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1 Introduction

Maladie parasitaire, fébrile et hémolysante ; le paludisme est une
érythrocytopathie due au développement et a la multiplication dans
I'organisme humain d’'un hématozoaire du genre Plasmodium, transmis a
'homme par la piqure infectante d’'un moustique femelle du genre
Anopheles. Bien que de progres importants aient été réalisés dans la
lutte contre le paludisme, cette maladie demeure une menace majeure

pour la santé de la population mondiale [1].

Au Mali, le paludisme est la premiere cause de consultation,
d’hospitalisation et de mortalité dans les formations sanitaires et sa
prévalence nationale est de 36% chez les enfants de moins de 5ans
selon I'enquéte sur les indicateurs du paludisme au Mali en 2015 [2].
Dans les zones endémiques du paludisme, I'expression clinique de la
maladie est influencée par plusieurs facteurs, notamment I'acquisition de
immunité anti palustre qui elle-méme est lié a 'age. Cependant, des
facteurs liés au parasite et a son interaction avec I'h6te pourraient étre
déterminant non seulement pour I'expression clinique de la maladie,

mais aussi, pour sa transmission par I'anophéle.

Les études sur la persistance de la parasitémie et sur la polyclonalité
parasitaire sont nécessaires pour une meilleure compréhension de la
maladie. Ces deux phénomeénes pourraient influencer I'acquisition de
limmunité anti palustre [3, 4]. La plus part des études faites étaient
transversales [4-8] et elles étaient focalisées sur les groupes d’age des
populations exposées ou sur le phénotype clinigue de linfection
(symptomatique ou asymptomatique). Ces études précédentes ne
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prennent pas en compte la dynamique de l'infection par P. falciparum au

niveau individuel.

Les études antérieures ont démontré qu'au cours de linfection a P.
falciparum, en particulier dans les zones a forte transmission, qu’un
patient pourrait étre simultanément infecté par de multiples clones de P.
falciparum génétiquement distincts. Cette polyclonalité peut influencer la
durée et les conséquences de [linfection [9-12]. Pourtant, les
associations contradictoires ont été rapportées par certaines études,
notamment celle de Kiwuwa et al en Ouganda ont trouvé que le
paludisme sévere était significativement associé a une forte complexité
de linfection [9]. Par contre, Al-Yaman et al ont rapporté que le risque
réduit de paludisme clinique était associé a des infections poly clonales
de P. falciparum en Papouasie-Nouvelle-Guinée [13]. En outre,
plusieurs études ont révélé que des infections polyclonales antérieures
étaient moins susceptibles de provoquer le paludisme clinique en cas de

nouvelles infections a P. falciparum [11, 14, 15].

Malgré ces études, il n'est pas clair si I'immunité anti palustre est une
conséquence de l'exposition continue a des antigenes présentés
simultanément dans une infection poly clonale ou le résultat d'un portage
prolongé de parasites, tous ces deux phénoménes sont communs aux
infections a P. falciparum dans les zones ou la transmission est intense
[11, 12, 16, 17]. Ainsi, notre étude avait pour but d’évaluer le role de la
persistance de P. falciparum et de sa polyclonalité au cours de 'acces

palustre dans le village de Kéniéroba.

M Influence de la Persistance de P. falciparum et de la multiclonalité sur le risque de
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Hypothese de recherche

La persistance et la polyclonalité¢ de linfection a P. falciparum sont

corrélées a la diminution du risque de paludisme clinique.
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2. Objectifs

2.1. Objectif général
Etudier l'influence de la persistance et de la polyclonalité de I'infection a

P. falciparum dans le village de Kéniéroba entre 2013 et 2014

2.2. Objectifs spécifiques

1. Déterminer la répartition temporelle de linfection a P. falciparum
entre juin 2013 et mai 2014 dans le village de Kéniéroba ;

2. Déterminer la polyclonalité de linfection a P. falciparum dans le
village de Keéniéroba entre juin 2013 et mai 2014 ;

3. Décrire la dynamique de l'infection palustre chez les patients vivant
dans le village de Kénieroba en fonction de I'age ;

4. Déterminer la relation entre la persistance et la polyclonalité de P.
falciparum dans le village de Kéniéroba entre juin 2013 et mai
2014.
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3. Généralités sur le paludisme

Le paludisme est une maladie potentiellement mortelle due a des
parasites transmis a ’'homme par des piqures de moustiques femelles
infectés. Les jeunes enfants, les femmes enceintes et les voyageurs non
immunisés venant de régions exemptes de paludisme sont

particulierement vulnérables a la maladie.

Au niveau mondial, I'incidence du paludisme est estimée en baisse de
18 % ; elle passe en effet de 76 cas de paludisme pour 1 000 habitants
exposés au risque de paludisme en 2010 a 63 cas pour 1 000 en 2016.
La région Asie du Sud-Est enregistre la baisse la plus prononcee (48 %),
suivie des régions Amériques (22 %) et Afriqgue (20 %). Entre 2015 et
2016, la mortalité liée au paludisme a connu une baisse dans les régions
Asie du Sud-Est (44 %) et Afrigue (37 %), et par contre elle a

augmentée dans les régions Amériques et Méditerranée orientale [18].
3.1. Epidémiologie du paludisme

Le paludisme est une parasitose due a un hématozoaire du genre
Plasmodium transmis a 'homme par la piqure infectante d’'un moustique
femelle du genre Anopheles. La transmission du paludisme est élevée
dans toute la zone intertropicale entre le 30° de latitude nord et le 30° de
latitude sud, particulierement en Afrique ou la majorité des cas sont
enregistrés [19].La distribution du paludisme est extrémement variable
d’'une zone géographique a une autre, voire a l'intérieur du méme village.
Cette hétérogéneité est influencée par de nombreux facteurs tels que le
vecteur, I’"hote et le parasite. Tous ces facteurs sont en relation
dynamiques avec les facteurs environnementaux et socio-economiques

qui conditionnent I'épidémiologie du paludisme [20].

y»B Influence de la Persistance de P. falciparum et de la multiclonalité sur le risque de
paludisme clinique a Kéniéroba, Mali



Thése de Médecine Amadou Cissé | 2016-2017

3.1.1. Différents facies épidémiologiques

Les indices qui permettent de classer les zones de transmission du
paludisme sont fonction des facteurs qui conditionnent I'épidémiologie du
paludisme. L’indice de stabilité décrit par McDonald permet de classer le

paludisme en deux zones :

Les zones de paludisme stable ou endémique: la transmission du
paludisme est longue et intense entrainant une prémunition permettant
aux individus de limiter les manifestations cliniques graves chez les
jeunes enfants.

Les zones de paludisme instable ou épidémique: la transmission du
paludisme est trés courte et il sévit sous forme épidémique. Ce
caractére épisodique de la transmission ne permet pas le
déeveloppement de la prémunition. Toutes les classes d’age sont a

risque de développer la maladie [21].
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Tableau | : Classification du paludisme en fonction du niveau
d’endémicite [22]

Niveau IP % chez les IS % chez les Transmission
d’endémicité enfants de 2-9 ans enfants de 2-
(Yaoundé, 1962) 9 ans

(Kampala,
1950)
Hypo-endémique <10 <10 Sporadique
Méso-endémique 11-50 11-50 Périodique en
fonction de la
pluviométrie
Hyper- 50-75 50-75 Intense et
endémique saisonnale
Holo-endémique >75 >75 Peut survenir

toute I'année

IP: Indice plasmodique; IS: Indice Splénique

Au Mali, Il y a une extréme variabilité de la situation épidémiologique en
fonction des faciés géo-climatiques, entrainant cing modalités

épidémiologiques de transmission du paludisme [23].

Une zone soudano-guinéenne a transmission saisonniére longue = 6
mois. Dans cette zone, l'indice plasmodique (IP) chez les enfants de 2 a

9 ans est = 80%. L’état de prémunition est acquis vers I'dge de 5-6 ans
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au prix d’'une mortalité infantile élevée. Cette zone couvre toutes la partie
sud du pays (Sikasso, sud des régions de Kayes, Koulikoro et Ségou) ;
Une zone sahélienne a transmission saisonniére courte < 3 mois. Dans
cette zone, I'IP se situe entre 50-70% chez les enfants de 2 a 9 ans.
L’état de prémunition est rarement atteint avant 'age de 9-10 ans. Cette
zone recouvre toute la partie centrale du pays (Mopti et le nord des
régions de Kayes, Koulikoro et Ségou) ;

Une zone de transmission sporadique voire épidémique correspondant
aux régions du Nord (Tombouctou, Gao, Kidal, Ménaka et Taoudéni).
L’'IP est en dessous de 5% chez les enfants de 2 a 9 ans. Tous les
groupes d’age sont a risque de paludisme grave.

Des zones de transmission bi- ou plurimodales comprenant le delta
intérieur du fleuve Niger et les zones de barrages (Manantali, Sélingué,
Markala) et de rizicultures (petits barrages du pays Dogon). L'IP se situe
entre 40-50% chez les enfants de 2 a 9 ans. Dans ces zones, 'anémie
reste un phénotype clinique important.

Des zones peu propices a l'impaludation particulierement dans les
milieux urbains comme Bamako et Mopti ou le paludisme est hypo
endémique. L'IP est <10% chez les enfants de 2 a 9 ans et les adultes

peuvent faire des formes graves et compliquées de paludisme.
3.1.2.Agents pathogenes

3.1.2.1. Taxonomie

Sur le plan taxonomique, le Plasmodium appartient au régne des
Protista, au sous-regne des Protozoea, au Phylum des Apicomplexa, a
la classe des Sporozoea, a la sous-classe des coccidia a l'ordre des
Eucoccidae, au sous-ordre des Haemosporidae, a la famille des

Plasmodidae, au Genre Plasmodium.
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Le genre Plasmodium comprend environ 172 especes qui infectent les
oiseaux, les reptiles et les mammiféres. Les autres genres du méme
groupe comprennent Hepatocystis, Haemoproteus et Leucocytozoon,
dont aucun n’est infectieux pour ’'homme. Les parasites des humains et
des primates font tous partie soit du sous-genre Plasmodium
(Plasmodium) soit du sous-genre (Laverania), alors que tous les autres
infectant les mammiferes font partie du sous-genre hétérogene
(Vinckeia).

3.1.2.2. Différentes especes de Plasmodium infectant ’homme

Le paludisme est transmis par un protozoaire du genre Plasmodium. Il
existe de tres nombreuses especes de Plasmodium touchant diverses
especes animales, mais seulement cing de ces espéeces sont retrouvées

en pathologie humaine [20].

3.1.2.2.1. Plasmodium falciparum

C’est I'espece responsable de la fievre tierce maligne, elle est la plus
redoutable et la plus intensément répandue en Afrique sub-saharienne.
Elle est responsable de la quasi-totalité des décés dus au paludisme.
Elle représente 85 a 90% de la formule parasitaire au Mali. Il attaque
aussi bien les érythrocytes jeunes (réticulocytes) que les plus ageés.
L’espéce P. falciparum est surtout répandue dans les zones

intertropicales ou le paludisme sévit de facon endémique.

3.1.2.2.2. Plasmodium vivax
Beaucoup plus rare en Afrique, il est tres largement répandu en

Amérique du Sud et en Asie. Les mélanodermes en grande majorité
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étaient consideres comme résistants a I'infection, toute fois les récentes
études ont montré que le P vivax peut infecte les Duffy négatif.

Les manifestations cliniques liees a P. vivax sont classiquement
considérées comme bénignes, hors parfois on observe des acces de
reviviscences (formes de rechute). Cependant, dans les zones
d’endémie palustre il peut avoir des répercussions graves sur I'état de
santé des populations, notamment en causant des anémies chez
'enfant [20]. Son incubation est de 11 a 13 jours avec souvent des

rechutes tardives.

3.1.2.2.3. Plasmodium malariae

Sévit en Afrique de maniere beaucoup plus sporadique. Il est surtout
responsable des reviviscences trés tardives (jusqu'a 20 ans apres le
retour de la zone d’endémie). Les mécanismes physiopathologiques de
ces formes tardives ne sont pas totalement élucidés. Certains évoquent
la présence de mérozoites latents dans les voies lymphatiques. Les
manifestations cliniques dues a l'infection sont bénignes, toutefois il peut
entrainer des complications rénales [20]. Son incubation peut aller de 15

a 21 jours.

3.1.2.2.4. Plasmodium ovale

Il est essentiellement retrouvé en Afrique intertropicale du centre et de
'ouest. Les manifestations cliniqgues sont généralement modérées. Son
évolution est bénigne mais il peut persister dans le foie sous forme
dormante provoquant des rechutes tardives [20]. Son incubation peut
aller de 15 jours au minimum jusqu'a 4 ans. Les méthodes génétiques
ont récemment montré que P. ovale se compose de deux sous-especes,

P. ovale curtisi et P. ovale wallikeri [24, 25].
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3.1.2.2.5. Plasmodium knowlesi

Sévit en Asie du Sud-Est (particulierement en Malaisie et a Bornéo) et
en zone forestiere car il touchait initialement les singes. Il est
morphologiqguement proche de P. malariae et se différencie des autres
especes par un cycle érythrocytaire de 24 heures responsable d'une
fievre quotidienne. Il existe de rares formes graves, voire mortelles avec

une parasitémie élevée [20].

3.1.3. Cycle biologique

Le cycle du Plasmodium est un cycle complexe qui comprend un hote
intermédiaire (I'homme), ou il se trouve sous une forme haploide et se
multiplie de maniere asexuée et un hoéte définitif, I'anophele femelle,

chez qui se déroule la reproduction sexueée.

