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1 INTRODUCTION 

Le paludisme est une maladie provoquée par des hématozoaires appartenant au genre 

Plasmodium. Deux espèces parmi les cinq qui infectent l’homme, Plasmodium falciparum et 

Plasmodium vivax, ont un impact majeur en santé publique. Plasmodium falciparum provoque 

une infection aigue, potentiellement mortelle chez les sujets peu ou non immuns et est le 

parasite le plus répandu sur le continent Africain [1]. La chimiorésistance de Plasmodium 

falciparum constitue l’un des obstacles majeurs qui entravent l’activité des programmes 

nationaux de lutte contre le paludisme depuis des décennies [2]. 

Selon le dernier rapport sur le paludisme dans le monde, publié en novembre 2017 par l’OMS, 

il y a eu 216 millions de cas de paludisme en 2016, contre 211 millions en 2015. On estime à 

445 000 le nombre de décès dus au paludisme en 2016, un chiffre similaire à celui de l’année 

précédente (446 000) [3]. La Région OMS de l'Afrique supporte une part disproportionnée de 

la charge mondiale du paludisme. En 2016, 90% des cas de paludisme et 91% des décès dus à 

cette maladie sont survenus dans cette région. 80% de la charge de morbidité due au 

paludisme pesaient sur une quinzaine de pays – tous situés en Afrique subsaharienne, sauf 

l’Inde [3]. Dans les régions où la transmission du paludisme est intense, les enfants de moins 

de 5 ans risquent tout particulièrement de contracter l’infection, de tomber malades et de 

mourir; plus des deux tiers (70%) des décès dus au paludisme surviennent dans cette tranche 

d’âge [3]. Le nombre de décès enregistrés chez les enfants de moins de 5 ans est passé de 440 

000 en 2010 à 285 000 en 2016. Toutefois, le paludisme demeure toujours un facteur majeur 

de mortalité chez les enfants de moins de cinq ans et un enfant en meurt toutes les deux 

minutes [3].  

La lutte anti vectorielle est historiquement la première méthode de prévention du paludisme. 

Elle repose sur l'abaissement des taux de transmission en s'appuyant sur trois approches 

fondamentales (la lutte mécanique et écologique ; la lutte biologique et génétique ; 

l’utilisation des insecticides chimiques) [4]. 

Les combinaisons thérapeutiques à base d'artémisinine (CTAs) sont recommandées par 

l'Organisation mondiale de la santé (OMS) comme traitement de première intention du 

paludisme simple à P. falciparum [5].  
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L'émergence de la résistance de Plasmodium falciparum à l'artémisinine en Asie du Sud-Est 

menace les activités de contrôle et d'élimination du paludisme dans le monde entier [6].   

Des études génétiques épidémiologiques et moléculaires ont récemment montré que la 

résistance aux artémisinines est principalement due à des mutations dans le domaine Propeller  

de la protéine Kelch13 de P.falciparum [6,7] . En Afrique, très peu de mutations sur le gène 

PfK13 ont été reportées à Dakar [8], au Mali  Ouattara et al.2015 [9], en Ouganda et al., 2015 

[10]  et 12 autres pays de l’Afrique sub-Sahararienne Kamau et al., 2015 [11]. Ces dernières 

études ont aussi montré que les mutations rencontrées dans les pays Africains sont différentes 

de celles retrouvées en Asie du Sud-Est  Kamau et al., 2015 [11]. 

Au Mali, une étude menée sur la baisse de la sensibilité du Plasmodium à l’artésunate a 

prouvé l’efficacité de cette dernière sans clairance parasitaire retardée [12]. 

La réduction de l'efficacité du traitement aux artémisinines entraîne à son tour une 

augmentation de la pression sélective sur les médicaments partenaires (Luméfantrine, 

Amodiaquine) des CTAs, ce qui augmente leur risque d'échec [13]. La résistance de P. 

falciparum à ces derniers a été reconnue pour son association aux mutations sur le Pfmdr1 

notamment aux positions 86, 184 et 1246 [14–17] Les mutations amino-terminales (N86Y et 

Y184F) sont plus communs aux parasites asiatiques et africains, alors que les trois mutations 

carboxy-terminales (S1034C, N1042D et D1246Y) se retrouvent plus souvent dans les isolats 

sud-américains (D1246Y est néanmoins présent dans environ 3% des 1502 génomes des 

parasites Africains récemment séquencés par le consortium MalariaGEN) [13]. 

Face à ces menaces de résistance aux antipaludiques, l’OMS recommande de procéder à un 

suivi régulier des antipaludiques dans les zones d’endémie palustre tous les 24 mois [18]. 

La commune de Sélingué, une zone d’endémie palustre, a bénéficié depuis 2015 de la 

stratégie intégrée de lutte contre le paludisme par la couverture universelle de l’usage des 

moustiquaires imprégnées d’insecticides, du traitement gratuit du paludisme simple par la 

combinaison Artéméther + Luméfantrine et le traitement présomptif intermittent avec la 

sulfadoxine + Pyriméthamine.  Simultanément, l’adoption de la CTA (Artéméther + 

Luméfantrine) s’est accompagnée par le retrait de la chloroquine de la liste des médicaments 

antipaludiques. Ainsi, ce site apparait comme un lieu propice pour l’évaluation de l’efficacité 

thérapeutique des antipaludiques utilisant à la fois les techniques in vivo and ex vivo de 

détection de la résistance des parasites. 
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C’est ainsi que nous avons conduit une étude dans la commune rurale de Sélingué visant à 

tester l’efficacité des CTAs (artéméther + luméfantrine pour Coartem®) et 

(artesunate+amodiaquine pour ASAQ-DENK fixed dose) dans le traitement du paludisme 

simple à P.falciparum  et évaluer la dynamique de la population de  P.falciparum selon le 

portage des mutations sur les gènes PfK13 au niveau du domaine Propeller et Pfmdr1  au 

niveau des régions 1 et 2. 
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2 OBJECTIFS 

2.1 Objectif principal 

Estimer la prévalence des mutations sur les gènes Pfmdr1 aux régions 1 et 2 par séquençage 

ainsi que sur le domaine Propeller de Pfk13 

2.2 Objectifs spécifiques 

 Identifier les mutations circulantes sur les régions 1 et 2 du gène Pfmdr1 ; 

 Identifier les mutations sur le domaine Propeller du gène Pfk13 ; 

 Evaluer s’il existe un lien entre les facteurs intervenant dans l’échec thérapeutique et 

les mutations obtenues. 
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3 GENERALITES  

3.1 Paludisme, généralités sur la maladie 

3.1.1 Historique 

Le parasite responsable du paludisme est le Plasmodium. Sa découverte est en grande 

partie l’œuvre d’Alphonse Laveran, médecin et parasitologue Français né à Paris le 18 juin 

1845. Ses recherches sur la maladie paludique débutent en 1878 à Bône en Algérie. Dans son 

traité sur le Paludisme il dira avoir été orienté par des granulations de pigments noirs 

observées pendant les autopsies des malades, dont il pista l’origine dans leur corps et les 

retrouva dans les leucocytes [19]. A côté de ceux-ci se trouvaient des « corps sphériques, de 

volume variable, pigmentés, doués de mouvements amiboïdes, et des corps en croissant 

pigmentés ». L’hypothèse d’un parasite est posée. Deux ans plus tard, à Constantine, ses 

doutes se confirment : il distingue sur le bord des corps sphériques pigmentés « des éléments 

filiformes ressemblant à des flagelles qui s'agitaient avec une grande vivacité ». Alphonse 

Laveran a trouvé des exflagellations de gamétocyte de P.falciparum, une espèce de 

Plasmodium [20].  

