2=DD2 (232
et 328 pb): contréle mutant. 3,4,6,7,10,11,12,14,15,17,18=souches sauvages. 5=mixte.
13,16,19= souches mutantes. 8=NTC. 9=MIX.

IV.4. Analyse des données et interpreétation des résultats
Les données ont été saisies sur le logiciel Microsoft Excel version 2007 et analysées avec le
logiciel Epi Info7 (version 7.1.3.10). Le test de Chi2 a été utilisé pour comparer les variables
catégorielles et mesurer leur association avec un niveau de significativité de 5% (p<0,05).
Les résultats de I'efficacité thérapeutique ont été présentés en terme de:
Echec thérapeutique précoce (ETP) :
e apparition de signes de danger ou de paludisme grave aux jours 1, 2 ou 3, en présence
d’une parasitémie ;
e parasitémie au jour 2 supérieure a celle du jour 0, quelle que soit la température
axillaire ;
e parasitémie au jour 3, et température axillaire supérieure ou égale a 37,5 °C ;
e parasitémie au jour 3 dépassant d’au moins 25 % celle du jour 0 [81].
Echec thérapeutique tardif (ETT) divisé en :
a) échec clinique tardif (ECT) :

MEMOIRE MASTER PARASITOLOGIE 32 SIRIMA Constant



D RAITEMENT AVEC L ARTEMETHER-LUMEFANTRINE (AL), ET ARTESUNATE-AMODIAQUINE (ASAQ).

e apparition de signes de danger ou de paludisme grave apres le jour 3 en présence
d’une parasitémie, en 1’absence préalable de tout critére d’échec thérapeutique
précoce ;

e présence d’une parasitémie et d’une température axillaire supérieure ou égale a 37,5 C
un jour quelconque entre le jour 4 et le jour 14 ou 28, en 1’absence préalable de tout
critere d’ETP [81].

b) échec parasitologique tardif (EPT) :

e présence d’une parasitémie au jour 14 ou 28 et température axillaire inférieure a
37,5 C, en I’absence préalable de tout critére d’ETP ou d’ECT.

Le taux d'échec thérapeutique constitue la somme des ETP et des ETT rapportés a I'ensemble
de I'échantillon [81].

Réponse clinique et parasitologique adéquate (RCPA) :

Absence de parasitémie au jour 14 ou 28, quelle que soit la température axillaire, en 1’absence
préalable de tout critere d’ETP, d’ECT ou d’EPT. Dans les estimations ajustées, les patients
qui auront une réapparition tardive de parasite (avec ou sans fievre) seront considérés comme

RCPA si l'analyse de la PCR montre une nouvelle infection plutot qu'une recrudescence [81].
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V RESULTATS

V.1 Caractéristiques générales de la population d'étude.

Au cours de cette étude, cent cinquante (150) patients ont été inclus. Au terme du suivi de 28
jours nous avons enregistré 2 perdus de vue. Parmi les 148 patients ayant terminé le suivi,
soixante-treize (73) ont recu la combinaison AL, et soixante-quinze (75) la combinaison
ASAQ. Le tableau XIII résume les caractéristiques démographiques et cliniques des patients
des deux groupes de traitement au jour d’inclusion. Il n’y avait pas de différence

statistiquement significative entre les deux groupes de traitement (p>0,05).

Tableau X111 : Caractéristiques demographiques et cliniques des deux groupes de

traitement n(%o)

Groupe AL (N=75) Groupe ASAQ P value
(N=75)

Sexe ratio (M/F) 1,02 1,20 0,62
Age (mois)
Moyenne (écart type) 40,47(28,36) 37,76(30,15)
Extrémes 12-120 12-144 0,57
Température (°C)
Moyenne (écart type) 36,65(0,47) 36,60(0,52) 0,52
Extrémes 35,9-38,0 35,6-38,3
Densité Parasitaire a
JO 47659,07 50762,52 0,67
Moyenne Géométrique 2246,0-197500 2019-182500
Etendu
Poids a JO (en kg)
Moyenne (écart type) 12,55(5,40) 12,01(5,15) 0,53
Etendu 5,10-32,0 5,80-34,0
Taux de gamétocyte
Moyenne 48,06 61,46 0,82