3.1.3.1. Cycle Chez le moustique (Sporogonie)

Lors d'un repas sanguin sur une personne infectée, I'anophele femelle
ingére des formes asexuées du Plasmodium ainsi que les gamétocytes
males et femelles. Ces derniers parviennent dans l'estomac du
moustique et se transforment en gametes. Le gameéte male subit un
processus d’ex flagellation et forme des micro gameétes qui fécondes les
gameétes femelles. Il en résulte un zygote appelé ookinete ; celui-ci
s'implante sous la paroi stomacale en formant I'oocyste. Cette bréve
phase diploide s’achéve par une division méiotique suivie par plusieurs
milliers de mitoses qui conduit a la production de sporozoites, forme
infectante pour 'lhomme. L'éclatement de I'oocyste libere des éléments
mobiles et haploides dans I'hémolymphe. Les sporozoites gagnent
préférentiellement les glandes salivaires du moustique d'ou ils pourront

étre injectés avec la salive lors d'une piqdre infectante. Chez le
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moustique, l'ensemble de ce cycle se déroule entre 10 a 40 jours,

suivant la température extérieure et I'espece en cause.
3.1.3.2. Cycle chez ’lhomme (Schizogonie)

3.1.2.2.3. Cycle exo érythrocytaire

Au cours de la piqQre, 'anophéle femelle infecté injecte dans un
capillaire des sporozoites. Les sporozoites passent dans la circulation
générale et, en quelques minutes, ils envahissent les hépatocytes grace
a une interaction spécifiqgue entre la protéine majeure a la surface du
sporozoite (CSP) et un récepteur spécifique situé sur la membrane
plasmique de I'hépatocyte du coOté de l'espace de Disse, espace
directement en contact avec le sang circulant. Le sporozoite entre alors
dans une phase de réplication au sein de la vacuole parasitophore et de
prolifération intracellulaire qui repousse en périphérie le noyau de la
cellule. Il finit par constituer une masse multinucléée appelée schizonte
(schizonte hépatocytaire) qui conduit a la libération de plusieurs dizaines
de milliers de mérozoites dans la circulation sanguine. Cette phase de
multiplication est asymptomatique et dure 8 a 15 jours selon les

especes.

3.1.2.2.4. Cycle intra érythrocytaire

C’est la seule phase symptomatique du cycle et est d'intensité variable
selon le statut immunitaire de la personne infectée. Les mérozoites
libérés lors de la rupture de I'hépatocyte vont débuter le cycle sanguin
asexué de prolifération de P. falciparum en infectant les érythrocytes. Le
Merozoite pénétre grace a un processus parasitaire actif et se différencie
en anneau (trophozoite jeune), puis en trophozoite mature, stade a partir
duquel une intense phase réplicative commence. |l donne alors

naissance au schizonte (schizonte érythrocytaire). Celui-ci, apres
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segmentation, montre une forme caractéristique de rosace, puis libére 8
a 32 meérozoites qui rapidement réinfectent des eérythrocytes sains.

L'ensemble de ce cycle dure 48 heures chez P. falciparum.

L’apparition des gamétocytes a eu lieu aprés un certain nombre de
cycles. Certains trophozoites se transforment en gamétocytes
différenciés males et femelles. Ce cycle asexué dure 10 a 40 jours selon
la température extérieure et les especes en cause [26]. Ces
gameétocytes peuvent persister plusieurs semaines apres la guérison. A
la suite d'une nouvelle pigare par un anophéle, les gamétocytes males et
femelles (au dimorphisme sexuel marqué) sont ingérés par I'anophéle
avec le repas sanguin et un nouveau cycle commence. Il est a noter que
moins de 20% des piqldres de moustiques contenant des sporozoites
dans leurs glandes salivaires sont responsables d'infections en zone

endémie [27].
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3.2.  Polyclonalité de l'infection a P. falciparum

L’intensité et la durée de la transmission palustre dans le contexte
épidémiologique africain sont variables d’'une région ou méme d'un
vilage a l'autre. Ainsi, le nombre de piqlres infectantes recues, leur
fréquence, la durée de la période de transmission, les especes vectrices
locales, les habitudes culturelles des populations, leurs parcours
thérapeutigues et leur appartenance ethnique, peuvent affecter
I'épidémiologie du paludisme. L’ensemble de ces facteurs, parmi
lesquels les modalités de I'exposition a P. falciparum joue un role-clé,
définit 'endémicité du paludisme dans une région donnée, le caractere
pérenne ou saisonnier de la transmission, et, va finalement imposer le
rythme de lacquisition de l'immunité naturelle anti palustre, qui va
gouverner la distribution de linfection a P. falciparum en fonction de

'age

e L’incidence des cas cliniques, la prévalence de l'infection palustre,
les densités parasitaires, le hombre de génotypes parasitaires co-
infectants, caractérisant 'infection a P. falciparum seront distribués
de fagon constante ou non, au cours de la vie d’'une personne en
fonction des facteurs qui déterminent I'acquisition de l'immunité
anti palustre naturelle. Parmi tous les parametres de l'infection, de
nombreuses études ont montré I'importance de la multiplicité (ou
complexité) de linfection, définie comme le nombre minimal de
génotypes parasitaires distincts portés par un individu infecté [28].
Ce parametre détermine les éléments suivants de la biologie et de
I'épidémiologie du parasite [29, 30].
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e Gamétocytogenese [12] détermination du sexe et allocation des
sexes (proportion des males, i.e. sex-ratio [31, 32] conduisent au
succes de la transmission a partir des stades sexuels [12, 33].

e Structure des populations du parasite : le nombre de génotypes co-
infectants et con-spécifiques détermine la  probabilité
d’autofécondation entre gameétocytes génétiquement identiques
chez le vecteur [34-36].

e Evolution de la virulence : le nombre de génotypes Co-infectants
dans une infection multiple et/ou mixte détermine la compétition
intra- et interspécifique au sein des hétes homme et vecteur [33,
37-39]

Les premieres études de la diversité genétique des isolats sanguins
humains menées avec des margueurs iSO enzymatiques ou d’aprés
'analyse de variants antigéniques avaient déja montré qu’un hbte
héberge communément plusieurs génotypes distincts de parasites dans
les zones ou le paludisme est endémique [40, 41]. Les méthodes de
génotypage moléculaire basées sur I'amplification de 'ADN par PCR ont
ensuite permis de caractériser genétiguement la composition et la
diversité des infections naturelles a P. falciparum chez 'homme. Elles
ont été largement appliquées a I'étude ponctuelle ou au suivi longitudinal
des populations de parasites présentes dans le sang circulant des
patients paludéens symptomatiques ou asymptomatiques, dans une tres
grande variété de contextes épidémiologiques, et pour toutes les classes
d’ages lors de suivis longitudinaux menés dans les villages de Dielmo et
Ndiop au Sénégal [42] de Madang en Papouasie-Nouvelle-Guinée [43]
,en Tanzanie [44] et au Mali [45].
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Néanmoins, ces études ont montré que les infections a P. falciparum
étaient composées de plusieurs génotypes Co-infectants, quasiment
dans tous les contextes de transmission : transmission intense [45-50],
moyenne et saisonniére, rurale ou urbaine [51-55] ou de transmission
faible et saisonniere [16, 56] en Afrique, mais aussi en Asie du Sud-est
[57] ou en Amérique Latine [58, 59].

D’autres études de variabilité génétique ont montré une relation directe
entre le degré d'endémicité des parasites et la variation génétique [59,
60]. Dans les zones endémiques palustres comme ['Afrique
subsaharienne, les infections polyclonales de P. falciparum présentent
une grande diversité génétique et un déséquilibre de liaison (LD) faible.
En revanche, dans les zones a faible endémie, comme les pays
d'Amérique du Sud, les patients souffrant de paludisme devraient avoir
des infections causées par un seul clone avec une diversité génétique

limitée et une LD plus étendue [46].

3.3. Persistance de P. falciparum
La dynamique des infections chez I'homme dépend de l'intensité et de la
durée de la transmission, mais aussi du degré dimmunité et de la
susceptibilité génétique du sujet. L'issue d'une infection est trés variable
du portage asymptomatique aux formes graves et compliquées. Le
portage prolongé du parasite dans le sang périphérique peut constituer
un réservoir pour linfection du vecteur au début de la saison de

transmission.

3.4. Physiopathologie du paludisme
Le paludisme et ses complications sont la résultante d’'une cascade

d’évenements physiopathologiques, influencés a la fois par le parasite et
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les facteurs lies a I'h6te y compris l'immunité et les facteurs de

susceptibilité génétiques.

3.4.2. Acces de primo-invasion

Par définition, il apparait chez un sujet neuf, non-immun, c’est-a-dire
chez l'enfant de 4 mois a 4 ans, chez les personnes récemment
déplacées d'une région exempte de paludisme vers une zone d’endémie
en absence de mesures préventives [61]. L'incubation, encore appelée

phase pré-patente dure de 7 a 20 jours et est cliniquement muette.

L’invasion est marquée par I'apparition d’'une fiévre continue. Le tableau
clinique est celui d’'un embarra gastrique fébrile avec anorexie, douleurs
abdominales, nausées, parfois vomissements, diarrhée, associés a des
céphalées et a des myalgies. A I'examen clinique, le foie (surtout chez
I'enfant) est parfois augmenté de volume, la rate est normale, les urines
sont rares, foncees et peuvent contenir des protéines [62]. Ce paludisme
de primo-invasion peut guérir spontanément apres plusieurs épisodes
fébriles. Une splénomégalie modérée apparait dans ce cas, signe tardif
au cours de la primo-invasion et élément de bon pronostic. S’il s’agit
d’'une invasion a P. falciparum, elle évolue parfois vers I'acces pernicieux
secondaire annoncé par la majoration des céphalées et I'apparition de

signes neurologiques [62].

3.4.3. Acces palustre simple

Il correspond a la schizogonie érythrocytaire et réalise les tableaux de la
fievre tierce maligne a P. falciparum ou bénigne a P. vivax, P. ovale ou
de la fievre quarte bénigne a P. malariae. Classiquement, l'accés
palustre simple évolue en trois phases, soit aprés une phase
prodromique, associant céphalées, anorexie, nausées, soit brutalement

avec .
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- la sensation de froid avec frissons intenses, céphalées et
vomissements, pendant 1 a 2 heures,

- la fiévre d’ascension rapide a 40°C ou plus ; le pouls est tres rapide ou
lent. Apres avoir été pale, le malade est congestif, vultueux.

- la sensation de malaise est intense. Cette période dure de 1 a 4
heures. Les sueurs profuses accompagnent la défervescence, laissant le
patient asthénique et courbaturé. L’hépato-splénomégalie est
inconstante. Cet accés se répeéete tous les 2 ou 3 jours selon I'espéce
plasmodiale, pendant environ une dizaine de jours. Il peut, soit donner
lieu ultérieurement a quelques rechutes similaires, plus ou moins
éloignées (P. malariae, ovale et vivax) soit évoluer a tout instant vers

I'accés pernicieux (P. falciparum).

3.4.4. Acces chez les patients immuns
Le portage d’infection plasmodiale asymptomatique est fréquent dans les
zones ou la transmission est perenne. Il faut penser a une autre maladie

infectieuse associée a un paludisme asymptomatique.

3.4.5. Paludisme grave et compliqué

L’infection palustre est le plus souvent asymptomatique en zone holo- et
d’hyper-endémie chez les enfants d’age scolaire. L’apparition des formes
graves est surtout liée a la virulence de I'espece P. falciparum et au
niveau de l'immunité acquise des personnes [63]. Les concepts
physiopathologiques du paludisme grave font intervenir deux
phénomenes interdépendants : la séquestration des hématies parasitées

et le phénomene immunologique.

3.4.5.2. Séquestration
C’est I'adhésion des érythrocytes infectés aux cellules endothéliales des

capillaires veineux au moyen d’interaction spécifiques entre les
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molécules d’origine parasitaire présentes a la surface des globules
rouges infectés avec les récepteurs correspondants a la surface des
cellules endothéliales, aboutissant a I'obstruction des micro vaisseaux.
Trois mécanismes concourent a ce phénoméne : I'auto-agglutination, la

formation de rosettes «ou rosetting» et la cytoadhérence.

3.4.5.3. Auto- agglutination
Elle correspond a un regroupement des érythrocytes infectés entre eux

pour former des micros agrégats susceptibles d’obstruer les capillaires
profonds. Elle a été observée chez de nombreuses souches de P.
falciparum étudiées en culture au laboratoire. Pour certains auteurs, elle
est favorisée par les plaquettes portant les récepteurs CD36 a leurs

surfaces [64].

3.4.5.4. Formation des rosettes «ou rosetting»

Les hématies parasitées ont la faculté d’attirer autour d’elles des
hématies non-infectées pour former des rosettes : c’est le phénomene
de « rosetting». La formation des rosettes est la conséquence de la
liaison entre des ligands parasitaires (PfEMP1) présents a la surface des
hématies infectées et leurs récepteurs correspondant sur les globules
rouges non infectés. Plusieurs récepteurs pour les ligands parasitaires
(PfEMP1) impliqués dans ce phénomeéne ont été décrits a la surface des
globules rouges : récepteur 1 du complément (CR1/CD35), tri-
saccharides des groupes sanguins A et B, CD36, PECAM-1/CD31

(Platelet-endothelial cell adhesion molecule-1).

Les anticorps (IgM et IgG) et certains composants du complément (C3b
et C4b) jouent aussi un role dans ce phénomeéne a travers le récepteur 1

du complément (CR1) [63]. Il aboutit a la formation d’'un agrégat qui
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contribue a l'obstruction des petits vaisseaux sanguins. Il varie d’'une
souche plasmodiale a l'autre et est corrélé au degré de sévérité du
paludisme [64-66].La formation de rosettes constitue un mode de
protection pour le parasite contre le systeme phagocytaire de la rate et

exerce un effet délétére pour I'héte par blocage du flux sanguin.

3.4.5.5. Phénoméne de Cytoadhérence

La cytoadhérence des hématies parasitées a I'endothélium vasculaire ou
aux cellules trophoblastiques placentaires entrainent la libération de
médiateurs pro inflammatoires (cytokines) impliqués dans la sévérité de
la maladie [67]. C'est le mécanisme qui a été le mieux étudié ces
derniéres années. Ce phénomene permet au Plasmodium de se
developper plus facilement grace a un environnement gazeux favorable
et d’échapper a la clairance splénique et provoquer une obstruction des
micro vaisseaux surtout au niveau cérébral qui semble étre la principale
cause du neuropaludisme. La sequestration entrainerait aussi une
dilatation des micro vaisseaux par la libération du monoxyde d’azote

(NO), responsable de 'cedéme céreébral et pulmonaire.