Ce jour-là, le 8 novembre 1880, il venait de découvrir le parasite responsable du 

Paludisme. Cette découverte fut mal reçue, elle était contraire aux idées de cette période qui 

consistaient à expliquer l'origine de toutes les maladies par des bactéries (concept pastorien 

des pathologies). Suite à neuf ans de travaux, il a été considéré que « le parasite de Laveran » 

était bien le responsable de la maladie paludique. Il fut le premier Français à qui fut attribué 

en 1907 le prix Nobel de physiologie et de médecine, non seulement pour sa découverte du 

parasite responsable du Paludisme, l’hématozoaire Plasmodium, mais pour l’ensemble de ses 

travaux dans le domaine de la parasitologie. Une hypothèse des plus crédibles (mais sujette à 

beaucoup de discutions) est que P. falciparum dérive d’un proche parent qu’est le parasite du 

Paludisme du chimpanzé P. reichenowi. Cette hypothèse est corroborée par le constat que ces 

deux espèces de parasite ont divergé il y a 5 à 7 millions d’années, ce qui coïncide avec la 

date relative de divergence entre les hommes et les chimpanzés. Il est clair que l’histoire du 

parasite et de l’homme résulte de longues années de coévolution. Selon les récents modèles 

d’évolution génétique de P. falciparum (une des espèces de Plasmodium) était soit bien 

présent chez nos ancêtres il y a plus de 100 000 ans avec une forte population stable, soit il y a 

environ 6000 ans lors d’une expansion significative de la population parasitaire [21].  
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Des fièvres mortelles ayant des ressemblances avec le paludisme ont été relatées 

notamment en Egypte ancienne et dans l’Antiquité en Inde. Le terme de Malaria (de l'Italien 

mal'aria, ou mauvais air), désigne anciennement la maladie paludique (du Latin paludis, c’est 

à dire marais). Il fut trouvé par le médecin Italien Giovanni Lancisi qui fit la corrélation entre 

la présence de moustiques et la prédominance de la maladie au niveau des marais. Ronald 

Ross, médecin britannique, démontra en 1897 que la transmission de la maladie s’effectuait 

via un moustique. Il s’appuyait sur des travaux réalisés sur le Paludisme aviaire ainsi que la 

découverte du parasite dans les tubes digestifs de moustiques. Lui aussi fut récompensé par un 

prix Nobel pour ses travaux sur la maladie. Giovanni Battista Grassi, scientifique italien, 

prolongea ces travaux pour découvrir les quatre espèces de parasites responsables de la 

maladie chez l’homme et décrivit le cycle complet du parasite [22]. 

3.1.2 Epidémiologie du paludisme 

Le paludisme sévit actuellement dans la ceinture de pauvreté du monde, mais l’impact 

de la maladie en termes de santé publique (mortalité, morbidité et impact socio-économique) 

varie considérablement d’une région à l’autre. La grande majorité des cas graves et mortels de 

paludisme est due essentiellement à P. falciparum et survient chez les enfants de moins de 

cinq ans et les femmes enceintes [23]. En clinique, on estime à environ 2 épisodes de 

paludisme en moyenne par enfant (0-5 ans) et par saison de transmission (hivernage) [24]. 

Cette hétérogénéité du paludisme a très tôt imposé la nécessité d’une classification des zones 

où sévit la maladie en fonction du climat et de la végétation (Indices de Macdonald 1957) : 

 Les zones de paludisme stable où la forte transmission entraîne une prémunition ;  

 Les zones de paludisme instable où le caractère épisodique de la transmission ne 

permet pas le développement de la prémunition ; 

 Entre ces deux zones, il existe une strate de situations intermédiaires.  

Au Mali il existe 5 faciès épidémiologiques de transmission du paludisme [25]. 

 la zone de transmission saisonnière longue de 4 à 6 mois (zone soudano-guinéenne); 

 la zone de transmission saisonnière courte de 3 à 4 mois (zone sahélo-soudanienne) ; 

 la zone de transmission sporadique voir épidémique (zone saharienne) correspondant 

aux régions du nord (Gao, Tombouctou et Kidal), certains districts des régions de 

Koulikoro (Nara) et de Kayes (Nioro, Yélimané, Diéma et Kayes); 

 la zone de transmission bi ou plurimodale saisonnière du Delta Intérieur et des 

barrages (Sélingué, Manantali et Markala) ; 
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 la zone peu propice à l’impaludation particulièrement le milieu urbain comme 

Bamako. La transmission se fait essentiellement en saison des pluies. Cette 

transmission continue même en saison sèche pour les zones irriguées [26]. 

3.1.3 Agents pathogènes 

Le parasite responsable du paludisme est un protozoaire intracellulaire appartenant à 

l’embranchement des sporozoaires, de la classe des Haemosporidae, de l’ordre des 

Haemosporida et de la famille des Plasmodidae. Les espèces parasites de l’homme sont : 

 Plasmodium falciparum : L’espèce la plus répandue, la plus redoutable car entraîne le 

paludisme grave ; 

 Plasmodium malariae : Distribution clairsemée, entraîne la fièvre quarte ; 

 Plasmodium vivax et Plasmodium ovale : Ces deux espèces entraînent la fièvre tierce 

bénigne avec des rechutes tardives ; 

 Plasmodium knowlesi : Il est proche génétiquement de Plasmodium vivax, et 

microscopiquement de Plasmodium malariae. Il a été découvert récemment chez  

l'Homme en Malaisie (mais était connu antérieurement chez le singe) [27]. 

Cycle biologique du Plasmodium : 

Le cycle de développement du plasmodium nécessite deux hôtes obligatoires : l’homme et 

le moustique. Chez l’homme s’effectue la multiplication asexuée ou schizogonie. Chez 

l’anophèle femelle s’effectue le cycle sexué ou sporogonie [16]. 

Chez l’homme : [25,28]. 

Il se déroule en deux phases : une phase hépatique (ou exo-érythrocytaire) et une phase 

sanguine (ou érythrocytaire) 

 La phase hépatique : 

L’anophèle femelle infestée en piquant l’homme lui inocule dans le sang, le parasite sous 

forme de sporozoïtes. Ceux-ci restent dans la circulation sanguine pendant une demi- heure 

avant de pénétrer dans les cellules du foie. Une fois dans l’hépatocyte, les sporozoïtes 

restent quiescents (hypnozoïtes) pour Plasmodium ovale et Plasmodium vivax ou par 

multiplication nucléaire, ils deviennent des schizontes intra hépatocytaires (corps bleus). 

Cette phase dure 7 à 21 jours en fonction de l’espèce plasmodiale, elle est cliniquement 

muette et correspond à la phase d’incubation de la maladie. 
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 La phase sanguine : 

La rupture des corps bleus libère des mérozoïtes qui pénètrent les globules rouges par 

endocytose, et se transforment en trophozoïte. Le trophozoïte grossit et se transforme en 

schizonte sanguin qui est appelé corps en rosace à maturité et qui contient de nombreux 

mérozoïtes dont le nombre varie selon l’espèce plasmodiale. L’éclatement de l’hématie 

libère les mérozoïtes dans la circulation sanguine. Chaque mérozoïte envahit une nouvelle 

hématie, poursuivant ainsi le cycle intraérythrocytaire. Au cours de la multiplication dans 

les hématies, le parasite va produire au dépend de l’hémoglobine un pigment appelé 

l’hémozoïne. Parallèlement apparaissent dans l’hématie des taches de Maurer 

(P.falciparum), des granulations de Schüffner (P.vivax et P.ovale) ou des ponctuations de 

Ziemann (P.malariae). 

Le cycle sanguin dure 48 heures chez le P.falciparum, P.vivax et P.ovale, 72 heures chez le 

P.malariae. C’est l’éclatement simultané des corps en rosace d’une même génération qui 

provoque l’accès fébrile typique du paludisme. 

Après plusieurs cycles schizogoniques sanguins, certains mérozoïtes se différencient en 

élément à potentiel sexué : les gamétocytes. Ceux-ci ne poursuivront leur développement 

que s’ils sont absorbés par un anophèle femelle. 

 Chez l’anophèle : [25] 

Encore appelé cycle sporogonique, il débute dès l’infection de l’anophèle femelle ayant 

piqué un impaludé porteur de gamétocytes. Les   gamétocytes   passent   dans   son   

estomac, le gamétocyte   femelle (ou macrogamétocyte) se transforme et devient immobile. 