V.2 Résultats cliniques et parasitologiques

Le tableau XIV présente la réponse au traitement des 148 patients qui ont terminé leur suivi
de 28 jours. Les taux d'échecs thérapeutiques bruts (avant correction par la PCR) étaient de
38,35% et de 16,00% pour AL et ASAQ respectivement. La différence entre ces 2 taux etait
statistiquement significative [OR =1,79;IC 95%(0,90 - 3,58]) P=0,005]. Apres correction par
la PCR (mspl/msp2), les taux d’échecs étaient de 12,33% et 0% pour AL et ASAQ
respectivement. La également, la différence observée entre ces 2 taux était statistiquement
significative [OR=5,73 ; IC 95% (1,33 — 39,72]) P=0,001].
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Tableau XIV : Réponse au traitement par AL et ASAQ avant et apres correction par
PCR [%(n/N)]

AL (N=73) ASAQ (N=75) P value
ETT RCPA ETT RCPA
Classification non 38,98 61,64 12 84 0,0052
corrigée par la PCR (27173) (45/73) (9/75) (63/75)
Classification  corrigée 12,33 87,67 0 100 0,001
par la PCR (9/73) (64/73) (75/75)

V.3 Fréquence des mutations du point 86 du géene Pfmdr1.

Les 150 échantillons prélevés au jour d'inclusion avant I'administration du traitement (JO), ont
été analysés par la PCR. Les analyses moléculaires ont été réalisees avec succes sur tous les
150 (100%) confettis collectés. La fréquence de 1’allele mutant Pfmdrl-Y86 (constitué des
purs mutants et de 12 alléles mixtes) était de 18,67% [IC 95% (12,78-25,84)], et celle de
I’alléle sauvage Pfmdr1-86N était de 81,33% [IC 95% (74,16-87,22)].

V.4 Fréquence des alléles du Pfmdr1-86 dans chaque bras (AL & ASAQ)

Au jour d'inclusion avant I'administration du traitement (JO), I’alléle sauvage Pfmdrl-86N
était représenté a une fréquence de 82,67% et 80% dans le groupe AL et ASAQ
respectivement. L’alléle mutant a été observé a une fréquence de 20% dans le groupe ASAQ,
contre 17,33% dans le groupe AL (tableau XV). Avant donc la prise du traitement les
fréquences des différents alleles (sauvage et mutant) étaient similaires dans les deux groupes
de traitement (Chi2=0,176 ; p=0,675).

Aprés traitement, la fréquence de I’alléle mutant était plus élevée dans le groupe ASAQ
qu’avant traitement. Mais la différence observée n’était pas statistiquement significative
(15/75 :20% contre 4/9 : 44,4% ; p= 0,20). L’all¢le sauvage a été le seul retrouvé apres
traitement avec AL. Sa fréquence a significativement augmenté dans les échantillons de post
traitement en passant de 82,6% avant le traitement (62/75) a 100% (27/27) en post-traitement
(p<0,05) (tableau XV).
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Tableau XV : Proportion des mutants dans la population avant et aprés traitement

preé traitement post traitement
AL (n=75) ASAQ (n=75) AL (n=27) ASAQ (n=9)
Génotypes
Mutant 17,33 20 0 44,40
(13/75) (15/75) (4/9)
Sauvage 82,67 80 100 55,60
(62/75) (60/75) (27127) (5/9)

V.5 Relation entre les mutations du point 86 du géne Pfmdrl et la réponse au
traitement.

Pour étudier la relation entre la mutation N86Y du gene Pfmdrl et la réponse au traitement,
nous avons déterminé la fréquence des alléles sauvages et mutants du Pfmdrl dans le groupe
des patients ayant montré une RCPA et dans le groupe de patients classés comme
recrudescent. Dans le bras AL, nos résultats indiquent une fréquence de 85,94% et de 14,06%
pour 1’alléle sauvage et mutant respectivement dans la population des RCPA (tableau XVI).
Ces valeurs étaient de 66,67% et de 33,33% dans le groupe de patients ou un échec au
traitement a été observe.