Les hématies parasitées expriment a leur surface des protubérances
(knobs) qui semblent jouer un rdle important dans leur adhésion aux
cellules endothéliales. 1l s’agit de protubérances protéiniques auxquelles
sont incorporés des antigenes plasmodiques. Parmi ces antigenes
plasmodiques on peut citer : PfEMP-1 et 2 (Plasmodium falciparum
Erythrocyte Membrane Protein 1 et 2) ; PfHRP-1 (Plasmodium
falciparum Histidin Rich Protein) ou KAHRP (Knob-Associated Histidin-
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Rich Protein), RESA (Ring Erythrocyte Surface Antigen) et EDM

(Electron-Dense- Material).

Parmi ces protéines parasitaires associées aux knobs, PfEMP-1 est le
ligand parasitaire le mieux caractérisé. PfEMP-1 interagit avec des
récepteurs spécifiqgues au niveau des cellules endothéliales vasculaires
et du syncytiotrophoblaste tels que I'lCAM-1 (Inter Cellular Adhésion
Molécule-1), le CD36, le VCAM-1 (Vascular Cell Adhesing Molecular-1),
le CD31 ou PECAM-1, le CSA (Chondroitin Sulfate A) et la sélectine.
L’adhésion des hématies parasitées a ces récepteurs entraine leur
séquestration a l'intérieur de la microcirculation. La séquestration permet
aux hématies parasitées d’échapper a la clairance splénique et de

contribuer a la gravité du paludisme.

3.4.5.6. Mécanismes immunologiques

Le systeme a médiation cellulaire impliqguant les lymphocytes CD4 et les
macrophages qui jouent un role tres important dans la pathogénese du
neuropaludisme. Les antigenes plasmodiaux facilitent le recrutement des
macrophages et la libération de nombreuses cytokines pro-
inflammatoires (I'lFN-y, le TNF-a, I'lL-1 et I'lL-6.) dont leurs actions se
conjuguent au phénomene de ralentissement circulatoire conséquence
de la séquestration [20]. Parmi ces médiateurs, le TNF-a est la cytokine
clé de linfection palustre car a faible dose, il est nécessaire pour

I'élimination des parasites et a forte dose, il devient pathologique.

LR Influence de la Persistance de P. falciparum et de la multiclonalité sur le risque de
paludisme clinique a Kéniéroba, Mali



Thése de Médecine Amadou Cissé | 2016-2017

3.4.6. Prévention et traitement du paludisme

3.4.7. Prévention

Malgré des années de recherche, peu de candidats vaccins prometteurs
ont été mis au point. Il existe difféerentes mesures de prévention qui
peuvent protéger soit contre l'infection, soit contre le développement de
la maladie chez les individus infectés. Les mesures qui protegent contre
l'infection visent le vecteur de la maladie, a savoir 'anophéle. Celles-ci
peuvent étre des mesures de protection personnelle (individuelles ou
familiales): vétements de protection, insectifuges, pulvérisation intra
domiciliaire des habitations en utilisant des insecticides a effet remanent,
ou des mesures de protection de la collectivité ou population telle que la
gestion environnementale en vue de limiter la transmission. Ainsi, la
chimio-prophylaxie individuelle s’adresse a toute personne a risque
d’exposition en zone impaludée (femme enceinte, expatriés, voyageurs,
touristes ou migrants). Elle n‘’empéche pas linfection mais évite les

formes graves.
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3.4.7.1 La Chimio prévention saisonniére du Paludisme (CPS) qui
est une nouvelle intervention, elle s’adresse aux enfants de 03 a 59
mois et consiste a administre chez ceux enfants un traitement complet
(d’amodiaquine et de sulfadoxine-pyriméthamine AQ+SP) a commencé
au début de la saison de transmission en donnant au maximum
guatre doses pendant celle-ci a un intervalles réguliers d’'un mois.(dans
la mesure ou les deux médicaments conservent une efficacité
antipaludique suffisante). Elle assure une prévention sdre et efficace
contre les cas de paludisme a Plasmodium falciparum non compliques

et séveres en zone de forte transmission saisonniere [68].

La recommandation stratégique de 'OMS pour la CPS se fonde sur les
résultats de sept études réalisées dans des zones de forte transmission
saisonniere du paludisme dans les regions sahéliennes et
subsahéliennes de I'Afrique subsaharienne entre 2002 et 2011. Ces
études montrent que la CPS avec administration mensuelle de SP + AQ
chez les enfants agés de 3 a 59 mois pendant une période allant jusqu’a
guatre mois au cours de la saison de forte transmission du paludisme :

e Evite environ 75 % de I'ensemble des accés palustres

e Evite environ 75 % des accés palustres graves ;

e Pourrait entrainer une diminution de la mortalité de I'enfant
d’environ 1 pour 1000 ;

e Reéduit probablement lincidence de |'anémie modérée [69].
Cependant, il faut noter que les conséquences de I'administration
de la CPS pendant plusieurs années n’ont pas encore été
évaluées ; et on n’a pas signalé d’événements indésirables graves
qui sont probablement rares. A part des vomissements juste apres
la prise des molecules SP et AQ, certaines affections non graves

et qui disparessent d’elles mémes sans laissé des séquelles. Une
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étude réalisée en Gambie avec la distribution communautaire de la
combinaison sulfadoxine-pyrimethamine et Amodiaquine en TP |
chez les enfants de 6 ans et moins a donné une efficacité de 87%
contre le paludisme[70]. Selon une revue par Greenwood, chez les
enfants plus jeunes (age inférieur a 5 ans) le traitement intermittent
préventif réduit la mortalité infantile liée au paludisme de 40%[71].
Ces difféerentes études ont permis a 'OMS de recommander la
stratégie de la chimioprévention du paludisme saisonnier avec la

sulfadoxine-pyrimethamine et I'amodiaquinepour les régions :

- ou plus de 60 % de l'incidence annuelle du paludisme sont enregistrés

sur quatre mois ;

- ou la morbidité palustre représente la majeure partie de la morbidité

chez I'enfant

- (incidence > 10 cas de paludisme pour 100 enfants au cours de la

saison de transmission) ;

- ou l'efficacité antipaludique de la SP et de 'AQ est conservée.

Au Mali, le Ministére de la Santé a adopté la CPS en 2014 dans tout le
pays. 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 éviter la
maladie, I'objectif étant de maintenir des concentrations thérapeutiques
de meédicament antipaludique dans le sang pendant la période ou le

risque de contracter le paludisme est plus éleve ».

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
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ageés de 3 a 59 mois dans les régions de forte transmission saisonniere
du paludisme [72]. La CPS avec SP + AQ procure un degré élevé de
protection jusqu’a quatre semaines, ensuite la protection diminue
rapidement. Il est par conséquent important de respecter un intervalle
d’'un mois (SP+AQ a J1, AQ J2 et a J3) entre les cycles de la CPS a fin
d’'obtenir un niveau de protection élevé et de minimiser I'apparition de

parasites du paludisme résistants a SP + AQ.

Les doses de la SP (500mg +25mg) et AQ (153mg) doivent étre
administrées comme suit pendant les trois ou quatre cycles de la saison

de transmission :

- Jour O : dose unique de SP + premiére dose d’amodiaquine (par
un agent de santé)
- Jour 1 : deuxiéme dose d’amodiaquine (parent ou tuteur)
- Jour 2 : troisieme dose d’amodiaquine (parent ou tuteur).
Les doses de SP et AQ doivent etre administré en fonction de l'age

comme suit :

- Comprimeé SP (500 mg + 25 mg).
Les enfants agés de 3 & 11 mois recoivent un demi-comprimé en dose

unique le premier jour.

Les enfants agés de 12 a 59 mois recoivent un comprimeé entier en dose

unique le premier jour.

- Comprimeé AQ (153 mg).
Les enfants agés de 3 a 11 mois recoivent un demi-comprimé en dose

guotidienne unique pendant 3 jours.

Les enfants agés de 12 a 59 mois recoivent un comprimeé entier en dose

qguotidienne unique pendant 3 jours.
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La protection contre le paludisme clinique est associée a I'administration
des deuxieme et troisieme doses d’amodiaquine. Par conséquent, il
importe qu’un enfant recoive des doses complétes de SP + AQ pendant
chaque cycle de traitement de la CPS. La période d’administration de la
CPS est définie de maniere a cibler la période durant laquelle le risque
de contracter le paludisme est le plus élevé pour les enfants. Par
exemple, la CPS a été administrée en ao(t, septembre et octobre dans
des essais sur le terrain au Burkina Faso [73], alors qu’au Sénégal, elle
a été administrée en septembre, octobre et novembre [74], couvrant la
période ou le risque de contracter le paludisme est le plus élevé. En
2016, 15 millions d’enfants vivant dans 12 pays d’Afrique sahélienne ont
été protégés par des programmes de chimioprévention du paludisme
saisonnier (CPS) [75].

L'objectif est de maintenir les concentrations thérapeutiques de
médicaments antipaludiques dans le sang pendant toute la période de
plus grand risque. Cela réduira l'incidence du paludisme simple et grave
et de l'anémie associée, ce qui aura pour résultat des enfants en
meilleure santé et plus forts, capables de se développer et de grandir
sans interruption des épisodes de la maladie. La CPS s'est avérée
efficace, rentable et réalisable pour la prévention du paludisme chez les
enfants dans les zones ou la saison de transmission du paludisme ne
dépasse pas quatre mois. Depuis son approbation par 'OMS, la CPS a

permis de prévenir jusqu' a 75% des cas de paludisme [76].
Traitement curatif de I'accés palustre simple

En cas de paludisme simple non compliqgué, 'OMS recommande

I'utilisation des combinaisons thérapeutiques a base d’Artémisinine
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(CTA). Les différentes options thérapeutiques recommandées par I'OMS
sont les suivantes:

- Artéméther-luméfantrine, dans tous les pays du monde) ;

- Artésunate plus amodiaquine, dans les zones ou le taux de succes
thérapeutique de I'amodiaquine en monothérapie est supérieur a 80% ;

- Artésunate plus sulfadoxine-pyriméthamine, dans les zones ou le
taux de succes thérapeutique de la SP en monothérapie est supérieur a
80%.

Au Mali, 'association sulfadoxine-pyriméthamine (SP) est actuellement
préconisée pour le traitement intermittent préventif chez les femmes
enceintes.

- Artésunate plus méfloquine (données de toxicité insuffisantes pour
recommander son utilisation en Afrique) qui est contre-indiquée en cas

d’épilepsie.

3.4.8. Traitement curatif des accés palustres graves

L’artésunate injectable est le médicament de choix dans la prise en
charge du paludisme grave a P. falciparum chez I'adulte ainsi que chez
'enfant. Elle doit étre administrée en raison de 2,4 mg/kg de poids
corporel par voie intraveineuse (1V) ou intramusculaire (IM).

Si 'on n’a pas d’artésunate injectable, il peut étre remplacé par
I'artéméther ou la quinine.

Prendre le relais avec CTA par voie orale des que le malade peut avaler.

3.4.9. Traitement spécifique de quelques manifestations du
paludisme
En cas de fievre importante, il faut ajouter un antipyrétique de type

paracétamol.
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En cas de convulsion ou trouble de la conscience, il faut ajouter un
myorelaxant de type diazépam ou phénobarbital.

En cas d’anémie sévére (taux Hb < 6 g/dl), trés souvent une transfusion
sanguine est nécessaire.

En cas de vomissement important, il faudrait ajouter un antiémétique de

type métoclopramide injectable ou metopimazine injectable.
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Méthodologie

4.1. Cadre d’étude

Cette étude s’inscrit dans le cadre d’une collaboration entre USTTB
et les instituts nationaux de santé (NIAID/NIH) des Etats-Unis
d’Amérique sur un projet de recherche sur le paludisme a P.
falciparum. Elle a porté sur une sous-cohorte de patients vivant a
Kéniéroba et visait a explorer de facon générale les facteurs impliqués

dans I'immunité innée et acquise contre le paludisme.

4.2. Lieu d’étude

Notre étude s’est déroulée dans le village de Kéniéroba, dans la
commune rurale de Bancoumana. Bancoumana est un village situé a 60
km au sud-ouest de Bamako sur la route nationale RN15 dans la zone
soudano-guinéenne. La commune comporte 4 centres de santé et un
centre de santé communautaire qui est celui de Bancoumana, qui est en
partenariat avec le MRCT/NIH depuis 1993. La commune de
Bancoumana est limitée au nord par celle de Siby, a l'est par la
commune du Mandé, au sud-ouest par la commune du Minindian et au

sud-est de Niagadina et de Kourouba.

4.2.1. Situation géographique

Kéniéroba est situé au sud-ouest de Bamako a peu prés 70km sur la
route nationale RN15 de Kangaba. Il est limité au sud-est par le village
de Fourda, au nord par le village de Nanguilabougou et a 'ouest par le
vilage de Ticko. Le Village Kéniéroba est d’environ 2341 habitants
selon le recensement de notre équipe clinique en 2012. Il est
majoritairement peuplé de  Malinké, de Peulh et de Bambara
(recensement MRTC/FMPQOS, 2012).
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Source :_http://anthropodev.revues.orqg/469

Figure 2: Carte de Bancoumana

Influence de la Persistance de P. falciparum et de la multiclonalité sur le risque de
paludisme clinique a Kéniéroba, Mali



Thése de Médecine Amadou Cissé | 2016-2017

4.2.2. Végétation/hydrographie/climat

Le village de Kéniéroba est situé le long du fleuve Niger (ou fleuve
Djoliba) qui constitue le principal réseau hydrologique. La couverture
végétale originale rencontrée sous un climat soudano-guinéen marque
la transition entre la savane arborée et la forét guinéenne. Ce type
de végétation est rencontré encore en I'état au niveau des bois sacrés
et le long du fleuve Niger. Cependant, les feux de brousse, I'exploitation
du bois de chauffage, les défrichements nécessaires aux cultures ont
profondément dégradé cette végétation. La savane arborée constitue la
principale formation végétale. On y rencontre également quelques
galeries forestieres :

une strate arborée avec les espéces telles que Bombax costatum
(kapokier), Vitellaria paradoxa C.F. Gaertn. (Karité), Parkia biglobosa
Jacq. (Neére), Tamarindus indica L. (tamarinier), Manguifera indica L.
(manguier);

une strate arbustive composée de Combretum micranthum G. Don
(kinkéliba); Guieras senegalensis JF. Gmel (kundieé en bambarrea),
Cassia sieberiana DC (case de sieber, sindja (Pular));

une strate herbacée ou savane de graminées dont Cymbopogon
giganteus Chiov. (Tiekala), Pennisetum pedicellatum Trin et Andropogon
sp (Ouaga) ; et une galerie forestiere caractéristique de la savane

guinéenne se forme le long du fleuve Niger.