Le gamétocyte mâle (microgamétocyte) va subir une exflagellation qui l’allongera et le 

rendra mobile. La fécondation de la macro gamétocyte par le micro gamétocyte aboutit à la 

formation d’un œuf mobile dans la lumière du tube digestif appelé ookinète. Celui-ci va 

traverser et aller s’enkyster sur sa face externe formant un oocyste. Une fois mûr l’oocyste 

éclate et libère des sporozoïtes qui vont gagner les glandes salivaires de l’anophèle d’où ils 

seront inoculés à l’homme lors d’une nouvelle piqûre. La durée du cycle chez l’anophèle 

est de 10 à 40 jours selon la température extérieure et les espèces. 
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Figure 1: Cycle biologique des espèces plasmodiales chez l’homme et le moustique  

Source : http://www.cdc.gov/malaria/about/biology/ [29]  

 

 

 

 

 

http://www.cdc.gov/malaria/about/biology/
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3.1.4 Vecteur du paludisme [30] 

3.1.4.1 Définition 

On appelle vecteur un être vivant capable de transmettre un agent pathogène (bactérie, 

parasite, virus) d’un vertébré à l’autre tout en étant lui-même infecté. En parasitologie plus 

spécifiquement, il désigne un hôte intermédiaire qui va transmettre à l’hôte définitif le résultat 

de la transformation du pathogène présent. Chez l’hôte final, le parasite accomplira la fin de 

son cycle de vie. 

3.1.4.2 Anophèle femelle 

Le terme d’Anophèle vient du grec Opheles qui signifie utile, et est associé au a privatif pour 

donner insecte dénué d’utilité. Ce genre de moustique est l’unique vecteur du Paludisme, il 

s’agit d’un Culicidae de l’ordre des Diptera (les diptères forment un des ordres dominant des 

insectes). On peut différencier les trois principaux genres de moustiques par leur posture au 

repos 

 

Figure 2: Position des moustiques au repos.  

Source [30]. 

Plus de 50 espèces d’anophèles assurent la transmission des plasmodies de manière plus ou 

moins efficace suivant leur anthropophilie et leur longévité. Chaque espèce a une aire de 

distribution bien délimitée dans l’ensemble biogéographique mondial [31].  

Au Mali, sont présentes : An. gambiae s.s. , An. aranbiensis et An. funestus. L’espèce An. 

Gambiae s.s. est composée de trois formes chromosomiques (Bamako, Mopti, savane) qui 

contribuent toutes à la transmission du paludisme [32]. 

3.2 Diagnostic du paludisme 

Etablir le diagnostic uniquement grâce aux signes cliniques est délicat. Il va falloir 

s’appuyer sur des tests biologiques pour orienter ou non vers un Paludisme. Il est bien 
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évidemment recommandé de diagnostiquer sans retard la maladie pour améliorer la prise en 

charge et sa surveillance. 

3.2.1 Diagnostic parasitologique [12]. 

C’est un diagnostic d’urgence, consistant à mettre en évidence le parasite présent dans le 

sang, permettant de faire le diagnostic de certitude de l’infestation palustre. Toutes ces 

techniques sont des méthodes de diagnostic direct. 

3.2.1.1 Le frottis mince et la goutte épaisse  

Elles demeurent la référence, elles nécessitent une méthodologie simple, mais précise et 

rigoureuse et un long apprentissage. La sensibilité est corrélée au temps d’observation (pour 

un frottis : lecture d’au moins 100 champs, en pratique 20 minutes). 

Le frottis mince permet : 

 L’étude morphologique des hématozoaires, 

 Le diagnostic différentiel entre les espèces plasmodiales (il reste toujours un défi 

même pour un lecteur averti). 

La goutte épaisse, examen de référence de l’OMS, est largement utilisée pour le diagnostic 

de routine. Sa sensibilité (seuil de détection d'hématies parasitées/µL) est de 20 hématies 

parasitées/ µL, 10 fois plus élevée que celle du frottis mince (100 à 200). Le problème du 

diagnostic d’espèce se pose rarement et l’incertitude est le plus souvent sans conséquence sur 

la conduite thérapeutique. 

3.2.1.2 Quantitative Buffy-Coat: 

La coloration fluorescente des acides nucléiques par l’acridine orange : le malaria-test QBC 

(quantitaive buffy-coat). Cette technique nécessite un équipement particulier. Sa sensibilité est 

de 5 hématies parasitées/µL. 

Toutefois, le fait qu’il nécessite un microscope à fluorescence, qu’il manque de spécificité, ne 

sont pas à son avantage. 

3.2.2 Diagnostic immunologique : ELISA et IFI 

Ces méthodes constituent le diagnostic indirect du paludisme. 

Le principe d’IFI consiste à mettre en contact, un antigène figuré de parasite sur goutte 

épaisse et/ou sur frottis sanguin, et un sérum animal ou humain. Si ce sérum contient des 
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anticorps spécifiques contre cet antigène le complexe immun persistera après le lavage, et sera 

fluorescent en lumière ultra-violet grâce au fluorochrome associé aux anticorps. Quant au 

principe d’ELISA, il consiste à fixer sur un support solide des éléments contenus dans le 

liquide biologique. Ensuite, les antigènes solubles sont détectés à l’aide d’un complexe 

immun marqué par l’enzyme, et sera révélé par addition d’un substrat spécifique de l’enzyme. 

Ces techniques apportent des informations précieuses qui permettent de confirmer le 

paludisme, lorsque la parasitémie a été réduite par exemple par un traitement anti palustre. 

Elles permettent également de suivre la guérison par la décroissance du taux des anticorps, et 

ont aussi un intérêt en zone d’endémie. 

Le diagnostic immunologique ne peut remplacer le diagnostic parasitologique direct, du fait 

que les anticorps apparaissent avec un retard de plusieurs jours sur la parasitémie et 

disparaissent plutard. Ne peuvent être utilisés pour un diagnostic de routine, mais surtout plus 

à des fins de recherches. 

 

3.2.3 Les tests de diagnostic rapides : TDR 

Les tests diagnostiques rapides du paludisme, parfois appelés " bandelettes réactives " ou " 

systèmes de diagnostic rapide " détectent les antigènes spécifiques (protéines) présents 

dans le sang des personnes infectées, et produits par les parasites.  

Plusieurs tests de diagnostic rapide (TDR) par immunochromatographie sont disponibles. 

Ils sont classés en fonction du nombre d'antigènes détectés. La plupart, à l'exception de la 

série OptiMalt, permettent la mise en évidence de l'HRP2 (Histidin Rich Protein 2), 

spécifique de P. falciparum ; certains permettent la mise en évidence de la pLDH 

(Plasmodium lactate déshydrogénase) : Pf pour P. falciparum, Pv pour P. vivax ; Pan-LDH 

commune aux quatre espèces plasmodiales. La sensibilité et la spécificité revendiquées par 

les constructeurs de ces tests sont comparables.  

La forme la plus simple est celle d'une bandelette qui est placée dans des puits contenant 

du sang et/ou une solution tampon. La bandelette de nitrocellulose peut être placée dans 

une cassette en plastique ou sur une carte. Les tests rapides antigéniques sont simples 

d'utilisation, rapides et d'un apport précieux en poste isolé. Cependant, les tests rapides ont 

des limites : 

 les faux négatifs sont dus à une faible parasitémie de l'ordre de 100 parasites par µL, 

  soit 0,002% d'hématies infectées. Or, il est fréquent de mettre en évidence en pathologie 

d'importation ou chez le voyageur non immun en zone d'endémie sous chimioprophylaxie 
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non ou mal adaptée des parasitémies très faibles. Le résultat des TDR peut donc être 

faussement négatif. 

 les faux positifs, moins bien connus, sont dus à une lecture trop tardive après le dépôt des 

réactifs, à la présence d'auto anticorps ou de facteur rhumatoïde à des taux élevés. De plus, 

la persistance de la circulation de l'HRP2 après disparition des parasites du sang circulant 

est trouvée jusqu'à 15 jours après négativité des tests microscopiques. 

Ces tests ne doivent pas être employés seuls.  

3.2.4 La Polymerase Chain Reaction (PCR)  

C’est une technique de biologie moléculaire, basée sur la sélection puis l’amplification 

d’un gène spécifique du parasite à partir d’amorces spécifiques de ce gène. Elle a 

l’avantage de pouvoir détecter une souche spécifique du parasite par des gènes spécifiques 

ou après digestion du produit de PCR avec des enzymes de restriction spécifiques. Elle 

permet la détection des parasitémies très faibles. 