Pour ce qui est de la relation entre la réponse au traitement avec ASAQ et la présence des
différents alleles du géne Pfmdrl-86, nous n'avons pas pu établir cette relation du faite que

tous les patients de ce groupe ont montré une RCPA.

Tableau XVI : Association entre mutation Pfmdr1-N86Y et la réponse au traitement

AL ASAQ
ETT RCPA ETT RCPA
(n=9) (n=64) (n=0) (n=75)
Mutant 33,33 14,06 0 20
(3/9) (9/64) (15/75)
Sauvage 66,67 85,94 0 80
(6/9) (55/64) (60/75)
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V1. DISCUSSION
Le but de cette étude était de déterminer d’une part I’efficacité de la combinaison ASAQ et
AL et d’autre part étudier la relation entre la mutation N86Y du géne Pfmdr1 et la réponse au

traitement.

VI.1. De Pefficacité de ASAQ et AL

A P’issu des 28 jours de suivi nos résultats ont montré que la combinaison ASAQ était encore
tres efficace pour le traitement du paludisme simple dans notre zone d’étude. Cependant nous
notons une baisse d’efficacit¢ de la combinaison AL comparativement aux résultats des
études antérieures [26; 67; 86]. D’autres auteurs, optant pour les méme conditions
d’administration des traitements (C’est a dire la prise observée des traitements), ont rapporté
des taux de guérison comparables aux nétres pour ASAQ [24; 41; 68]. Cela corrobore les
hypothéses selon lesquelles le respect des prescriptions médicales (posologies et modes
d’administration), dans le cadre du traitement du paludisme simple peut contribuer a garantir
I’efficacité des CTA et a retarder ainsi 1’émergence et la propagation des souches de
Plasmodium résistantes. Nos résultats confirment également ceux rapportés par TINTO et al
au cours d’une étude réalisée sur le méme site et qui alertait déja sur une baisse d’efficacité
des deux combinaisons [77]. Si pour ASAQ nous avons rapporté une efficacité meilleure, la
tendance a la baisse se confirme pour AL qui est en dessous du seuil critique de taux
d’efficacité de 90% recommandé par 1’Organisation mondiale de la Santé [81]. Ces résultats
sont surprenants car toutes les études conduites jusqu’a ce jour sur I’efficacité comparée de
ces deux combinaisons ont toujours rapporté une efficacité similaire des deux combinaisons
apres correction par la PCR [12; 67; 68; 75; 77]. L’une des hypothéeses pouvant étre évoquée
pour expliquer la faible efficacité de AL pourrait étre la taille tres réduite de notre échantillon
qui était de 75 patients par bras contre 167 patients par bras dans I’étude de TINTO et al.
[75]. La deuxiéme hypothése possible est le fait que la prise du traitement était supervisée
dans notre étude alors qu’elle ne 1’était pas dans 1’étude de TINTO et al. En effet lorsque
I’administration des traitements n’est pas supervisée, il ya un risque de sous-dosage des
traitements ou de traitements inachevés, surtout lorsque le patient se sent guérit. Toutefois si
toutes ces deux hypothéses etaient plausibles, cette baisse de I’efficacité devait concerner
aussi bien AL que ASAQ. Nous pensons donc qu’il y a probablement une baisse de sensibilité
du parasite a la combinaison AL au Burkina Faso. Ces résultats en ce qui concerne AL,

semblent confirmer les résultats ex vivo publiés en 2014 par TINTO et al, et qui rapportait
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une baisse de sensibilité a la luméfantrine ainsi que les résultats d’une étude conduite au
Kenya qui rapportait un début de baisse de sensibilité des souches de P. falciparum aux CTA
en Afrique [14; 74]. Ces résultats sont inquiétants car au Burkina Faso, AL est le traitement
alternatif lorsque ASAQ n’est pas accessible. Cela devra interpeller les autorités nationales
sur la nécessité de conduire des études similaires dans tous les facies épidémiologiques du
Burkina Faso afin de confirmer nos résultats et de proposer si besoin en était, d’autres
traitements alternatifs comme les combinaisons Dihydro artémisinine-Pipéraquine ou

Méfloquine-Artésunate qui sont des médicaments également enregistrés au Burkina Faso.