Deux grandes saisons se succedent dans cette zone : la saison des
pluies de juin a octobre et la saison seche de novembre a mai. Une
courte saison de transition s’étalant de novembre a janvier que les

communautés rurales désignent sous l'appellation vernaculaire de
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fébonda qui se caractérise par un adoucissement des températures

par I'arrivée des cotes atlantiques de I'harmattan.

L'habitat, de type traditionnel, est constitué de cases rondes et
rectangulaires en terre battue et aux toitures en chaumes coniques.
De plus en plus, quelgues maisons ont leurs toitures en tole. Ces
différents types de maisons propices au repos des moustiques,
favorisent une densité et une agressivité anophélienne élevées.
L'environnement physique du village est propice a la transmission du

paludisme.

En effet, le village est situé dans une grande plaine qui s'étend jusqu'au
fleuve Niger. La plaine présente de nombreuses retenues d'eau pendant
la saison des pluies. C’est une plaine de riziculture. Les retenues d'eau
avec des crevasses naturelles du sol peuvent étre des gites larvaires
potentiels. Pendant la saison des pluies, il existe des cultures intra
domiciliaires et une prolifération d'herbes sauvages dans le village,
contribuant ainsi a augmenter la densité et I'agressivité des moustiques.
La température la plus élevée se situe a ~40°C au mois de mai et la
plus basse est voisine de 18°C aux mois de décembre-janvier. La

température moyenne annuelle est autour de 23°C.

D’une maniére générale, le climat y est assez agréable et la végétation
est luxuriante. La faune entomologique est constituée d’'invertébrés et
d’arthropodes. Anopheles gambiae sl et An. funestus abondent dans les
villages ou ils assurent la transmission du paludisme et de la filariose
de Bancrofti surtout en saison des pluies. Anopheles gambiae sl est le

vecteur majeur du paludisme rencontré dans le village.
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4.2.3. Infrastructures socio-sanitaires

Le village de Kéniéroba dispose d’un dispensaire animé par un infirmier
de premier cycle. Il reléve de l'aire de santé de Bancoumana. Kéniéroba
dispose aussi d’'une école fondamentale avec un premier cycle et un

second cycle.

4.2.4. Activités socio-économiques et culturelles.

Les activités économiques dominantes dans la commune rurale de
Bancoumana sont marquées par l'agriculture, ['élevage, la péche,
'artisanat, le commerce et la cueillette. L’agriculture constitue la
principale activité économique des populations. La plaine de Kéniéroba
est propice aux cultures vivrieres et industrielles. Aux abords du
village, dans les retenues d’eau (deux digues), la culture du riz (Oryza
sativa L., O. glaberrima S.) est tres deéveloppée. Celle du sorgho
(Sorghum vulgare J.), du mil (Pennisetum typhoides Stapf & Hubb), du
mais (Zea mays L.), du haricot (Vignaun guiculata L.), du papaye (Carica
papaya L.), de l'orange (Citrus sinensis L.) et du citron (Citrus limonum
RISSO.) a lieu surtout dans les alentours des concessions ou dans des

jardins priveés.

La culture du dah (Hibiscus sabdariffa L.), du coton (Gossypium
barrebadense L.), de l'arachide (Arachis hypogae L.), de la courge
(Cucurbita pepo L.), du melon (Cucurmis melo L.), de concombre
(Cucumis sativus L.) de l'oignon (Allium cepa L), de la patate douce
(lpomoea batatas L.), de la pomme de terre (Solanum tuberosum L.), du
piment (Pimenta officinalis Lindl.), de la poivre de guinée (Capsicum
annum L.), du tabac (Nicotiana tabaccum L.), du cotonnier
(Gossypium herbaceum L.), du sésame (Sesamum indicum L.), de la

tomate (Solanum lycopersicum L.), de la banane (Musa paradisiaca

Y8 Influence de la Persistance de P. falciparum et de la multiclonalité sur le risque de
paludisme clinique a Kéniéroba, Mali



Thése de Médecine Amadou Cissé | 2016-2017

L.) ainsi que d’autres produits maraichers constituent d'importantes
ressources de revenu pour la population. La taille des exploitations est
tres variable et dépend de la capacité de travail de la famille ainsi que du

patrimoine foncier.

L’élevage des ovins, des caprins et des bovins y est pratiqué comme
une activité économique secondaire. On y retrouve aussi quelques
équidés (anes et chevaux) utilisés comme animaux de trait. La plupart
des villageois thésaurisent leurs revenus dans I'élevage et dans les
cultures industrielles. L’artisanat local est peu développé (cordonnerie,
forgerie, maconnerie, poterie). En dehors de la commercialisation des
produits agricoles, le commerce des produits de consommation courante
y est pratiqué. Une foire hebdomadaire a lieu a Kéniéroba chaque jeudi
favorisant ainsi le phénomeéne d’automédication par la circulation facile

des médicaments en provenance de la Guinée et du Nigeria.

L’islam représente la religion la plus dominante avec 95% de personnes
qui s’en déclarent. Cependant, les religions traditionnelles sont assez
présentes dans certaines grandes familles et sont visibles dans les

pratiques quotidiennes de la vie socioculturelle.

4.3.Type et période d’étude
Nous avons mené une étude longitudinale sur une cohorte de 500
participants dans le village de Kéniéroba entre juin 2013 et mai 2014

avec des passages transversaux a intervalle de deux semaines.

4.4.Population d’étude
Nous avons recruté 500 personnes ageées de 1 a 65 ans, au prorata de

la répartition par age de la population du village de Kéniéroba. Lorsque

Ly® Influence de la Persistance de P. falciparum et de la multiclonalité sur le risque de
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cela était possible, nous avons enr6lé des familles entieres vivant dans

une concession unique (c’est-a-dire logement).

4.5. Critéres d’inclusion
Nous avons inclus dans cette étude tous les volontaires répondant aux
critéres suivants:

- Résider dans le village de Kéniéroba pour lI'année complete de
I'étude,

- Accepter volontairement de participer a I'étude comme attestée par
le consentement libre et éclairé obtenu des parents ou des tuteurs
des enfants agés de moins de 18 ans,

- Etre agé de 1 4 65 ans,

- Avoir un taux d’hémoglobine = 8,5 g/dl.

4.6.Criteres de non inclusion

Nous n’avons pas inclus dans notre étude, les sujets qui sont dans les
situation telles que toute condition les rendant incapable de suivre
le protocole (par exemple : maladie psychiatrique, hémophilie) ou

maladies chroniques connues.

4.7.Collecte et traitement des échantillons de recherche

Aprés avoir obtenu le consentement libre et éclairé de chaque volontaire
(ou du parent/tuteur de ceux agés de moins de 18 ans), nous avons
assigné a chaque participant un numéro d'identification unique et
enregistré son nom, son sexe et son age. Tous les participants ont été
vivement encouragés a se présenter au centre de santé de Kéniéroba a

tout moment en cas de signe de paludisme (notamment la fievre).

Des échantillons de sang, ont été recueillis chez les participants toutes

les 2 semaines par ponction au niveau de la pulpe du doigt. Cet
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échantillon de sang était utilisé pour confectionner des papiers filtres
(Whatman 3MM) imbibé de sang (Confettis) et des gouttes épaisses sur
lame. Les confettis et les gouttes épaisses, étaient séchés et conservés
a température ambiante jusqu'a leur utilisation. Si les participants
présentaient des symptébmes du paludisme (température axillaire =
37,5°C ou un antécédent de fievre, céphalées, malaise, etc.) au moment
d'une visite programmée ou imprévue, la goutte épaisse était réalisée
pour la recherche de parasite. En cas de résultat positif, le patient était
référé au centre de santé de Kéniéroba pour une meilleure prise en

charge.

Il convient de noter que la microscopie n'était pas réalisée
systématiquement pendant I'étude. La goutte épaisse était effectuée
seulement dans le but de diagnostiquer le paludisme clinique chez les
participants qui présentaient des symptdbmes du paludisme comme

indiqué ci-dessus, pendant la période d'étude.

Pour les besoins de I'analyse de nos données, le paludisme clinique a
éte défini comme une température axillaire = 37,5°C associée a une
densité parasitaire asexuée > 5.000/uL en utilisant la microscopie [11].
Au moment de linclusion , le groupe sanguin ABO/Rh, le type
d'hémoglobine (AA, AS ou AC) et le déficit en glucose-6-phosphate
déshydrogénase (G6PD) et a-thalassémie ont été déterminés pour

chaque patrticipant tels que décrits antérieurement [77]

4.8.Variables mesureées.
Les variables suivantes ont été mesurées :

Variables sociodémographiques : I'age, le sexe et la résidence.
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Variables  biologiques : le taux dhémoglobine, le type
d’hémoglobine, le statut d’alpha-thalassémie, le groupe sanguin
ABO/Rh et le déficit en G6PD.

Variables parasitologiques: parasitémie.

4.9.Examens de laboratoire utilisés

Chaque patient inclus a fait 'objet d’un prélévement sanguin au bout du
doigt. Sur ce prélevement, nous avons effectué les analyses suivantes
(décrites en détails en annexe) portant sur:

- la détermination du type d’hémoglobine par I'appareil D-10 de Bio-Rad
dont le principe est basé sur la chromatographie liquide de haute
performance [78].

- le taux d’hémoglobine a été mesuré avec I'appareil HemoCue® 201*
selon les spécifications du fabricant [79]

- la détection de la suppression de 3,7kb d’alpha-thalassémie a été faite
en utilisant la réaction de polymérisation en chaine nichée (Nested-PCR)
afin d’identifier les enfants I'hétérozygote (-a/aa) et homozygotes (-a/-a)
[80].

- le groupe sanguin ABO a été déterminé par le test d’agglutination en
utilisant des kits commerciaux a base d’anticorps monoclonaux (Linear
Chemicals) [81].

4.10. Gestion et I’analyse des données

Les données ont été recueillies sur les fiches de rapport de cas (CRF).
Les dossiers et les échantillons de produits biologiques des participants
ont été codés en attribuant un numéro unique d’étude a chaque
participant. Les CRF ont été faxés dans la base de données concue en

utilisant un appareil appelé «DataFAX DF/Net Research Inc, USA».
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Une série de monitorages internes et externes a été instaurée pour
assurer la bonne qualité des données collectées. A chaque passage, la
prévalence de P. falciparum au niveau de la population a été calculée
comme la proportion (%) des individus qui étaient positifs a P. falciparum
par PCR parmi le nombre total d'individus qui ont fourni des échantillons
de sang. Seules les données des personnes chez lesquelles des
échantillons d'au moins deux tiers des 22 collections d’échantillons
prévues sont disponibles (soit 430/500 personnes inscrites) ont été

analysées.

A chacun de mois sélectionné (Juin, Novembre, Février et Avril) c’est a
dire deux mois en saison humide et deux mois en saison seche, la
proportion polymorphique (polyclonalité) a été calculée pour chaque
individu Pf-positif comme proportion (%) de réactions polymorphes parmi
le nombre total de réactions réussies (réactions qui ont donné des effets
monomorphes ou polymorphes appels nucléotidiques) des 24 réactions
qui composent l'analyse a code a barres 24-SNP. Seules les données
provenant d'échantillons avec 213 essais réussis (Jun-V1, 96%, Nov.-
V1, 82%, Fév-V1, 88% et Avr-V1, 98%) ont été analysées.

La Persistance de P. falciparum stratifié par age et par sexe a été
analysée en utlisant le test de Kruskal-Wallis suivi du test de
comparaison multiple de Dunn et du test de Mann-Whitney,
respectivement. Les distributions COI et polyclonalité ont été analysées
entre les 4 mois choisi en utilisant le test de Chi-carré et le test de
Kruskal-Wallis, respectivement. Les associations entre Persistance-Pf et
polyclonalité ont été analysées en utilisant le test de corrélation de Rang

de Spearman.
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Une analyse de régression linéaire multiple a été effectuée pour évaluer
I'association entre la réponse et les variables explicatives multiples (par
exemple, l'effet des facteurs de I'néte sur Persistance-Pf). Pour les
données cliniques, un modele de régression logistique a été utilisé pour
analyser le risque de paludisme clinique sur une année et les modeles
de régression proportionnelle des risques de Poisson et Cox ont été
utilisés pour analyser, respectivement, le nombre d'épisodes de

paludisme et le premier épisode de paludisme clinique.

4.11.Considérations éthiques

Cette étude a été soumise a l'approbation du Comité d'éthique de la
Faculté de Médecine, de Pharmacie et d’‘Odontostomatologie au Mali
(Lettre N°2013-32/CEFMPOS du 3 avril 2013 et Lettre N°2013-117 du 13
décembre 2013 en Annexes). Le consentement volontaire, libre et éclairé
a été obtenu auprés des parents ou tuteurs des enfants participants en
plus de I'assentiment pour les enfants agés de 12 a 17 ans. L'étude a été
supervisée par un moniteur clinique afin de s’assurer de la conformité du
protocole. Cette étude a été conduite selon la révision actuelle de la
Déclaration d'Helsinki et selon les reglements et les lignes directrices de
la Conférence internationale sur I'hnarmonisation et les Bonnes pratiques
cliniques (ICH-GCP) qui offre la plus grande protection a la personne.
Pour tous les prélevements sanguins, nous avons utilisé le matériel a
usage unique et respecteé les regles d'asepsie et de bonnes pratiques

cliniques et de laboratoire.

4.12.Définition des termes:

La persistance de P. falciparum (Persistance-Pf) a été définie comme
la proportion des échantillons sanguins positifs a P. falciparum sur
'ensemble des prélévements effectués au cours de la période d’étude (1

an) chez une personne.