Elle est utilisée pour le diagnostic du paludisme et en enquête de masse. Cependant, si son 

utilisation ne nécessite pas une ponction veineuse, elle n’est réalisable que dans des 

laboratoires spécialisés et son coût est très élevé. 

3.2.4.1 Photo-induced Electron Transfer PCR (PET-PCR) [33,34].     

La PET- PCR est une méthode moléculaire de détection du matériel génétique dans un 

échantillon biologique et utilisée pour la détection des parasites du paludisme.  C’est un test 

de détection très rapide du parasite et qui a une sensibilité supérieure et une spécificité par 

rapport à la microscopie et aux TDRs [34]. La PCR multiplex PET-PCR, est un test 

moléculaire qui utilise plusieurs fluorophores en fonction de l’objectif du diagnostic  [34]. Les 

agents fluorophores couramment utilisés sont FAM et HEX [34,35] . 

Les amorces fluorogéniques à transfert d'électrons photo-induites (PET) auto-désactivantes 

utilisées dans le test PET-PCR fournissent un test de PCR en temps réel plus pratique et 

moins coûteux que les PCR en temps réel basés sur des sondes classiques dans la mesure où il 

n’y a pas de sondes internes (par ex. sondes TaqMan) ou de colorants intercalants [6,35]. 

Il a été montré comme étant aussi robuste et rentable par rapport à la PCR nichée [35]. Il est 

capable de détecter des parasites de faibles densités d’infections, même 1parasite/µL. 
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Dans les dosages PCR en temps réel, la valeur CT est inversement proportionnelle à la 

quantité d'ADN dans un échantillon. Donc, les échantillons présentant des densités 

parasitaires élevées atteignent le seuil plus tôt et ont de faibles valeurs CT, alors que les 

échantillons avec faibles densités de parasites nécessitent plus de cycles pour atteindre le 

seuil. Classiquement, une valeur CT de 40 est considérée comme le seuil pour confirmer 

qu’une réaction est positive, et un échantillon avec une valeur CT supérieure à 40 est 

considéré comme négatif. 

3.2.4.2 Génotypage 

Plusieurs gènes de Plasmodium falciparum présentent un polymorphisme génétique 

important. Ce phénomène est exploité pour l'empreinte génétique et pour l'évaluation de la 

dynamique des populations de parasites [36,37]. 

Le génotypage des souches de Plasmodium falciparun passe donc le plus souvent par l’étude 

des gènes msp1, msp2 et glurp [36,38,39]. Le génotypage moléculaire des régions hautement 

polymorphiques des locus msp1, msp2 et glurp de Plasmodium falciparum est habituellement 

effectué pour distinguer les cas de recrudescence (véritables échecs) des nouvelles infections. 

Cet outil a maintenant été adopté en tant que partie intégrante des études d'efficacité des 

antipaludiques et des essais cliniques. Cependant, son utilité et sa fiabilité suscitent des 

inquiétudes car les conclusions tirées du typage moléculaire dépendent du profil génétique des 

populations de parasites respectives, mais ce profil n'est pas systématiquement documenté 

dans la plupart des régions endémiques [36,39,40].  

 La forme "classique" : 

C’est l'accès palustre, fièvre intermittente à fréquence variable plus ou moins caractéristique 

du plasmodium infestant. La fièvre survient lors de l'éclatement des hématies et de la 

libération des mérozoïtes.  

 

 Accès pernicieux : 

C’est la forme suraiguë du paludisme à P. falciparum, susceptible de tuer rapidement le 

malade en absence de traitement. C'est une urgence médicale. Le début est brutal (crise 

convulsive, coma) avec fièvres, troubles de la conscience, du comportement, hémoglobinurie.  
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 Fièvre bilieuse hémoglobinurique : 

Survenant parfois après prise de quinine motivée par un accès fébrile, cette fièvre 

s'accompagne d'hémoglobinurie et d'ictère. Il y a hémolyse brutale et massive. Cette forme est 

devenue rare. 

 

 Rechute : 

Elles peuvent se produire plusieurs années ou dizaines d'années après un accès palustre, sauf 

pour P. falciparum dont les hépatozoïtes ne peuvent rester dans le foie.  

 

3.3 Stratégie de lutte contre le paludisme  

3.3.1 Arsenal médicamenteux 

 Les sesquiterpènes 

Cette classe de traitement antipaludéen regroupe l’Artémisinine ainsi que ses dérivés, 

l’Artésunate et l’Artéméther. Depuis 2007, l’OMS préconise l’arrêt de la production et de la 

commercialisation des monothérapies par voie orale à base d’Artémisinine dans les pays 

d’endémie palustre au vu de leur contribution à l’émergence des résistances vis-à-vis de cette 

molécule. De ce fait, nous n’utilisons plus aujourd’hui que ces dérivés en association avec 

d’autres molécules [41]. 

Les dérivés de l'artémisinine ont été associés à un faible taux d'élévation des 

aminotransférases sériques (1-4%) qui sont généralement asymptomatiques, d'intensité légère 

à modérée et spontanément résolutive, souvent en cas de poursuite du traitement. Dans la 

plupart des études, le taux d'élévation sérique des ALAT au cours du traitement par 

l'artémisinine était similaire à celui observé chez les patients recevant des agents de 

comparaison. Fait important, il y a eu un nombre croissant de cas de lésions hépatiques aiguës 

idiosyncratiques chez des patients prenant des dérivés de l'artémisinine. Cependant, les cas les 

plus graves de lésion hépatique sont survenus chez des patients recevant également d'autres 

antipaludiques, dont certains sont hépatotoxiques (amodiaquine, sulfaméthoxazole, 

sulfadiazine / pyriméthamine) [41]. 

 Artéméther [42] 

 L’artéméther (AM) est un médicament antipaludéen dérivé de l'artémisinine (Qinghaosu), un 

extrait de l'herbe Artemisia annua L. C’est un agent antipaludéen utilisé pour traiter le 

paludisme aigu non compliqué. Il est administré en association avec la luméfantrine pour une 
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efficacité améliorée. L'association artéméther et luméfantrine est indiquée pour le traitement 

du paludisme aigu non compliqué causé par Plasmodium falciparum, y compris le paludisme 

acquis dans les zones résistantes à la chloroquine.  

Dans le corps, l'artéméther est métabolisé en métabolite actif, la dihydroartémisinine. Le 

médicament agit contre les stades érythrocytaires de P. falciparum en inhibant la synthèse des 

acides nucléiques et des protéines. L’artéméther a un début d'action rapide et est rapidement 

éliminé de l'organisme. La luméfantrine a une demi-vie beaucoup plus longue et semble 

éliminer les parasites résiduels. La nourriture augmente l'absorption de l’artéméther. 

La dihydroartémisinine est rapidement absorbée après administration orale, atteignant des 

niveaux maximaux après environ 2,5 heures. L'absorption par la voie rectale est un peu plus 

lente, avec des niveaux de pic se produisant environ 4 heures après l'administration. La liaison 

aux protéines plasmatiques est d'environ 55%. La demi-vie d'élimination est d'environ 45 min 

via la glucuronidation intestinale et hépatique. 

 Artesunate [43]  

L'artésunate est un dérivé semi-synthétique hydrosoluble de l'artémisinine avec des activités 

antipaludique, anti-shistosomiasique, antivirale et potentiellement antinéoplasique.  

Il est utilisé pour le traitement du paludisme grave causé par Plasmodium falciparum chez les 

adultes et les enfants. 

Bien qu'il existe quelques différences mineures dans l'absorption orale et la biodisponibilité 

entre les différents dérivés de l'artémisinine, il n'y a aucune preuve que ces différences sont 

cliniquement significatives dans les formulations actuelles. Ce sont les propriétés du 

médicament partenaire qui déterminent l'efficacité et le choix de la combinaison. Les 

associations médicamenteuses antipaludiques avec l’artesunate ont toutes été évaluées dans 

les régions touchées par le paludisme, et parmi ces associations nous pouvons cités 

artesunate+amodiaquine qui est actuellement disponible sous forme de comprimés sécables 

séparés.  