V1.2 De la fréquence des mutations au point 86 du géne Pfmdrl.

Cette étude nous a permis de déterminer la fréquence des mutations du point 86 du géne
Pfmdrl de P. falciparum. Nous avons trouvé une fréquence élevée (81,33%) de l'alléle
sauvage Pfmdrl-N86 dans la population. Cette valeur est supérieure a celle de 65,64%
observée par DA au cours d’une étude conduite au Burkina Faso en 2008 [17]. Nous pouvons
dire que la population de P. falciparum au moment de I’étude de DA subissait probablement
plus de pression médicamenteuse liée a 1’utilisation en son temps de la CQ et de I’AQ en
monothérapie. Par contre, notre étude s’est déroulée sept ans aprés ’adoption des CTA
comme médicaments de premiére ligne pour la prise en charge du paludisme simple a P.
falciparum au Burkina-Faso et on pourrait penser qu’il y a eu progressivement une
réémergence des souches sauvages sensibles apres le retrait de la CQ.

Cela nous conduit a avancer 1’hypothése d’une possibilit¢ de réintroduction de la CQ au
Burkina Faso surtout comme traitement alternatif dans un contexte ou une diminution de la
sensibilité aux CTA est de plus en plus rapportée. Cette hypothése est également évoquée au
Malawi ou Neuf ans aprés le retrait de la CQ et son remplacement par la Sulfadoxine-
Pyriméthame, aucune souche chloroquino-résistante ne circulait plus [42].

Pour la mutation Pfmdr1-86Y nous avons rapporté une fréquence de 18,67%. FALL et al
avaient rapporté des resultats similaires (14,90%) au cours d’une étude menee en 2010, (5 ans
aprés I’adoption des CTA) au Sénégal [27]. Par contre cette frequence était inférieure a celle
qui avait été rapportée par DA en 2008 au Burkina Faso qui était de 34,36% [17]. La mutation
Pfmdr1-86Y étant le plus souvent associée a la résistance a la CQ et a I'AQ [69; 76], cette
baisse de fréquence de I’alléle Pfmdrl-86Y que nous avons observé pourrait soutenir
I’hypothése que nous avons mentionné plus haut, qui stipule un retour de souches sensibles a

la CQ au Burkina Faso. Ainsi donc, la baisse de la fréquence de 1’allele Pfmdrl-86Y serait
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due a la diminution au fil des années de la pression de sélection de cette mutation exercee par
la CQ. En effet, au Sénégal, FROBERGET et al. en 2012, ainsi que FALL et al. en 2013
ont également observé une baisse de fréquence de I’alléle mutant aprés plusieurs années
d’utilisation de ASAQ comme médicament de premiére ligne pour le traitement du paludisme
simple [27; 31]. Le méme constat a éte fait au Kenya par EYASE et al., quatre(4) ans apres le

déploiement des CTA dans le pays [25].

VI.3 De ’impact du traitement sur la sélection de souches mutantes

Nous n’avons pas observé de différence significative entre les fréquences des alleles
(sauvages et mutants) du gene Pfmdrl-86 des 2 groupes a JO avant 1’administration des
traitements. Apres administration de la combinaison AL nous avons noté une sélection des
alleles sauvages. D’autres études, avec des fréquences de pré-traitement et de post traitement
différentes des nétres ont constaté la sélection des alléles sauvages lors des traitements avec
AL. Cela a conduit ces auteurs & émettre I’hypothése selon laquelle il y aurait une relation
entre la présence de I’alléle sauvage du géne Pfmdrl-86 et les échecs au traitement avec la
combinaison AL [21; 36; 42; 70].

Nous avons observé une sélection des mutants Pfmdr1-86Y dans le groupe ASAQ qui étaient
plus élevés dans le post-traitement que dans les échantillons de prétraitement. Méme si cette
différence n'était pas statistiquement significative du fait sans doute de la faiblesse de notre
échantillon. Elle corrobore les hypothéses émises par plusieurs auteurs qui pensent que cette
sélection découlerait d’une possible resistance croisée due a une similarité de structure entre
la CQ et I’AQ, une composante de ’ASAQ [6; 56; 76].