YA Influence de la Persistance de P. falciparum et de la multiclonalité sur le risque de
paludisme clinique a Kéniéroba, Mali



Thése de Médecine Amadou Cissé | 2016-2017

La polyclonalité a été définie comme le nombre de clone de P.
falciparum détecté en utilisant le test de code-barres de 21 mutations

ponctuelles (SNPs) effectué sur ADN parasitaire.
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5. Résultats

5.1. Reésultats globaux

Nous avons enroulé dans notre étude 500 participants ages de 1 a 65
ans. Dans le souci d’'une meilleure représentativité de la population,
nous avons stratifié la population d’étude en 10 classes d’age et les
sujets étaient appariés en age et en sexe autant que possible. La
proportion de chacune des classes d'age tournait autour de 10%. Le
sex-ratio était de 0.76 en faveur du sexe féminin. La tranche d’age 7 — 8
ans était la plus représentée avec 12,2% et le groupe sanguin O était
majoritaire avec une proportion de 35,27%. La proportion d’HbAS était
de 13,95%.
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5.2. Résultats descriptifs

Tableau II: Répartition des volontaires selon la tranche d'age et le sexe

Tranche d’age Masculin Féminin Sexe ration Total
(ans) n (%) n (%)
1-2 22 (10,8) 18 (6,3) 1,22 40
3-4 21 (9,7) 33 (11,6) 0,63 540
5-6 19 (8,7) 29 (10,2) 0,65 48
7-8 33 (15,2) 28 (9,8) 1,17 61
9-10 31 (14,3) 27 (9,5) 1,14 58
11-12 24 (11,1) 27(9,5) 0,88 51
13-16 33 (15,2) 24 (8,4) 1,37 57
17 - 30 9 (4,1) 39 (13,7) 0,23 48
31-40 5(2,3) 33 (11,6) 0,15 38
> 40 19 (8,70 26 (9,1) 0,73 45
Total 216 284 0.76 500

Le sexe feminin était plus représenté dans les difféerentes tranches

d’ages excepté les tranches d’age 1-2 ans, 7- 8 ans, 9-10 ans et 13-16

ans qui étaient dominés par le sexe masculin

paludisme clinique a Kéniéroba, Mali
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Tableau Ill : Répartition des sujets en fonction du groupe sanguin

Groupe sanguin Effectif Pourcentage
A 149 29,85

AB 42 8,48

B 132 26,45

@) 176 35,27

Non fait 01 0,20

Total 500 100

Le groupe sanguin O était majoritaire avec 35,27% tandis que le
groupe sanguin AB était minoritaire avec 8,48%. Un echantillon non fait.

Tableau 1V: Répartition des volontaires en fonction du type

d’hémoglobine

Type d’hémoglobine  Effectif Pourcentage
AA 377 76,16

AC 43 8,68

AS 69 13,95

CC 1 0,20

SC 5 1,01

Non fait 5 1,00

Total 500 100

La forme HbAS était de 13,95% contre 8,68 pour la forme AC. Un seul
cas de la forme HbCC a été observé.
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Tableau V: Répartition des volontaires en fonction du déficit en G6PD

Déficit en G6PD Effectif Pourcentage
Homozygote (A-) 24 4,8

Normal (A+) 413 82,6
Hétérozygote (A+/-) 53 10,6
Inconnu* 10 2,0

Total 500 100

*n’ont pas donné de résultats

La forme hétérozygote représentait 10,81% des participants a I'étude.

Dix échantillons n'ont pas donné de résultats.

Tableau VI: Reépartition des participants en fonction d’alpha-

thalassémie.

Alpha thalassémie Effectif Pourcentage
Hétérozygote (HE) 162 32,4
Homozygote (HO) 11 2,2

Normal (WT) 314 62,8
Inconnu* 13 2,6

Total 500 100

*n’ont pas donné de résultats

L’alpha thalassémie a I'état hétérozygote était retrouvé chez 33,26% des

participants.
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Figure 3 : Répartition de la prévalence de linfection a P. falciparum et
des cas cliniques du paludisme enregistrés sur la période d’étude en
fonction des mois.

La prévalence de linfection a P. falciparum, détectée par PCR, était le
plus élevée dans la deuxiéme quinzaine du mois de novembre 2013
avec 37% et la plus faible dans la premiére quinzaine de mai 2014 avec
17%.

Deux pics ont été observes dans l'incidence des cas de paludisme en

mi-aoQt et mi-octobre 2013.
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5.3. Résultats analytiques

Tableau VIl : Répartition des épisodes palustres selon les catégories

d’'age.

Age N  Proportion des cas Nombre moyen
(ans) de paludisme d’épisodes palustres
1-2 40 67,7 1,715
3-4 54 79,6 1,7+15
5-6 48 83,3 2,1+15
7-8 61 77,0 1,6+1,3
9-10 58 53,4 0,8+0,9
11-12 51 45,1 0,8x11
13-16 57 19,3 0,2+0,6

17 -30 48 6,3 0,1+0,3
31-40 38 10,5 0,1+0,3

> 40 45 6,7 0,1£04
Total 500 46,4 09+1,3

Au total, 469 cas de paludisme ont été enregistrés chez 232 participants
sur une année alors que 86% de cas ont été enregistrés chez les enfants
ageés de moins de 6 ans. Globalement, les enfants de moins de six ans

faisaient en moyenne 2 épisodes palustres par an.

Influence de la Persistance de P. falciparum et de la multiclonalité sur le risque de
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Figure 4 : Persistance de P. falciparum stratifiée selon I'age et le sexe
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Nous avons constaté que les personnes agees de 9 & 16 ans avaient
des proportions de cas positifs a P. falciparum significativement plus
élevés comparées a celles agées de moins de 9 ans et de plus de 17
ans (p = 0.010, test de comparaison multiple de Dunn). La persistance
longitudinale de P. falciparum dans la cohorte est en corrélation avec
'age et semble étre associée au sexe masculin. En moyenne, P.
falciparum a été détecté dans 27% des prélevements effectués chez les
sujets masculins contre 17% pour les sujets de sexe féminin (p = 0,0024,
test de Mann-Whitney).
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Figure 5: (A) Polyclonalité des infections Palustres au cours de 2
mois de saison humide et 2 mois saison seche. (B) Prévalence de la
polyclonalité des infections en fonction des périodes.

Les infections poly clonales ont été observées tout au long de la période
d’étude.

La majorité des infections était constituée de deux clones.

La proportion d’'infection polyclonale atteignait en moyenne 35%.
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Figure 6: Corrélation entre la proportion de polyclonale

persistance de P. falciparum

et la

La proportion de polyclonalité est en corrélation statistiquement

significativement avec la persistance de l'infection a P. falciparum a tous

les niveaux

(A) Juin-V1 (r = 0.47, test de corrélation de Spearman= 0,30+ 0,61 ; p <

0,001);

(B) Novembre-V1 (r = 0,36, 0,18 £ 0,52, p < 0,001)
(C) Février-V1 (r=0,42, 0,15 + 0,63, p = 0,003); et
(D) Avril-v1 (r=0,39, 0,09 + 0,63, p =0,011).
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Tableau VIl : Résultats de I'analyse de régression multivariée du
risque clinique de paludisme®

~ Variables ~ Apparition de paludisme ~ Nombre d’épisodes ~ Temps avant le premi
explicatives palustres épisode de paludisme
ORP,(IC° 95%) p RRY, (1C95%) P HR®, (IC95%) p
Age 0,88 (0,86+0,91) <0,001  0,78(0,73+0,82) <0,001 1,01(0,99+1,03) 0,410
Sexe 0.61 (0,23+1,59) 0,317  0,77(0,34-1.74) 0,526  0,90(0,49-1,67) 0,735
Persistance-Pf  0,35(0,20+0,60) 0,001  0,37(0,22+0,61) <0,001 1,07(074+1,53) 0,692
Polyclonalité 1,65(0,55-5,25) 0.377 1,01(0.37-2.77) 0,983  1,66(0,67-3,86) 0,269

OR : odds ratio. IC : intervalle de confiance. RR : risque relatif. HR : taux

de dangerosité.

En utilisant comme point de départ le passage de la premiere quinzaine
du mois de juin, nous avons analysé l'impact du genre, de I'age, de la
persistance de linfection a P. falciparum et de la polyclonalité sur 3
mesures du risque de paludisme sur une année :

1) la survenue du paludisme

2) Le nombre d’épisodes de paludisme

3) Le temps avant le premier épisode de paludisme

Pour cette analyse, nous avons inclus seulement les sujets qui étaient
positifs a P. falciparum dés le premier passage (premiére quinzaine du

mois de juin) et chez qui une infection polyclonalité et une persistance de
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la parasitémie ont été constatées. Au total, 103 patients ont été inclus
dans cette analyse. Les patients ont été classés en deux sous-groupes
(en fonction des degrés de persistance de la parasitémie et de la
polyclonalité (élevé = persistance ou polyclonalité au-dela du 75eme
percentile et faible = persistance ou polyclonalité en deca du 75eme
percentile). La polyclonalité et le genre n'étaient pas significativement
associés a lapparition du paludisme ou au nombre d'épisodes de
paludisme, et aucun des facteurs n’a été associé au délai observé avant

le premier épisode de paludisme.

Influence de la Persistance de P. falciparum et de la multiclonalité sur le risque de
paludisme clinique a Kéniéroba, Mali



Thése de Médecine Amadou Cissé | 2016-2017

6. Commentaires et Discussion

Le paludisme reste un probleme majeur de santé publique lequel la lutte
et I'élimination seront longue et difficile en absence d’un vaccin efficace
[14]. Notre objectif était d’évaluer linfluence de la persistance de
l'infection a P. falciparum et de sa polyclonalité sur le risque de
paludisme clinigue a Keéniéroba entre 2013 et 2014. Plusieurs
chercheurs considerent cela comme un objectif réaliste a long terme.
En zone d’endémie palustre, les individus hébergent une ou plusieurs
souches de parasite en méme temps. Le nombre de clones qu’héberge
un patient est un parametre important a prendre en compte dans
I'épidémiologie du paludisme. En effet, selon I'étude de Ntoumi et al au
Gabon en 2000, certains clones étaient surreprésentés dans les isolats
provenant des cas cliniques que dans les isolats provenant des porteurs
asymptomatiques [82]. La protection contre le paludisme a P. falciparum
est graduellement acquise apres des infections répétées et elle dépend

largement de l'intensité de I'exposition aux Plasmodium [83].

La gravité et la fréquence des épisodes palustres diminuent avec l'age
dans les zones de transmission élevée. Néanmoins, les parasites sont
souvent détectés dans le sang de porteurs asymptomatiques et la
prévalence du parasite est largement utilisée comme une mesure du
niveau de transmission [84]. Les mécanismes par lesquels l'immunité
protectrice contre le paludisme est acquise et maintenue ne pas encore
complétement élucidés [85]. La persistance et le degré de clonalité des

infections a Plasmodium falciparum pourraient influencer l'installation et
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le maintien de l'immunité anti palustre dans les zones d’endémie

palustre.

Le choix de Kéniéroba s’explique par la disponibilité des infrastructures
sanitaires et de recherche et surtout du fait que nous avons une longue
expérience de recherche biomédicale dans la zone. La population est
disponible a prendre part dans la recherche contre le paludisme. En
outre, Kéniéroba, situé en zone sud-soudanienne, est accessible en
toute saison et offre un cadre de recherche représentatif des régions
situées dans le sud du Mali avec une transmission saisonniéere longue du
paludisme (juin a décembre). La réalisation de I'étude a été rendue
possible par I'obtention de la permission communautaire et cela a permis

leur adhésion & notre méthodologie de travail et aux objectifs de étude.

La persistance de linfection & P. falciparum a été définie comme un
parametre qui mesure le nombre de fois qu'une personne est infectée
par P. falciparum sur un temps donné. Cela implique que la fréequence
ou la durée de l'exposition a P. falciparum, ou encore la diversité
genomique de linfection, puisse influencer le risque de paludisme
clinigue. Ainsi, les personnes présentant une persistance de P.
falciparum plus élevé seraient plus susceptibles d’acquérir une immunité
protectrice efficace contre le paludisme clinique. Bien que plusieurs
études aient évalué I'impact de la positivité initiale a P. falciparum en
debut de saison de transmission sur le risque de paludisme clinique au
cours de la méme saison [11, 86, 87]. L'effet de la persistance de

I'infection a P. falciparum et de sa polyclonalité n’a pas été examiné.

Nous avons suivi sur une année entiere, avec des passages repeétés
toutes les deux semaines, 500 volontaires agés de 1 & 65 ans vivant

dans le village de Kéniéroba dans la commune rurale de Bancoumana.
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Les femmes étaient majoritaires avec un sexe ratio de 0.76 et la classe
d’age 7-8 ans était majoritaire avec 12.2% (tableau Il). L'effet de la
persistante de l'infection & P. falciparum et la polyclonalité sur le risque

subséquent de paludisme clinique ont été évalués,

Au cours de notre étude, nous avons utilisé la PCR pour déterminer le
taux d’infection a P. falciparum et le code barre d'’ADN constitué de 24-
SNPs a été utilisé pour déterminer la polyclonalité de l'infection a P.
falciparum. Ainsi, hous avons observé que la prévalence de l'infection a
P. falciparum et l'incidence de la maladie variaient en fonction des
périodes avec des pics observés au mois de novembre 2013 (37% ;
figure 3). Ces résultats sont par contre supérieurs a nos résultats
antérieurs de 2012 (donnée non publiées) avec un pic de 27,6% au mois
d'octobre dans le méme village. Ce décalage de pic pourrait

s’expliquer par une variation de la pluviométrie entre les années.

» Nos données montrent I'effet de I'age de I'hdéte sur la prévalence
transversale du paludisme a P. falciparum qui a été déja rapporté
lors des études menés au Sénégal [88] et en Tanzanie [89]. La
prévalence du paludisme a P. falciparum était plus faible chez les
plus jeunes enfants (1 — 8 ans) et les adultes (> 17 ans) par
rapport aux groupes d'age intermédiaires (fig4A). Conformément a
ces résultats, notre analyse de la persistance de linfection a P.
falciparum a réveéelé un effet significatif de I'age de I'hdte, qui
devient significatif chez les personnes agées de 9 a 16 ans (fig4A).
Il semblerait que cette catégorie d'age tolérent mieux la présence
du Parasite et développent une immunité protectrice efficace,
surtout dans notre site d'étude ou la transmission du Paludisme est

intense.
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Bien que nous n‘ayons pas évalué la stabilité de la relation entre I'age et
la persistance de linfection a P. falciparum d'une année a l'autre dans
notre population étudiée, I'effet de I'age sur la prévalence du paludisme a
P. falciparum a été observé dans plusieurs régions ou lintensité de la
transmission décroissante était associée a un changement de la
prévalence du paludisme a P. falciparum avec un pic dans les groupes
d'age plus agés [88, 90, 91].