Lors de l'hydrolyse du fragment actif du pont endoperoxyde de l'artésunate par l'hème libéré 

dans les globules rouges infectés par le parasite, il se forme des espèces réactives de l'oxygène 

et des radicaux carbonés qui endommagent et détruisent les organismes parasitaires. De plus, 

des études in vitro démontrent que cet agent induit une rupture de l'ADN d'une manière 

dépendante de la dose. L'artésunate a également été montré pour stimuler la différenciation 

cellulaire, arrêter le cycle cellulaire dans les phases G1 et G2 / M, inhiber la prolifération 

cellulaire, et induire l'apoptose par les voies de signalisation mitochondriale et caspase.  



Prévalence des mutations sur Pfmdr1 et PfK13 à Sélingué en 2016, Mali  LBMA 

Zakaria  HAIDARA  Thèse Pharmacie 2018 
17 

Après administration à l'homme, l'artésunate est rapidement hydrolysé en son principal 

métabolite actif, la dihydroartémisinine. 

La pharmacocinétique de l'artésunate et de la dihydroartémisinine est caractérisée par une 

variabilité interindividuelle marquée. Les paramètres pharmacocinétiques de l'artésunate et de 

la dihydroartémisinine diffèrent significativement entre les volontaires sains et les patients 

infectés, ainsi que parmi les patients présentant une gravité de la maladie différente.  

                 (A)                                                   (B)                                                                 (C) 

Figure 3: Structure Chimique de l’Artémisinine de l’artéméther et de l’artesunate  

Sources : (A) [41] ; (B) [42] et (C) [43] 

 

 Les antimétabolites 

Plusieurs substances sont regroupées dans cette catégorie d’antipaludéens et sont divisées en 

deux sous-catégories : 

 Les antifoliques : il s’agit de la Dapsone et de la Sulfadoxine (sulfamides). 

o La Dapsone [44]  

La dapsone est un sulfone active contre un large éventail de bactéries mais principalement 

employée pour ses actions contre Mycobacterium leprea. Il est également utilisé avec la 

pyriméthamine dans le traitement du paludisme.  
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La Dapsone est administré comme un agent oral. Elle est associée au chlorproguanil pour le 

traitement du paludisme. La dapsone est également utilisée pour l'infection et la prophylaxie à 

Pneumocystis. jiroveci, et pour la prophylaxie contre Toxoplasma. gondii. C’est un sulfone 

avec des propriétés immunosuppressives, anti-inflammatoires ainsi que des propriétés 

antibactériennes et antibiotiques. La dapsone est le médicament principal dans un régime 

multidrogue recommandé par l'Organisation mondiale de la santé pour le traitement de la 

lèpre. En tant qu'agent anti-infectieux, il est également utilisé pour le traitement du paludisme 

et, récemment, pour la pneumonie à Pneumocystis carinii chez les patients atteints du SIDA.  

Son mécanisme d'action est probablement similaire à celui des sulfonamides qui implique 

l'inhibition de la synthèse de l'acide folique chez les organismes sensibles. 

La dapsone est absorbée rapidement et presque complètement du tractus gastro-intestinal et 

est distribuée dans l'ensemble de l'eau corporelle et est présente dans tous les tissus. 

Cependant, il a tendance à être retenu dans la peau et les muscles et en particulier dans le foie 

et les reins : des traces du médicament sont présentes dans ces organes jusqu'à 3 semaines 

après l'arrêt du traitement. En tant qu'analogue structurel de l'acide p-aminobenzoïque 

(PABA), la dapsone inhibe la dihydroptéroate synthase (DHPS), une enzyme importante dans 

la synthèse du folate, entraînant une déplétion du pool de folates et une réduction de la 

quantité de thymidylate disponible pour la synthèse de l'ADN.  

o La Sulfadoxine [45] 

 La sulfadoxine est un sulfamide à action prolongée qui est utilisé, habituellement en 

association avec d'autres médicaments, pour traiter les infections respiratoires, urinaires et 

paludéennes. La sulfadoxine est utilisée en association avec la pyriméthamine pour le 

traitement ou la prévention du paludisme. Elles sont indiquées pour le traitement du 

paludisme à Plasmodium falciparum chez les patients chez lesquels une résistance à la 

chloroquine est suspectée. 

La sulfadoxine entre en compétition avec le PABA pour l'enzyme bactérienne dihydroptéroate 

synthase, empêchant ainsi l'incorporation du PABA dans l'acide dihydrofolique, le précurseur 

immédiat de l'acide folique. Ceci conduit à une inhibition de la synthèse parasitaire de l'acide 

folique et à la synthèse de novo des purines et des pyrimidines, aboutissant finalement à l'arrêt 

de la croissance cellulaire et à la mort cellulaire. 
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          Dapsone   (A)             Sulfadoxine (B) 

Figure 4: Structure Chimique de deux antifoliques  

Source :   (A) [44] ; (B) [45]  

 Les antifoliniques : on retrouve dans cette sous-catégorie le Proguanil et le 

Chlorproguanil (biguanides), la Pyriméthamine (diaminopyridines). 

o Le Proguanil [46] 

  Le proguanil est un composé de biguanide qui se métabolise dans le corps pour former du 

cycloguanil, un agent anti-malaria. 

C’est un dérivé de biguanide qui est actif contre plusieurs espèces de protozoaires et est utilisé 

en association avec l'atovaquone et la chloroquine pour la prévention et la thérapie du 

paludisme.  Le proguanil est un dérivé de biguanide qui est transformé en un métabolite actif 

appelé cycloguanil. Il exerce son action antipaludique en inhibant l'enzyme dihydrofolate 

reductase parasitaire. Variablement métabolisé dans le foie par les isoenzymes du cytochrome 

P450 en métabolite actif de la triazine, le cycloguanil. Ce métabolisme variable du proguanil 

peut avoir une importance clinique profonde chez les métaboliseurs lents tels que les 

populations asiatiques et africaines à risque d'infection palustre. La prophylaxie par le 

proguanil peut ne pas être efficace chez ces personnes car elles peuvent ne pas atteindre des 

niveaux thérapeutiques adéquats du composé actif, le cycloguanil, même après plusieurs 

doses. 
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o Chlorproguanil (biguanides) :  

Agents utilisés dans le traitement du paludisme. Ils sont généralement classés sur la base de 

leur action contre les plasmodes à différents stades de leur cycle de vie chez l'homme [47].  

À la fin des années 1990, le chlorproguanil-dapsone (CD) a été développé par un partenariat 

public-privé en tant que traitement peu coûteux du paludisme à Plasmodium falciparum (P. 

falciparum) non compliqué en réponse à la résistance croissante à la chloroquine et à la 

sulfadoxine-pyriméthamine (SP) en Afrique. Le CD a été retiré du marché en 2008 suite à la 

démonstration d'une anémie hémolytique post-traitement chez des patients atteints de G6PD 

dans deux essais de phase III [48].  

o la Pyriméthamine (diaminopyridines) [49] 

La pyriméthamine est un inhibiteur de la dihydrofolate-réductase.  

Bien que la pyriméthamine ait été utilisée seule pour la suppression ou la chimioprophylaxie 

du paludisme chez les voyageurs, le médicament n'est plus recommandé par les centres 

Américains de contrôle et de prévention des maladies (CDC) ou d'autres experts pour la 

prévention du paludisme. Le fabricant déclare que le médicament n'est pas systématiquement 

recommandé pour la prévention du paludisme et ne devrait être envisagé que dans les régions 

où le paludisme à P. falciparum résistant à la chloroquine est endémique et sensible aux 

médicaments à association fixe et lorsque des alternatives sont indisponibles ou contre-

indiquées. 

 

Pyrimethamine  (A)              Proguanil  (B)                                   Chlorproguanil   (C) 

Figure 5: Structures chimiques de trois antifoliniques 

Source : A [49] ; B [46] et C [47]  
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 Analogue de l’ubiquinone [50] 

 L'atovaquone est une naphtoquinone utilisée pour la prévention et le traitement de la 

pneumonie à Pneumocystis jevorici (anciennement carinii) et, en association avec le 

proguanil, la prévention et le traitement du paludisme à P. falciparum.  