V1.4. De la relation entre les mutations du point 86 du gene Pfmdrl et la réponse
au traitement.

Nous avons observé une variation de la fréquence des alléles sauvages et mutants du Pfmdrl-
86 dans le groupe de patients traités avec AL et classés comme RCPA comparativement a
ceux classés comme ETT, mais cette différence n’était pas statistiquement significative. On
pourrait dire alors que I’issue du traitement avec AL n’est pas influencée par le fait que les
parasites hébergés par le patient soient du type sauvage ou mutant au niveau du géne Pfmdr1-
86. La présence de souches mutantes ne signifie donc pas que le traitement avec AL ne sera

pas efficace.
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Quant a la relation avec I’ASAQ, notre étude ne nous permettait pas de I’établir du fait
qu’aucun cas d’échec au traitement n’a été observé apres correction par la PCR. Nous
expliquons cela par le fait que la taille de notre échantillon était faible, ce qui constitue
d’ailleurs une des limites de notre étude. Nous n’avons donc pas observé de relation entre la
réponse au traitement et la présence des mutations Pfmdrl-86Y. Cependant, plusieurs
publications ont rapporté une relation entre cette mutation et la résistance a I'AQ [34; 76].
Toutefois il a été démontré que des souches mutantes Pfmdr1-86Y bien que présentant des
échecs a I'AQ étaient sensibles a la combinaison ASAQ [36; 56]. Nos résultats corroborent
cette observation car malgré la présence de la mutation dans la population prétraitement, nous
avons obtenu 100% de RCPA aprés correction par la PCR. Une autre hypothése qui pourrait
expliquer 1’absence de cette association est I’effet de I’immunité. En effet comme mentionné
plus haut, I’immunité (humorale ou cellulaire) agit de maniére similaire aussi bien sur les
isolats sensibles que résistants a un médicament [45; 71]. Dans une zone a transmission
stable, le degré d’immunité de la population est élevé et les mutants résistants qui échappent a
I’action du médicament peuvent étre éliminés par les facteurs de I’immunité. Si le niveau
d’immunité n’est pas suffisant (sujets expatries, jeunes enfants non encore immunises, adultes
en état de déficit immunitaire), les mutants résistants se multiplieront et engendreront des

manifestations cliniques [4].
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CONCLUSION
Cette étude a montré que la combinaison ASAQ est toujours efficace comme médicament de
premiere ligne pour le traitement de paludisme simple a P. falciparum dans cette région du
Burkina Faso. Toutefois, nous notons une baisse d’efficacité de la combinaison AL
comparativement aux résultats des études antérieures [67; 75]. Ces résultats sont inquiétants
et devront inciter les autorités nationales du Burkina Faso a conduire des études similaires
dans tous les facies épidémiologiques du Burkina Faso afin de confirmer nos résultats et de
proposer si besoin en était, d’autres traitements alternatifs. Nous avons observé 1’alléle
sauvage Pfmdr1-N86 & une fréquence plus importante que la mutation Pfmdr1-86Y]. L all¢le
sauvage a été majoritairement retrouvé au cours des réinfections dans le groupe AL ou nous
avons observé un fort taux de réinfections. Cependant nous n‘avons pas pu établir de relation
entre les différents alléles et la réponse au traitement avec ASAQ, liée sans doute a la faible
taille de notre échantillon. Nous n’avons pas observé de relation entre les différents alléles et
la réponse au traitement avec AL. Une ¢étude similaire avec une taille d’échantillon plus
importante combinée a un dosage du médicament dans le sang devra étre initiée afin de mieux
explorer le role de ce géne dans I’efficacité des traitements avec les deux combinaisons

étudiées.

PERSPECTIVES
Pour les études ultérieures, il sera nécessaire de procéder a la détermination du
polymorphisme des autres mutations ponctuelles du gene Pfmdrl avec un échantillon plus
grand afin de compléter les résultats de la présente étude et davoir des données plus

exhaustives pour une meilleure explication de la baisse de sensibilité a AL .
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