Il faudra donc réévaluer cette dynamique en tant que changements

locale de l'intensité la de transmission.

Nos résultats ont montré l'influence du sexe sur la persistance de
I'infection a P. falciparum a Kéniéroba. Elle était plus élevée chez les
hommes (27% ; figure 4b) par rapport aux femmes (17%) dans cette
population. Notre étude n’a pas pu expliquer la prévalence plus élevé
chez les hommes de cette population. Il est possible que l'effet du sexe
observeé sur la prévalence de P. falciparum puisse étre lies aux facteurs
socio-culturels et comportementaux qui les exposent aux piglres des
moustiques, ou par contre la disparité  dans [utilisation de la
moustiquaire imprégne d’insecticide au moment du sommeil. D’autres
études ont aussi évoqués la réponse immunitaire a linfection P.

falciparum comme explication possible [92].

Le génotypage de genes polymorphes a la surface du mérozoite (MSP-1
et MSP-2) est une méthode largement utilisée pour détecter les
infections polyclonales a P. falciparum. Dans notre étude, nous avons
choisi d'utiliser un test de code-barres d'’ADN & 24-SNPs indépendants.

Ceci permet d’avoir une sensibilité plus élevée pour apprécier la
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polyclonalité de linfection. Etant donné que cette technique de bar-
codage n'a été utilisée que pour surveiller la dynamique de la population
parasitaire jusqu'a maintenant [93-95], Nos données préliminaires ont
montré que le code barre de 24 SNPs peut détecter plus de 20% des
infections polyclonales que le génotypage du gene MSP2. Plus de 70%
des infections a P. falciparum détectées dans les échantillons de notre
étude ont été jugées polyclonales (figbB). Cette proportion est
supérieure a celle mesurée par le génotypage de MSP2 a Kambila
(25%), un village ou la dynamique de la transmission du paludisme est
similaire a celle de Kéniéroba [11]. En outre, cette forte prévalence de la
polyclonalité a été observée tout au long de la période d’étude (figure 5).
Ces résultats suggerent que la persistance de I'infection a P. falciparum
au cours de la saison seche pourrait entrainer des changements dans la

polyclonalité dans cette region.

Il y a deux aspects a retenir pour linterprétation de ces donnees :
L'absence d'effet saisonnier sur la multiclonalité au niveau de la
population ne signifie pas nécessairement que la multiclonalité au sein
des individus est stable tout au long de lI'année. En outre, I'étude actuelle
n'‘a pas été congcue pour évaluer la durée du portage pour les clones
individuels de parasites in vivo. Par conséquent, nous ne pouvons pas
determiner s'il y avait des différences dans la durée de l'infection par des

clones individuels entre les saisons humides et seches.

Notre analyse a révélé une corrélation significative entre multiclonalité et
Persistance-Pf, mettant en évidence limportance de la multiclonalité
comme indicateur du portage de parasite, en particulier dans les zones

de transmission élevée ou la prévalence des infections poly génomiques
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peut dépasser 70%. Cependant, les coefficients de corrélation étaient <
0,47. En conséquence, la Persistance-Pf était significativement associé
a la survenue du paludisme clinique et au nombre d'épisodes sur un an.
Ces résultats sont conformes aux données précédentes et appuient un
modele de protection contre le paludisme clinique résultant d'un portage
persistant ou répété de parasite mais pas nécessairement du nombre de
clones a un moment précis [11, 14, 15, 96]. Il est intéressant de noter
gu'il n'y avait aucune association entre I'une des variables explicatives
testées et I'épisode du premier paludisme, qui a été utilisé comme
mesure supplémentaire du risque dans certaines études [11, 14, 15, 97].
Le facteur de I'age n'a pas non plus montré de corrélation significative, le
moment du premier épisode de paludisme pourrait ne pas étre un

indicateur approprié dans le cadre de cette étude.

Perspectives de I'étude.

Dans le futur, d'autres études seront nécessaires afin de mieux
comprendre des souches de P. falciparum en prenant en compte les
polymorphismes du globule rouge et de I'hémoglobine et sur le risque de

paludisme clinique dans d’autres situations épidémiologiques.

Limites de notre étude

Notre étude a eu un certain nombre de limites. Nous n'avons pas mesuré
la densité parasitaire comme point final et nous ne sommes donc pas en
mesure d'évaluer les corrélations entre la densité du parasite et les
facteurs de I'hote ainsi que les facteurs parasitaires tels que le COI dans
cette population. En outre, les études futures devront étudier les impacts
d'autres déterminants extrinseques de la transmission et du portage des

parasites tels que les précipitations, la température et l'utilisation des
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outils de transmission-contréle (par exemple, les moustiquaires et la
pulvérisation résiduelle a l'intérieur, ce qui peut introduire des variations
du niveau du ménage). Notre étude a été limitée a 1 an et devra étre
étendue au-dela pour déterminer la stabilité de I'age et les effets de
genre sur la Persistance-Pf avec ['‘évolution de la dynamique de
transmission. D'autres participants peuvent également étre nécessaires
pour évaluer correctement les effets de plusieurs facteurs d'héte sous-
représentés (par Ex., Polymorphismes de globules rouges) sur la
Persistance-Pf et le risque clinique de paludisme. En outre, P. malariae
qui était le seul autre Plasmodium spp détecté dans notre cohorte s'est
produit rarement. Le portage persistant et le risque de coinfection des
especes plasmodiales devraient étre évalués dans un contexte différent

avec des méthodologies plus ciblées.
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7. Conclusion et recommandations

7.1. Conclusion
Au terme de notre étude, nous pouvons conclure que la plus forte et la
plus faible Persistance de P. falciparum ont été observées en novembre
2013 et mai 2014 (37% et 17% respectivement). La Persistance de P.
falciparum a été observée surtout dans la catégorie d'age de 9 a 16 ans.
Les hommes avaient une Persistance de P. falciparum plus élevée que
les femmes. Notre étude démontre que, dans le contexte de la
transmission saisonniere élevée du paludisme, la multiclonalité était
positivement associée a la persistance de la positivité de P. falciparum,
mais seul le Pf persistant était significativement associé au risque
clinique de paludisme. Notre étude souligne l'importance considérable de
la prise en compte de la persistance de l'infection a P. falciparum dans

les études futures qui évaluent le risque clinique de paludisme.

7.2. Recommandations

Au terme de notre étude et au vu de nos résultats, nous pouvons
formuler des recommandations suivantes :

e Aux populations:

- d’amener leurs enfants en consultation dés les premiers
symptdmes évocateurs du paludisme et d’étre disponibles lors des
études de recherche clinique sur cette maladie.

e Aux autorités sanitaires et administratives:
- d’encourager et de financer d’avantage la recherche médicale
sur le paludisme et autres maladies infectieuses afin d’aboutir a
des meilleurs méthodes efficace pour mieux contre le paludisme

a P. falciparum
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e Aux chercheurs:
- de faire des études plus détaillées sur la polyclonalité de P.
falciparum en prenant en compte les covariantes telles que les
polymorphismes du globule rouge et de I'hémoglobine qui

semblent étre trés prévalent dans les zones d’endémie palustre
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8. Annexes

8.1. Détermination du type d’Hémoglobine avec le D-10

+ Principe de la procédure du D-10

Le D-10 Dual Program repose sur le principe de la séparation des
analyses par chromatographie liquide a haute performance (HPLC) par
échange d’ions. Les échantillons sont automatiquement dilués dans le
systeme D-10 puis injectés dans la cartouche analytique. Le systeme D-
10 envoie un gradient programmeé de tampon de force ionique croissante
(il existe 2 solutions de réactif de force ionique différentes, I'une hyper
concentrée en ion et I'autre peu concentrée en ion. La machine mélange
de facon automatique au fil du temps ces solutions pour obtenir une
solution finale de concentration croissante) dans la cartouche ; les
molécules d’hémoglobine sont alors séparées en fonction de leur
interaction ionique avec le matériel contenu dans la cartouche. Les
molécules d’hémoglobine séparées traversent ensuite la cellule a
circulation du photometre filtre ou sont mesurés les changements
d’absorbance a 415 nm. Le logiciel D-10 intégre les données brutes
recueillies lors de chaque analyse. Un étalonnage a deux niveaux est
employé pour déterminer les concentrations des différents types d’'Hb
recherchés. Un compte-rendu d’analyse et un chromatogramme sont
générés pour chaque échantillon. La surface de I'A1c est calculée a
'aide d’'un algorithme gaussien exponentiellement modifie (EMG) qui
permet d’exclure la surface des pics dus a I’A1c labile et a 'hnémoglobine

carbamylée de la surface du pic Alc.

+ Prélévement et manipulation des échantillons

+ Type d’échantillon

On utilise le Sang total.
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+ Précautions relatives au prélévement des échantillons

Comme toute substance d’origine humaine les échantillons de sang
doivent étre manipulés en appliquant les procédures de biosécurité
d'usage. Les échantillons de sang total doivent étre recueillis dans un
tube sous vide contenant de 'EDTA.

+ Conservation des échantillons

Les échantillons de sang total peuvent étre conservés jusqu’a 4 jours
entre 2 et

8 °C, et a-40°C si I'échantillon ne peut étre traité avant une semaine.

+ Préparation des échantillons

Porter les tubes d’échantillons a température ambiante (entre 15 et 30
°C) avant I'essai. Les échantillons sont stables a température ambiante
pendant 1 jour. Aucune préparation particuliere des échantillons n’est
nécessaire. Il n'est pas nécessaire d’agiter les tubes avant le
chargement. Les tubes d’échantillons sont placés dans le portoir a
échantillons du D-10 puis mis dans le systeme D-10. S’assurer que les
codes-barres sur les échantillons sont tournés vers I'arriére de I'appareil.
Utiliser des adaptateurs spéciaux pour les tubes de 12, 13 et 14 mm de
diametre. Retirer tous les adaptateurs pour les tubes de 16 mm de
diametre. Les tubes dont la hauteur est comprise entre 75 mm et 100
mm peuvent étre utilisés. Si 'échantillon se trouve dans un tube de taille
ou de type anormal ou si le tube contient moins de 2,0 ml d’échantillon,
une pré dilution est nécessaire. Pour prédiquer, pipeter 1,5 ml de
solution de lavage/dilution dans un micro tube de 1,5 ml étiqueté puis
ajouter 5 pyL de l'échantillon de sang total. Boucher le tube et bien

mélanger. Utiliser un adaptateur pour le micro tubes de 1,5 ml.
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8.2. Détection de la mutation 202 A/G responsable du déficit en

G6PD

+ Extraction de ’ADN humain par le Kit QlAamp® (QIAGEN)

+ Principe

Le principe de I'extraction de 'ADN par le Kit QIAGEN est basé sur la

libération, la cristallisation, le lavage et enfin la récupération de '’ADN.

+ Matériel et composition du Kit QlAamp® (QIAGEN)

Matériel :

* Ciseaux

* Gants stériles

* Pipettes de 20 pl, 200 pl, 1000 pl

« Embouts de 20 pl, 200 pl, 1000 pl

* Agitateur

« Chronométre

» Congélateur

* Box de conservation

» Marqueur indélébile

* Plaque chauffante

* Racks pour les tubes

* Centrifugeuse

* Mouchoir

* Thermometre

» Tube Ependorf de 1,5ml

* Tube de 2ml

» Colonne Qiagen munie de filtre

« Confettis

Réactifs :

Kit QIAGEN
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» Ethanol absolute

Composition du Kit QlAamp® (QIAGEN)

« Buffer ATL

« Buffer AL

* Buffer AW1

* Buffer AW2

« Buffer AE

* Protéinase K

+ Préléevement

On recueille quelques gouttes de sang sur le confetti et on laisse sécher
a I'air libre a I'abri de poussiere et du soleil.

+ Procédure

-Découper les spots de confettis imbibés de sang a l'aide de ciseaux et
les introduire dans les tubes Eppendorf de 1,5 ml

- Ajouter 180 pl de Buffer ATL et incuber a 85°c pendant 10 minutes,

- Centrifuger brievement et ajouter 20 ul de protéinase K, mélangé a
I'aide d’'un Vortex

- Incuber les tubes et leur contenu a 56°c pendant une heure

- Centrifuger brievement les tubes pour faire descendre le liquide
suspendu a leur paroi,

- Ajouter 200 pl de Buffer AL dans chaque tube et les agiter a I'aide d’'un
vortex

- Incuber les tubes a 70° pendant 10 minutes,

- Centrifuger les tubes et ajouter 200 pl d’éthanol absolu (96 -100%)
dans chaque tube,

- Agiter les tubes a l'aide d'un vortex puis centrifuger briévement les

tubes
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- Transférer doucement tout le contenu des tubes dans une colonne
Qiagen munie de filtre

- Fermer la colonne et la centrifuger a 8000 tours par minute pendant
une minute.

- Jeter le tube contenant le filtrat et placer la colonne sur un autre tube
de 2 ml

- Mettre 500 pl de Buffer AW1 dilué avec de I'éthanol (19 ml de Buffer
AW1 plus 25 ml de L’éthanol) dans la colonne,

- Centrifuger a 8000 tours par minute pendant une minute,

- Jeter le tube contenant le filtrat et placer la colonne sur un autre tube
de 2 ml

- Mettre 500 pl de Buffer AW2 dilué avec de I'éthanol (13 ml de Buffer
AW2 plus 30ml de L’éthanol) dans la colonne,

- Centrifuger a 14000 tours par minute pendant 3 minutes.

- Jeter le tube contenant le filtrat et placer la colonne sur un tube
eppendorf 1,5 ml.