Son effet inhibiteur étant comparable à l'ubiquinone, chez les parasites sensibles, l'atovaquone 

peut agir en affectant sélectivement le transport mitochondrial des électrons et des processus 

parallèles tels que l'ATP et la biosynthèse de la pyrimidine. Par exemple, le complexe 

cytochrome bc1 (complexe III) semble servir de cible moléculaire hautement discriminante 

pour l'atovaquone dans les plasmodies.  

Étant donné que l'atovaquone est très fortement liée aux protéines plasmatiques, elle pourrait 

potentiellement déplacer d'autres médicaments qui sont également très fortement liés aux 

protéines plasmatiques ; cela pourrait augmenter le risque de toxicité des médicaments qui ont 

des index thérapeutiques étroits ;  

 

 

Figure 6: Structure chimique de l’Atovaquone  

Source : [50]  

 Les amino-alcools 

Les amino-alcools regroupent de nombreuses grandes molécules historiques de la lutte contre 

le Paludisme et sont encore beaucoup utilisées : la Quinine, la Méfloquine, l’Halofantrine et la 

Luméfantrine. 
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 La Quinine [51]  

La quinine est un alcaloïde dérivé de l'écorce de l'arbre du quinquina. Elle est utilisée comme 

un médicament antipaludique, et est l'ingrédient actif dans les extraits de quinquina qui ont été 

utilisés à cet effet depuis avant 1633. La quinine est également un antipyrétique doux et 

analgésique et a été utilisé dans les préparations de rhume à cette fin. Il a été utilisé 

couramment et comme un agent amer et aromatisant, et est toujours utile pour le traitement de 

la babésiose. La quinine est également utile dans certains troubles musculaires, en particulier 

les crampes nocturnes des jambes et la myotonie congénitale, en raison de ses effets directs 

sur la membrane musculaire et les canaux sodiques. Les mécanismes de ses effets 

antipaludiques ne sont pas bien compris. 

La quinine agit comme un schizonticide sanguin bien qu'elle ait également une activité 

gamétocytocide contre P. vivax et P. malariae. Parce que c'est une base faible, elle est 

concentrée dans les vacuoles alimentaires de P. falciparum. Il est admis qu'il agit en inhibant 

l'hème polymérase, permettant ainsi l'accumulation de son substrat cytotoxique, l'hème. En 

tant que médicament schizonticide, il est moins efficace et plus toxique que la chloroquine. 

Cependant, il occupe une place particulière dans la prise en charge du paludisme grave à P. 

falciparum dans les régions où la résistance à la chloroquine est connue. 

La quinine a de nombreux mécanismes d'action, y compris la réduction de l'apport en oxygène 

et du métabolisme des glucides ; perturbation de la réplication de l'ADN et de la transcription 

par intercalation de l’ADN ; et la réduction de l'excitabilité des fibres musculaires via 

l'altération de la distribution du calcium.  

Les alcaloïdes de quinquina, y compris la quinine, peuvent réduire la synthèse hépatique de 

facteurs de coagulation dépendants de la vitamine K, et l'effet hypoprothrombinémique qui en 

résulte peut renforcer l'action de la warfarine et d'autres anticoagulants oraux.  
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Chez les patients recevant ces anticoagulants et un traitement concomitant par la quinine, le 

temps de prothrombine (PT), le temps de thromboplastine partielle (PTT) ou le rapport 

international normalisé (INR) doivent être étroitement surveillés comme indiqué. 

 

 

Figure 7: Structure Chimique de la quinine  

Source : [51]  

 La Méfloquine [52]  

La méfloquine est un antipaludéen interagissant avec les phospholipides. 

Elle est très efficace contre Plasmodium falciparum avec très peu d'effets secondaires. 

Bien que le mécanisme exact reste à élucider, la méfloquine, une base faible, s'accumule 

préférentiellement dans les lysosomes et perturbe la fonction et l'intégrité des lysosomes, 

conduisant ainsi à la mort des cellules hôtes. Similaire à la chloroquine, les activités 

chimiosensibilisantes et radiosensibilisantes de cet agent peuvent être liées à son inhibition de 

l'autophagocytose, un mécanisme cellulaire impliquant une dégradation lysosomale qui 

minimise la production d'espèces réactives de l'oxygène (ROS) liées à la réoxygénation 

tumorale et l'exposition aux agents chimiothérapeutiques et aux rayonnements.  
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Comparée à la chloroquine, la méfloquine présente une meilleure pénétration dans la barrière 

hémato-encéphalique (BHE). 

 

 

Figure 8: Structure chimique de la Méfloquine 

Source : [52]   

 L’Halofantrine [53]  

Halofantrine est un médicament utilisé pour traiter le paludisme. Il appartient à la classe des 

composés phénanthrènes qui comprennent la quinine et la luméfantrine.  

Il semble inhiber la polymérisation des molécules de l'hème (par l'enzyme parasitaire 'hème 

polymérase'), ce qui entraîne l'empoisonnement du parasite par ses propres déchets. Il a été 

démontré que l'halofantrine bloquait préférentiellement les canaux HERG ouverts et inactivés, 

entraînant un certain degré de cardiotoxicité. 

 

 

 

 

https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/40692#section=Top
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Le mécanisme d'action de Halofantrine peut être semblable à celui de la chloroquine, de la 

quinine et de la méfloquine ; en formant des complexes toxiques avec la ferritoporphyrine IX 

qui endommagent la membrane du parasite. 

 

 

Figure 9: Structure chimique à noyau phénantrènique de l’Halofantrine  

Source : [53]  

 

 La Luméfantrine [54] 

La luméfantrine est un agent antipaludéen utilisé pour traiter le paludisme aigu non 

compliqué. Il est administré en combinaison avec l'artéméther pour une efficacité améliorée. 

Cette association thérapeutique exerce ses effets contre les stades érythrocytaires de 

Plasmodium spp, et peut être utilisé pour traiter les infections causées par P. falciparum et les 

espèces non identifiées de Plasmodium, y compris les infections acquises dans les zones 

résistantes à la chloroquine. 

La luméfantrine est un schizonticide sanguin actif contre les stades érythrocytaires de 

Plasmodium falciparum. L'administration de luméfantrine avec de l'artéméther entraîne des 

effets de compensation antipaludique. L’artéméther a un début d'action rapide et est 

rapidement éliminé de l'organisme. Ainsi il procure un soulagement symptomatique rapide en 
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réduisant le nombre de parasites paludéens. La luméfantrine a une demi-vie beaucoup plus 

longue et semble éliminer les parasites résiduels. 

La combinaison de l'artéméther et de la luméfantrine (benflumétol) est un nouveau 

médicament antipaludéen oral très bien toléré, efficace même contre le paludisme à P. 

falciparum multirésistant. Le composant luméfantrine est absorbé de manière variable dans le 

paludisme et est éliminé plus lentement (demi-vie de 3 à 6 jours). L'absorption est très 

dépendante de la coadministration avec la graisse. 

 

Figure 10: Structure chimique de la Luméfantrine  

Source : [54]  

 Les amino-8-quinoléines 

 Primaquine [36]                           

La primaquine est une aminoquinoléine qui est administrée par voie orale pour produire un 

remède radical et prévenir la récidive de paludisme à P vivax et P ovale après traitement par 

un schizontocide sanguin. Il a également été utilisé pour prévenir la transmission du 

paludisme à P falciparum par ceux qui retournent dans des zones où il existe un risque de 

réintroduction du paludisme.  

La primaquine est un agent antipaludéen et est la co-drogue essentielle avec la chloroquine 

dans le traitement de tous les cas de paludisme. Dans le sang, les parasites du paludisme 

décomposent une partie des globules rouges appelée hémoglobine. Lorsque cela se produit, 
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l'hémoglobine est divisée en deux parties ; hème et globine. Hème est toxique pour le parasite 

du paludisme. Pour éviter qu'il ne soit endommagé, le parasite du paludisme produit un 

produit chimique qui transforme l’hème toxique en un produit non toxique.  

La primaquine agit en interférant avec une partie du parasite (mitochondrie) responsable de 

son approvisionnement en énergie. Sans énergie, le parasite meurt. Cela empêche l'infection 

de se poursuivre et permet à la personne de se rétablir. La primaquine tue la forme intra-

hépatique de Plasmodium vivax et de Plasmodium ovale, et empêche ainsi le développement 

des formes érythrocytaires responsables des rechutes (elle tue aussi les gamétocytes).  