- Mettre 160 ul de Buffer AE dans la colonne et incuber a la température
ambiante de la salle pendant une minute,

- Centrifuger a 8000 tours par minute pendant une minute,

- Jeter la colonne et garder le filtrat contenu dans le tube eppendorf 1.5
ml a + 4°c (Ce filtrat contient ’ADN extrait et purifié)

+ Amplification de I’exon 4 du géne de la G6PD par PCR

Principe

Le principe consiste a faire le diagnostic de la mutation ponctuelle au
niveau du gene de la G6PD par une PCR nichée. Au cours de cette
technique, le produit issu d’'une premiere PCR est de nouveau Amplifié a
'aide d’'un second couple d’amorce qui s’hybride a une partie interne

(nichée) de la séquence amplifiee. En mélangeant le couple d’amorce

ER  Influence de la Persistance de P. falciparum et de la multiclonalité sur le risque de
paludisme clinique a Kéniéroba, Mali



Thése de Médecine Amadou Cissé | 2016-2017

avec 'ADN de 'nomme dans des conditions d’hybridation, elles se
positionnent en face de leurs séquences complémentaires respectives.
Puis en faisant agir une ADN polymérase (Taq polymérase), chaque
amorce est allongée dans le sens 5'=>3’ d’'une séquence exactement
complémentaire du brin recopié.

+ Matériels et réactifs.

Matériel

-Gants stériles -Tubes de 0. 2ml, 1. 5ml, -Pipettes de 2ul, 10 ul, 20 pl,

200 pl, 1000 pl -Embouts de 2 pl, 10 pl, 20 pl, 200 pl, 1000 yl -Marqueur

indélébile -Chambre a PCR -Racks pour les tubes -Thermo cycler -

Réfrigérateur

Réactifs

Les amorces de la premiere amplification

-A2 : GTCTTCTGGGTCAGGGAT

-B2 : GGAGAAAGCTCTCTCTCC

Les amorces de la deuxieme amplification

-NA4: CCTGTTCCCTCTGCCACA

-NB4: GGGGGTCTCAAGAAGTAC

-Platinum super Mix

+ Procédure de la PCR |l s’agit d'une PCR en deux temps ou le
produit de la premiére réaction est amplifié dans un deuxieme temps.

1 - Déterminer le nombre N d’échantillon a traiter.

2- Prendre un tube Eppendorf 1.5 ml.

3- Mettre (N+1) x 22.5 ul de Platinum supermix.

4- Ajouter (N+1) x 0.1 pl de chacun des amorces A2 et B2 pour la

premiere amplification ou NA4 et NB4 pour la deuxiéeme amplification.

5- Bien mélanger.
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6- Distribuer ce mélange dans les tubes PCR 0.2 ml déja identifiés en
raison de 22.7 ul de mélange par tube PCR.

7- Mettre dans chacun des tubes PCR 2.5 pyl d'ADN de I'’échantillon
correspondant pour la premiére amplification (1ul du produit de la
premiere amplification de I'’échantillon pour la deuxiéme amplification).

8- Placer les tubes PCR dans la machine de PCR et mettre en marche le
programme A (Dénaturation initial 95°C pendant 3 min, 45 cycles de :
95° pendant 30 secondes, 60°C pendant 45 seconde, 72°c pendant 1
min. Extension final 72 °c pendant 5 min) pour la premiere amplification
et le programme B Dénaturation initial 95°C pendant 3 min, 35 cycles de
: 959 pendant 30 secondes, 60°C pendant 45 seconde, 72°c pendant 1
min. Extension final 72 °c pendant 5 min) pour la deuxieme amplification.
+ Programme de la premiére amplification

- Dénaturation initiale a 95°c pendant 2 minutes Puis 45 cycles de :

- Dénaturation a 95° pendant 30 secondes

- Hybridation a 60°c pendant 45 secondes

- Extension a 72°c pendant 1 minute - Extension finale a 74°c pendant 5
minutes

-conservation + 4°c pendant un temps indéterminé

+ Programme de la deuxiéme amplification

- Dénaturation initiale a 94°c pendant 2 minutes

- Hybridation a 60° pendant 1 minute - Extension a 72°c pendant 45
secondes

- Extension finale a 74°c pendant 5minutes

-conservation + 4°c pendant un temps indéterminé

Procédures standard opératoires (SOP) de la goutte épaisse
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+ Procédure C’est une technigue de concentration permettant un

repérage rapide des parasites dans le sang et lidentification des

différentes espéces (frottis sanguin).

+ Matériels

Deux (2) lames porte-objet propres et bien dégraissée
Vaccinostyle stérile

Alcool 70°

Colorant de Giemsa pur

Coton hydrophile sec

Eau tamponnée, PH=7,2

Boite a lames ou couvercle pour protéger les frottis pendant le
séchage

Chiffon de coton propre et ne peluchant pas

Crayon noir a mine grasse ou marqueur indélébile
Stylo a bille

Bacs de coloration

Eprouvette graduée

Ratelier, chronometre

Huile d’'immersion

Registre ou formulaire de notification

Un compteur manuel

Gant

+ Lieu de prélévement

A I'extrémité d’'un doigt gauche(en général 3e doigt aprés le pouce), sur

la face latérale du doigt sain. Au lobe de l'oreille, aprés I'avoir réchauffé

entre les doigts. Au talon ou gros orteil chez le nourrisson, apres I'avoir

réchauffé.

paludisme clinique a Kéniéroba, Mali
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8.3. Technique de la goutte épaisse

Apres avoir noté les renseignements relatifs sur le formulaire ou le
registre appropri€, ainsi que l'identité du patient sur la lame, réaliser la
goutte comme suite :

1. En tenant la main gauche du malade la paume tournée vers le haut,
choisir le troisieme doigt aprés le pouce (le gros orteil peut étre utilisé
chez les nourrissons. Le pouce ne doit jamais étre utilisé chez les
adultes ou les enfants).

2. Avec un tampon de coton Iégérement imbibé d’alcool, nettoyer le doigt
en appuyant fermement pour enlever la saleté et la graisse du bout du
doigt.

3. Avec le chiffon de coton propre, essuyer le doigt en appuyant
fermement pour stimuler la circulation du sang.

4. Avec un vaccinostyle stérile, piquer le bout du doigt d’un seul geste.

5. Essuyer la premiere goutte de sang avec du coton sec. S’assurer qu’il
ne reste pas de fibres de coton sur le doigt, qui pourraient se meélanger
au sang.

6. En procédant rapidement et en tenant les lames propres uniquement
par les bords, recueillir le sang comme suit :

7. Appuyer doucement sur le doigt et recueillir une petite goutte de sang
au milieu de la lame (cf. figure).

8. Essuyer le sang restant sur le bout du doigt avec un tampon de
coton.

9. Tenir la lame supérieure par les bords.

10. Placer le coin de l'autre lame au centre de la goutte de sang

11. Etendre Iégerement la surface de la goutte par des mouvements

spiralés appuyés de la lame (cf. figure).

¥  Influence de la Persistance de P. falciparum et de la multiclonalité sur le risque de
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12. Assurer cette défibrination mécanique pendant quelques secondes et
étendre la goutte sur environ 1 cm de diametre.

13. Laisser la préparation a plat, a I'abri de la poussiére, de la chaleur et
des mouches pendant deux heures en zone sahélienne. Respecter ce
long temps de séchage sinon il y a risque de décollement de la

préparation lors de la coloration (cf. figure).

Figure 7 Technigue de la goutte épaisse

4+ Technique de coloration de Giemsa. Cest une méthode de
coloration classique employée en routine pour la coloration des
étalements sanguins et pour le diagnostic du paludisme. Toujours
maintenir la bouteille bien fermée dans un endroit frais, a I'abri de la

lumiére solaire directe. Les bouteilles en verre blanc peuvent étre

8 Influence de la Persistance de P. falciparum et de la multiclonalité sur le risque de
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recouvertes d’'une enveloppe de papier noir épais pour les protéger
de la lumiére.
Fixer le frottis mince en le tapotant doucement avec un tampon de coton
imbibé de méthanol, ou en le trempant dans un récipient de méthanol
pendant quelques secondes.
Préparer la solution de Giemsa a 3ou 5 dans I'eau tamponnée (PH 7,2)
et bien mélanger le colorant.Verser doucement le colorant dans la bague

jusqu’a ce que la lame soit entierement recouverte.

Laisser colorer pendant 30 a 45 mn pour 30 (15mn pour 10), a I'abri de

la lumiere solaire et de la poussiere.Les lames sont ensuite rincées et

séchées sur un ratelier.

+ Aspect

La lecture se fait au microscope a l'objectif 100 a I'huile d'immersion

a) Le fond doit étre propre, exempt de débris, coloré en bleu

b) Les noyaux des leucocytes sont en violet fonceé.

c) Les parasites du paludisme sont bien définis, avec une chromatine

rouge foncé et un cytoplasme d’une bleue pale. Dans les infections a P.

vivax et P.ovale, on peut voir un semis de granulations de Schuffner

dans le fantbme de I'érythrocyte héte, en particulier sur les bords du

frottis.

+ Méthodes de numération des parasites du paludisme dans les
gouttes épaisses.

Parasites par pl (= mm3)

On trouvera ci-dessous une méthode pratique de précision suffisante.

Elle consiste a dénombrer les parasites par pul de sang dans un

frottisépais, par rapport a un nombre prédéterminé de leucocytes. On

prend comme norme une moyenne de 7500 leucocytes par ul. Malgré

Influence de la Persistance de P. falciparum et de la multiclonalité sur le risque de
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I'imprécision due aux variations du nombre de leucocytes parmi des
personnes en bonne santé et aux variations encore plus grandes
observées chez les malades, cette valeur permet des comparaisons
valables. Avant de commencer a compter, on examinera |I'équivalent de
0,25ul de sang (environ 100 champs, avec un oculaire 7 X (ou 10X) et
un objectif a immersion dans l'huile 100X) dans le frottis épais pour
déterminer I'espéce de parasite et les stades présents. Ensuite, on
appliguera la méthode suivante qui convient pour les frottis positifs :

1. Un compteur manuel a 4 chiffres nécessaire pour dénombrer
séparément les parasites et les leucocytes.

2. a) Si, apres avoir compté 300 leucocytes, on a identifié 10 parasites
ou plus, noter les résultats sur le formulaire de notification, en indiquant
le nombre de parasites par 300 leucocytes.

b) Si, apres avoir compté 300 leucocytes, on a identifié neuf parasites ou
moins, continuer de compter jusqu’'a 500 leucocytes et noter le nombre
de parasites par 500 leucocytes.

3. Dans chaque cas, le nombre de parasites par rapport au hombre de
leucocytes peut étre converti en nombre de parasites par ul par la simple
formule mathématique suivante :

Nombre de parasite X 7500 /Nombre de leucocytes =Nombre de
parasite par pl

En d’autres termes, si 300 leucocytes sont comptes, le nombre de
parasites est a multiplier par 25 et si 500 leucocytes sont comptés, le

nombre de parasites est a multiplier par 15.

Influence de la Persistance de P. falciparum et de la multiclonalité sur le risque de
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8.4. Procédures Standard Opératoires (SOP) : Frottis Mince
Le frottis sanguin consiste en la réalisation d'un étalement monocellulaire
des éléments sanguins. Lames a tenir par les bords pour éviter les
empreintes digitales graisseuses. Plus la lamelle utilisée pour faire le

frottis est mince, plus fin le frottis sera.

+ Matériel

» 2 lames porte-objet dégraissées

* Vaccinostyle stérile

« Alcool 70°

* Colorant de Giemsa pur

 Coton hydrophile sec

« Eau tamponnée, pH=7,2

Méthanol absolu

+ Lieu du préléevement

a. A I'extrémité d’un doigt gauche (ni index, ni pouce), sur la face latérale
du doigt qui ne doit étre ni cedémateux, ni cyanosé, ni traumatisé, ni
infecté.

b. Au lobe de l'oreille, aprés I'avoir réchauffé entre les doigts

c. Au talon ou au gros orteil chez le nourrisson, aprés I'avoir réchauffé.

+ Technique

1. Dégraisser la lame a l'alcool (ou au toluene); faire sécher a l'air ou
prés d’'une flamme ou avec un appareil séche- cheveu (fig. 7a).

2. Désinfecter le bout du 3eme ou 4eme doigt avec de l'alcool 70°.

3. Piquer le doigt avec un vaccinostyle stérile, d’'un seul geste.

4. Essuyer la premiére goutte de sang avec du coton sec.

5. Déposer une goutte de sang capillaire ou veineux a l'une des

extrémités de la lame.

kB Influence de la Persistance de P. falciparum et de la multiclonalité sur le risque de
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6. Poser le bord de la deuxieme lame en avant de la goutte de sang, le
faire glisser en arriére jusqu’au contact de la goutte de sang qui va se
répandre sur toute la largeur du bord de la lame supérieure dans I'angle
formé par les 2 lames.

7. Incliner la lame supérieure de 45°.

8. Pousser fermement la deuxieme lame le long de la lame de sang, en
la tenant inclinée a 45° d’un geste rapide et régulier, en avant, vers
I'extrémité libre de la lame porte-objet. S’assurer que la deuxiéme lame
reste bien en contact avec la surface de la lame de sang pendant qu'on
procéde a I'étalement.

9. Faire sécher le film mince de sang obtenu en agitant la lame a l'air. Le
frottis doit présenter deux bords et une queue, zones électives de
lecture.

10. Porter le nom du patient ou le numéro de I'examen sur la marge de
la lame ou sur la partie large du frottis sanguin au crayon de papier.

11. Placer la lame dans la boite horizontale (type OMS), a I'abri des
mouches, de la poussiére et d’'une trop forte chaleur si on ne peut la
colorer immeédiatement.

12. Fixer le frottis sanguin avec le méthanol

13. Appliquer le colorant de May-Grunwald-Giemsa, ou I'Hémacolor ou

colorer avec le Giemsa 3% dans de I'eau tamponnée.

PR Influence de la Persistance de P. falciparum et de la multiclonalité sur le risque de
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Figure 8: Technique du frottis mince

4+ Technique de Coloration avec I’Hemacolor®

e Fixer le frottis avec le méthanol en plongeant deux fois 3 secondes

CER Influence de la Persistance de P. falciparum et de la multiclonalité sur le risque de
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e Laisser sécher la lame a I'air libre ou faire sécher avec une machine
seche cheveux.

e Plonger la lame 3 a 5 fois une seconde dans la solution d’€osine, qui
colore le noyau du parasite en rouge.

e Rincer a l'eau propre.

e Plonger la lame 3 a 5 fois une seconde dans la solution de bleu de

e Méthyléne qui colore le cytoplasme du parasite en bleu.

e Rincer a l'eau propre.

e Laisser sécher.

e Lire la lame au microscope optique binoculaire avec I'objectif 100 en
immersion.

+ Méthode de la numération des parasites du paludisme dans les

frottis mince.

Une méthode simple pour denombrer les parasites dans le frottis mince
consiste a compter 1000 hématies sur la queue, zone élective de lecture
du frottis mince. On dénombre les hématies parasitées sur 1000
hématies dans un frottis mince. Le résultat est exprimé en pourcentage
d’hématies parasitées. Cette méthode est surtout utilisée dans les essais
cliniques de nouveaux médicaments antipaludiques. Elle semble étre
plus précise que le nombre de parasites par pl de sang. L’'inconvénient

majeur est qu’elle consomme suffisamment de temps.
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8.5. Détermination du taux d’hémoglobine

Le taux d’hémoglobine a été mesuré par I'appareil HemoCue Hb201+

micro cuvette.

Eigure 9 : Analyseur et MicrocuvetteHemoCue

Source : Photo prise a Kéniéroba

+ Principe dela méthode

La réaction dans la microcuvette repose sur une réaction modifiée de
formation d’azoture de méthémoglobine. Les érythrocytes sont
hémolysés pour libérer 'lhémoglobine. L’hémoglobine est convertie en
méthémoglobine, laquelle réagit avec de [Il'azoture  pour

donner de I'azoture de méthémoglobine dont 'absorbance est mesurée

CE®  Influence de la Persistance de P. falciparum et de la multiclonalité sur le risque de
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dans I'analyseur .Cette absorbance est directement proportionnelle a la

concentration de I'Hb.
+ Matériel et réactifs
-Appareil analyseur
-MicrocuvetteHemoCue
-Lancette

-Alcool 70°

-Coton

+ Technique

-cibler un doigt, bien désinfecté avec le tampon d’alcool a 70°; -piquer en
un coup sec avec une lancette ; nettoyer la premiere goutte de sang,
presser le bout du doigt pour avoir une deuxiéme goultte ;

- Appliquer la microcuvette sur la goutte de sang. La quantité nécessaire
est aspirée automatiqguement dans la microcuvette par capillarite.

-Apres avoir enlevé minutieusement toute trace de sang présente a la
surface de la microcuvette, la mettre sur son support et l'insérer ensuite

dans le photometre

S -
e B
P

Figure 10 : Mécanisme de mesure du taux d’Hb par I'appareil
HemoCue 201+
Le résultat est exprimé en gramme d’hémoglobine par décilitre de sang

(g/di)
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Source ;: www.hemocue.com
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8.6. Deétermination du groupe sanguin ABO

Nous avons déterminés le groupe sanguin par I’épreuve de Beth
VINCEN

% Principe

Cette méthode consiste a recherché les antigenes A, B ou D a la surface

des globules rouges, par un test d’agglutination utilisant les sérums Anti-

A,

anti-B et anti-D.

+ Matériel et réactifs

lame porte objet

cure-dent

coton

alcool 70°

lancette

crayon de papier

Sérums tests, (anticorps) : anti-A (couleur bleu), anti-B (couleur

jaune), anti-D (incolore).

+ Mode opératoire

-marquer a l'aide de crayon de papier le huméro d’identification du sujet

sur trois lames porte objet en les marquant A, B et D

-cibler un doigt

-nettoyer le doigt avec un tampon d’alcool a 70°

-piquer en un coup sec le bout du doigt par une lancette et nettoyer la

premiére goutte de sang avec le coton sec;

- presser le bout du doigt pour avoir d’autres gouttes et déposer une

goutte (de 10pl) de sang sur chacune des trois lames porte objets.

-ajouter :- une goutte (10ul) du sérum anti-A sur la goutte de la lame A

-une goutte (10ul) du sérum anti-B sur la goutte de la lame B
ﬂ Influence de la Persistance de P. falciparum et de la multiclonalité sur le risque de
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-une goutte (10ul) du sérum anti-D sur la goutte de la lame D ;

-turturer les trois gouttes avec trois cure-dents différents.

+ Résultat

Observer I'agglutination avec les sérums tests:
« sérum anti-A + le sang = agglutination (présence de l'antigéne A)
« sérum anti-B + le sang = agglutination (présence de l'antigéne B)
« sérum anti-D +le sang = agglutination (présence de I'antigéne D) pour
le rhésus.
L’absence d’agglutination signifie I'absence d’antigéne correspondant.
Ce qui nous permet de déterminer les phénotypes : A +, B+, AB+, O+, A-
,B —, AB-, O-

Influence de la Persistance de P. falciparum et de la multiclonalité sur le risque de
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8.7. Détection de la délétion 3.7-kb responsable de [I'alpha-
thalassémie par PCR
Il s’agit d’'une PCR nichée (nested PCR) ou le produit de la premiere
PCR est amplifié de nouveau dans une deuxieme PCR.
+ Matériel et réactifs
e Matériels
- Termocycler
- Micropipette (1000pl, 200l et 10ul)
- Embout pour micropipette (1000ul, 200ul et 10pl)
- Tube PCR 0.2ml
e Réactifs
- Le Tris-HCI, pH 8.5
- KCI
- Betaine (Sigma)
- dNTP (ATP, GTP, TTP, CTP)
- Tagpolymerase
- Les Amorces:
- a2/3.7F = 5-CCCCTCGCCA AGTCCACC C-3
- a2R= 5-AGACCAGGAAGGGCCGGTG-3'
- 3.7/20.5R=5- AAAGCACTCTAGGGTCCAG CG-3
- A3.7F=5-CTTTCCCTACCCAGAGCCAGGTT -3'
- 3.7R1=5-CCACTTTCCCTCCTCCATCCC-3
- a2R1=5-AGGAG GGCCCGTTGGGAGGC-3
+ Procédure
+ Premiére amplification
Il s’agit d’'une PCR multiplex visant a amplifier en méme temps dans la
méme réaction, le fragment d’ADN portant la délétion 3.7 et le fragment

d’ADN normal sans délétion. Ces deux fragments ont en commun une

0B Influence de la Persistance de P. falciparum et de la multiclonalité sur le risque de
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amorce (02/3.7F) la seconde amorce eétant spécifique pour chaque
fragment (a2Rpour le fragment normal et 3.7/20.5R pour le fragment
délétere).ll consiste a amplifier approximativement 5ng d’ADN (2.5 ul
d’ADN extrait avec le Qiagen)
dans un volume réactionnel de 25 pl dont la composition est la suivante:

- 20 mmol/L de Tris-HCI pH 8.5

- 50 mmol/L KCI

- 1.5 mmol/L MgClI2

- 1 mol/L de Betaine

- 0.3umol/l de chaque amorce (a2/3.7F, a2R et 3.7/20.5R)

- 0.2mmol/L de chaque dNTP

-1.25 unité de platinumTagpolymerase (Invitrogen)
+ Deuxiéme amplification Chaque produit de premiere amplification

est
amplifié¢  deux fois dans deux tubes de PCR différents.
Dans le tube de PCR N°1, les amorces spécifique pour le fragment
normal (A3.7F et a2R1) sont utilisé alors que dans le tube de PCR N°2
sont introduites les amorces spécifiques pour les genes délétéres (A3.7F
et 3.7R1).
Dans chaque tube de PCR 1ul d’'une dilution au 1 /20 est utilisé dans un
volume réactionnel de 25 yl de méme composition que dans la premiere
amplification
Le programme utilisé pour I'amplification est le suivant : Il est le méme
pour la premiere et la deuxieme amplification.
- Dénaturation initiale : 95°C pendant 5 minutes Suivit de 35 cycle de :
- Dénaturation : 97°C pendant 45 secondes.

- Renaturation : 60°C pendant 1 minute et 15 secondes.

(i Influence de la Persistance de P. falciparum et de la multiclonalité sur le risque de
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- Extension : 72°C pendant 2 minutes et 30 secondes Une extension

Final a 72°C pendant 5 minutes.
+ Migration du produit de PCR

On utilise un gel d’agarose a 2% auquel est incorporé du bromure
d’éthidium (~ 3ug/100ml) dans TBE 0.5X. La migration se fait a 200 volts

pendant 30 minutes et la révélation est faite a la lumiere UV.

+ Interprétation

Présence d’une bande de 2 kb dans le tube N° 1 signifie que le sujet
possede le gene Normal.Présence d’'une bande de 1.8 kb dans le tube
N° 2 signifie que le sujet possede le gene délétere. Trois scenarios sont
possibles : 1- Le sujet est Normal : On observe la présence d’'une bande
de 2 kb dans le tube N° 1 et
'absence de bande dans le tube N° 2 2- Le sujet est a-thalassémique
hétérozygote : On observe la présence d’'une bande de 2 kb dans le tube
N° 1 et aussi la présence d’'une bande de 1.8kb dans le tube N° 2 3- Le
sujet est a-thalassémique homozygote : On observe la présence d’une
bande de 1.8 kb dans le tube N° 2 et 'absence de bande dans le tube N°

1
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9. Fiche signalétique

Titre de la thése : Influence de la Persistance de Plasmodium
falciparum et de la multiclonalité sur le risque de paludisme clinique a
Kéniéroba, une zone de transmission saisonniére du Mali.

Nom et prénom du candidat : CISSE Amadou

Adresse du candidat : Tél. (00223) 78 86 76 79

Pays d’origine : Mali

Lieu de dépdt de la these : Bibliotheque de la Faculté de Médecine et
d’Odontostomatologie de lTUSTTB

Domaine d’étude : Médecine.

Secteurs d’intérét . Parasitologie, Immunogéneétique, épidémiologie
Résume.

Les effets de l'infection persistante par Plasmodium falciparum (Pf) et la
multiclonalité sur le risque subséquent de paludisme clinique ont éte
rapportés, mais la relation entre ces 2 parametres et leurs impacts
relatifs sur le résultat clinique de l'infection ne sont pas comprises. Une
étude longitudinale de cohorte a été menée dans une zone saisonniéere
et a transmission élevée du Mali, dans laquelle 500 sujets ageés de 1 a
65 ans ont été suivis pendant 1 an. Des échantillons de sang ont été
prélevés toutes les 2 semaines, et les cas de paludisme ont été
diagnostiqués et traités. L'infection Pf chez chaque individu a chaque
moment a été évaluée par PCR spécifigue aux especes, et la
Persistance Pf par personne (Persistance-Pf, proportion d'échantillons Pf
positifs sur 1 an) a été calculée. L'action de la multiclonalité de Pf a été
mesurée a l'aide d'un test de code a barres d’ADN 24-SNP a 4 points de
temps (deux en saison humide et deux en saison seche) sur un an. La
Persistance-Pf a été positivement corrélée avec multiclonalité a chaque

point de temps (tous r=0,36; tous P <0,011). Lorsque les facteurs de
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I'n6te (par exemple, I'age, le sexe), la Persistance-Pf et la multiconalité
(au début de la saison de transmission) ont été analysés ensemble,
l'augmentation de I'age et du Persistance-Pf élevé a été associée a une
diminution de l'apparition clinigue du paludisme ou a un nombre réduit
d'épisodes de paludisme (pour les deux Résultats, P<0,001 pour I'age, et
P = 0,005 pour Persistance-Pf). Nos résultats démontrent que le
transport persistant de parasites, mais pas la multiclonalité de base, est
associé a un risque réduit de maladie clinique dans cette population.
Notre étude souligne I'importance de considérer I'exposition répétée aux
parasites dans les études futures qui évaluent le risque clinique de
paludisme.

Mots clés : P. falciparum, Multiclonalité, Facteurs humain, prévalence

longitudinale, Mali
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10. Summary

The effects of persistent Plasmodium falciparum (Pf) infection and
multiclonality on subsequent risk of clinical malaria have been reported.
However, the relationship between these 2 parameters and their relative
impacts on the clinical outcome of infection are not understood. A
longitudinal cohort study was conducted in a seasonal and high
transmission area of Mali in which 500 subjects aged 1 to 65 years were
followed for 1 year. Blood samples were collected every 2 weeks, and
incident malaria cases were diagnosed and treated. Pf infection in each
individual at each time point was assessed by species-specific nested-
PCR, and Pf longitudinal prevalence per person (Pf-Persistance,
proportion of Pf-positive samples over 1 year) was calculated.
Multiclonality of Pf infection was measured using a 24-SNP DNA
barrecoding assay at 4 time-points (two in wet season, and two in dry
season) over one year. Pf-Persistance was positively correlated with
multiclonality at each time point (all r0.36; all P0.011). When host factors
(e.q., age, gender), Pf-Persistance, and multiclonality (at the beginning of
the transmission season) were analyzed together, only increasing age
and high Pf-Persistance were associated with reduced clinical malaria
occurrence or reduced number of malaria episodes (for both outcomes,
P<0.001 for age, and P = 0.005 for Pf-Persistance). Our findings have
shown that persistent carriage of parasite, but not baseline multiclonality,
is associated with reduced risk of clinical disease in this population. Our
study suggests taking in account the importance of repeated exposure to
parasite infection in future studies in evaluating the risk of clinical

malaria.

Key words: P. falciparum, Multiclonaly, Host factors, longitudinal

prevalence, Mali.
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11. SERMENT D’HIPPOCRATE

En présence des maitres de cette faculté, de mes chers condisciples,
devant l'effigie d’Hippocrate, je promets et je jure, au nom de [|'étre
supréme, d’étre fidéle aux lois de I'honneur et de la probité dans
I'exercice de la médecine.

Je donnerai mes soins gratuits a I'indigent et n’exigerai jamais un salaire
au-dessus de mon travail, je ne participerai a aucun partage clandestin

d’honoraires.

Admise a l'intérieur des maisons, mes yeux ne verront pas ce qui S’y
passe, ma langue taira les secrets qui me seront confiés et mon état ne
servira pas a corrompre les moeurs, ni a favoriser le crime.

Je ne permettrai pas que des considérations de religion, de nation, de
race, de parti ou de classe sociale viennent s’interposer entre mon
devoir et mon patient. Je garderai le respect absolu de la vie humaine

des la conception.

Méme sous la menace, je n‘admettrai pas de faire usage de mes

connaissances médicales contre les lois de 'humanité.

Respectueux et reconnaissant envers mes maitres, je rendrai a leurs
enfants linstruction que jai regcue de leurs péres. Que les hommes
m’accordent leur estime si je suis fidele a mes promesses. Que je sois

couverte d’'opprobre et méprisée de mes confreres si j'y manque.

Jelejure!
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