 

 Tafénoquine  

Agents utilisés dans le traitement du paludisme. Ils sont généralement classés sur la base de 

leur action contre les plasmodies à différents stades de leur cycle de vie chez l'homme [55].  

 

La tafenoquine (TQ) est une 8-aminoquinoléine (8AQ) qui a été testée dans plusieurs études 

cliniques de phase II et de phase III et est actuellement en phase avancée de développement 

en tant qu'agent prophylactique antipaludéen. 

La classe des composés antipaludiques 8-aminoquinoléine (8AQ) est extrêmement importante 

dans la lutte contre le paludisme, car cette classe de molécules est unique en raison de son 

efficacité contre les formes récidivantes du paludisme. Cette activité est le résultat de l'activité 

anti-hypnozoïte de la classe 8AQ. Cet attribut ainsi que l'activité gamétocytocide de la 

primaquine (PQ) et d'autres 8AQ rendent la classe attrayante pour l'administration de masse 

dans les efforts d'éradication du paludisme [56]. 

 Pamaquine [57]  

La Pamaquine, ou Plasmoquine, est l’un des premiers antipaludéens de synthèse (il date de 

1926). Les recherches basées sur cette substance ont permis de trouver son analogue structurel 

(la Primaquine).  
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Toute comme celle-ci, la Pamaquine peut engendrer une anémie hémolytique en cas de 

déficience en G6PD, mais elle est cependant globalement moins efficace et plus toxique que 

son analogue, c’est pour ces raisons qu’elle n’est aujourd’hui plus utilisée. 

         

Primaquine (A)                   Tafénoquine (B)                  Pamaquine (C) 

Figure 11: Structure moléculaire de la Primaquine, de la Tafénoquine et de la Pamaquine 

Sources : (A) [58] ; (B) [55]; (C) [59]  

 Les amino-4-quinoléines 

 Chloroquine [60]  

La chloroquine est l'agent antipaludéen prototypique avec un mécanisme qui n'est pas bien 

compris. Il a également été utilisé pour traiter la polyarthrite rhumatoïde, le lupus 

érythémateux disséminé et la thérapie systémique des abcès hépatiques amibiens. 

La chloroquine est le prototype du médicament antipaludéen, le plus largement utilisé pour 

traiter tous les types de paludisme, à l'exception de la maladie causée par Plasmodium 

falciparum résistant à la chloroquine. Il est très efficace contre les formes érythrocytaires de 

Plasmodium vivax, Plasmodium ovale et Plasmodium malariae, les souches sensibles de 

Plasmodium falciparum et les gamétocytes de Plasmodium vivax. 
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Étant alcalin, le médicament atteint une concentration élevée dans les vacuoles alimentaires 

du parasite et augmente son pH. Il se révèle induire une agglutination rapide du pigment.  

La chloroquine est Complètement absorbée par le tractus gastro-intestinal, son excrétion est 

assez lente, mais elle est augmentée par l'acidification de l'urine. 

Les résultats d'une étude croisée chez des adultes en bonne santé indiquent que la 

biodisponibilité de la chloroquine est plus élevée lorsque le médicament est administré avec 

des aliments que lorsque le médicament est administré à jeun. 

 

 

 

Figure 12: Structure chimique de la Chloroquine  

Source : [60]  
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Figure 13: Répartition des pays en fonction de leur degré de sensibilité aux traitements 

antipaludéens pour P.falciparum [61]. 

De ce fait, les pays touchés par le Paludisme sont regroupés en trois groupes vis-à-vis de la 

Chloroquine visible sur le Schéma 12 : pays du groupe I (aucune résistance), pays du groupe 

II (zone de Chloroquino-résistance), pays du groupe III (prévalence élevée et multi 

résistance). 

 

 Amodiaquine [62]  

L'amodiaquine est un dérivé de 4-aminoquinoline actif par voie orale, doté de propriétés 

antipaludéennes et anti-inflammatoires. D'une structure et d'une activité similaires à la 

chloroquine, l'amodiaquine est efficace contre certaines souches résistantes à la chloroquine, 

en particulier Plasmodium falciparum, le parasite le plus meurtrier du paludisme.  

Bien que le mécanisme de l'action plasmodicide n'ait pas été complètement élucidé, comme 

les autres dérivés de la quinoléine, l'amodiaquine est probablement capable d'inhiber l'activité 
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de l'hème polymérase dans le corps. Il en résulte une accumulation d'hème libre, toxique pour 

les parasites. 

 

Figure 14: Structure chimique de l’Amodiaquine  

Source : [62]  

 La Pyronaridine [63]  

 La pyronaridine appartient à la famille des naphtyridines. Ce sont des composés contenant 

une molécule de naphtyridine, un naphtalène dans lequel un atome de carbone a été remplacé 

par un atome d'azote dans chacun des deux cycles. Le squelette naphthyridine peut également 

être décrit comme un assemblage de deux cycles pyridine condensés, qui ne partagent pas leur 

atome d'azote. 
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Agents utilisés dans le traitement du paludisme. Ils sont généralement classés sur la base de 

leur action contre les plasmodes à différents stades de leur cycle de vie chez l'homme.

 

Figure 15: Structure chimique de la Pyronaridine 

Source : [63]  

 Pipéraquine [64]  

La pipéraquine est un agent antipaludéen synthétisé dans les années 1960 et utilisé dans toute 

la Chine. Son utilisation a diminué dans les années 1980, lorsque des souches de Plasmodium 

falciparum résistantes à la pipéraquine sont apparues et que des dérivés de l'artémisinine sont 

devenus disponibles. Il a été réutilisé en combinaison avec le dérivé de l'artémisinine dans le 

cadre du produit de combinaison Eurartesim. 

La pipéraquine est lentement absorbée et présente de multiples pics dans sa courbe de 

concentration plasmatique suggérant un recyclage entérohépatique se produisant 

parallèlement au processus d'absorption. 
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On a observé que la pipéraquine s'accumulait plus chez les femelles à un degré de 30 à 50% 

plus élevé que chez les mâles. Il excrété dans les fèces avec une quantité négligeable dans 

l'urine. 

 

Figure 16: Structure chimique de la Pipéraquine [64] 

 Les antibiotiques 

Ces antibiotiques sont actuellement utilisés pour traiter ou prévenir du Paludisme : 

l’Azithromycine (macrolide), la Clindamycine (lincosamide), et la Doxycycline (cycline) 

 

 Azithromycine [65]  

L'azithromycine est un antibiotique macrolide semi-synthétique structurellement apparenté à 

l'érythromycine. Il a été utilisé dans le traitement des infections à Mycobacterium avium 

intracellulaire, la toxoplasmose et la cryptosporidiose. 

Bien que d'autres études soient nécessaires, l'azithromycine a été utilisée conjointement avec 

un agent antipaludéen (par exemple la chloroquine, la quinine et l'artésunate) pour le 

traitement du paludisme non compliqué causé par Plasmodium falciparum, y compris les 

souches multirésistantes. L'azithromycine ne doit pas être utilisée seule en monothérapie pour 

le traitement du paludisme. 

De structure similaire à l'érythromycine. L’azithromycine atteint des concentrations 

intracellulaires plus élevées que l'érythromycine, ce qui augmente son efficacité et sa durée 

d'action 
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 Clindamycine [66]  

La clindamycine est un antibiotique semi-synthétique à large spectre produit par modification 

chimique du composé parent, la lincomycine. 

Elle est utilisée par voie orale, topique et parentérale pour les infections bactériennes dues à 

des organismes sensibles. 

La clindamycine orale est utilisée conjointement avec le sulfate de quinine oral pour le 

traitement du paludisme non compliqué à Plasmodium falciparum résistant à la chloroquine 

ou lorsque l'espèce plasmodiale n'a pas été identifiée. La clindamycine n'est pas efficace 

lorsqu'elle est utilisée seule pour le traitement du paludisme. 

La clindamycine dissocie le peptidyl-ARNt du ribosome bactérien, perturbant ainsi la 

synthèse des protéines bactériennes. 

Les composés qui inhibent la synthèse des protéines sont généralement des agents 

antibactériens ou des toxines. Le mécanisme de l'action d'inhibition comprend l'interruption 

de l'allongement de la chaîne peptidique, le blocage du site des ribosomes, la mauvaise lecture 

du code génétique ou la prévention de la fixation des chaînes latérales oligosaccharidiques 

aux glycoprotéines 

 Doxycycline [67]  

La doxycycline anhydre est un médicament de la classe des tétracyclines. La classification 

chimique de la doxycycline anhydre est la tétracycline. 

La doxycycline est indiquée dans les infections des voies respiratoires causées par 

Mycoplasma pneumoniae, Haemophilus influenzae, Streptococcus pneumoniae, Legionella 

spp., Ou Klebsiella spp. Il est également utilisé pour la prophylaxie du paludisme. La 

doxycycline est indiquée pour diverses infections bactériennes, de Mycobacterium fortuitum 

et M. marinum, à E. coli sensible et Brucella spp. Il peut être utilisé comme alternative au 

traitement de la peste, du tétanos, du Campylobacter fœtus. 

La doxycycline se lie à la sous-unité ribosomale 30S, éventuellement à la sous-unité 

ribosomique 50S, bloquant ainsi la liaison de l'aminoacyl-ARNt au complexe ARNm-

ribosome. Cela conduit à une inhibition de la synthèse des protéines.  
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De plus, cet agent a présenté une inhibition de l'activité de la collagénase. 

       

      Azithromycine (A)                                   Clindamycine (B)                    Doxycycline (C) 

Figure 17: Structure moléculaires des différents antibiotiques utilisés contre la malaria 

Sources : (A) [65]; (B) [66]; (C) [67]  

3.3.2 Lutte antivectorielle [6]  

La lutte antivectorielle est essentiellement basée sur : 

 L’aménagement de l’environnement destiné à diminuer le nombre de gîtes anophéliens,  

 La technique de l'insecte stérile : elle permet l'éradication ou la diminution d'une 

population d'insectes, les mâles irradiés par un rayonnement gamma (bombe au Cobalt 60) 

deviennent sexuellement stériles à cause de mutations dominantes au niveau du sperme. 

 Les aspersions intra-domiciliaires d’insecticides à effet rémanent, 

 Les moustiquaires imprégnées d’insecticides : outil majeur de prévention du paludisme au 

niveau communautaire, stratégie de lutte recommandée par l’OMS. Mais la résistance des 

vecteurs est préoccupante, et il est nécessaire de ré-imprégner régulièrement les 

moustiquaires pour maintenir leur efficacité. Actuellement, il y a un développement de 
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moustiquaires imprégnées d'insecticides de longue durée d'action (MIILDA) [OLYSET®, 

PERMANET®] avec une efficacité de 5 ans.  

 Les ports de vêtements imprégnés d'insecticides (utilisés par les armées) 

 Les répulsifs (insecticides ou repellents). Beaucoup de répulsifs sont disponibles sur le 

marché. Deux produits sont recommandables en pratique : le DEET et le KBR 3023. 

3.3.3 Chimioprophylaxie  

3.3.3.1 Chimioprophylaxie des expatriés et des voyageurs  

La prophylaxie médicamenteuse est indispensable pour les zones à P. falciparum. Elle 

n’est pas efficace à 100%. Elle doit être prise pendant tout le séjour et après le retour 

pendant une durée variant avec l’antipaludique. 

 Schéma prophylactique pour l’adulte suivant les groupes 1, 2 ou 3 : 

o Pays du groupe 1 : chloroquine (Nivaquine®) 100 mg/j, séjour + 4 semaines après, 

o Pays du groupe 2 : association chloroquine (100 mg/j) + proguanil (200 mg/j) (Savarine®) 

1 comprimé par jour, séjour + 4 semaines après ; ou association atovaquone + proguanil 

(Malarone®) : dose chez les sujets de plus de 40 kg :1 comprimé adulte (250mg/100 mg) 

par jour, séjour + une semaine après. 

o Pays du groupe 3 : trois choix sont possibles : 

 choix n°1 : Lariam®, comprimés à 250 mg, 1 comprimé par semaine, 10 jours avant + 

séjour + 3 semaines après, 

 choix n°2 : Malarone® : même dose que pour les pays du groupe 2, séjour + une semaine 

après, 

 choix n°3 : doxycycline (Doxypalu®, Granulodoxyl®Gé), comprimés à 100 et 50 mg: 100 

mg chez l’adulte et chez l’enfant de plus de 8 ans ou pesant plus de 40 kg, 50 mg chez 

l’enfant de plus de 8 ans pesant moins de 40 kg, séjour+ 4 semaines après. 

 Schéma prophylactique chez la femme enceinte suivant les groupes 1, 2 ou 3 : 

o pays du groupe 1 : Nivaquine® 

o pays du groupe 2 : Savarine® ou Malarone®, 

o pays du groupe 3 : séjour déconseillé, si séjour indispensable : Lariam® ou Malarone® 

 Schéma prophylactique Nivaquine chez l'enfant 

o pays du groupe 1 : Nivaquine® 

o pays du groupe 2 : association chloroquine (Nivaquine®) 1,5 mg/kg/j + proguanil 

(Paludrine®) 3 mg/kg/j (la Savarine® n’étant prescrite qu’à partir de 15 ans) ou 
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Malarone®, comprimé enfant (62,5 mg/25 mg) suivant poids : 1 cp/j de 11 à 20 kg, 2 cp/j 

de 21 à 30 kg, 3 cp/j de 31 à 40 kg à heure fixe et en prise unique. 

o pays du groupe 3 : si poids > 15 kg ou âge > 3 ans : Lariam®; alternative : doxycycline si 

> 8 ans ou Malarone® si poids entre 11 kg et 40 kg : de 11 à 20 kg 1cp/j, de 21 à 30 kg : 

2cp.j, de 31 à 40 kg : 3 cp/j. Si enfant < 11 kg, ½ cp/j de 5 < 7 kg (hors AMM), ¾ cp/j de 7 

< 11kg (hors AMM). 

La chimioprophylaxie doit être poursuivie pendant 4 semaines après le retour, sauf pour le 

Lariam® pendant 3 semaines et pour la Malarone® pendant une semaine seulement, ce 

court délai s’expliquant par l’activité schizonticide de la Malarone® dans les formes 

tissulaires de P. falciparum en développement transitoire dans le foie. 

 

3.3.3.2 Traitement Préventif Intermittent (TPI) des femmes enceintes et des enfants des 

pays en développement 

Le traitement préventif intermittent (TPIp) consiste dans l’administration intermittente et 

systématique d’antipaludiques : amodiaquine ou sulfadoxine-pyriméthamine (SP) chez les 

femmes enceintes à titre prophylactique. La chimioprophylaxie est recommandée par 

l’OMS pendant la grossesse, associée aux moustiquaires imprégnées, dans les zones de 

haute transmission d’endémie palustre. La SP est utilisé préférentiellement lors des visites 

prénatales (femmes enceintes ayant plus de 16 semaines d’aménorrhée). Il faut prescrire 

deux doses de TPIp séparées d’au moins un mois, 3ème dose si la femme enceinte est 

séropositive, trois comprimés de SP en prise unique. 

Le traitement préventif intermittent chez les enfants (TPIe) réduit la prévalence de 

l'infection palustre. La chimiothérapie du paludisme saisonnier (CPS) est recommandée 

chez les nourrissons de 3-11 mois et les enfants de 12-69 mois. Elle associe amodiaquine et 

sulfadoxine-pyriméthamine. Chez les nourrissons : un demi-comprimé de 153 mg d'AQ 

une fois par jour pendant 3 jours et une dose unique d'un demi-comprimé de 500/25 mg de 

SP. Chez l'enfant, un comprimé entier de 153 mg d'AQ une fois par jour pendant 3 jours et 

une dose unique d'un comprimé entier de 500/25 mg de SP. La CPS est prescrite pendant la 

période durant laquelle le risque de contracter le paludisme est le plus élevé pour les 

enfants : par exemple au Mali en août, septembre et octobre, donc en trois occasions à un 

mois d'intervalle. La CPS doit être couplée à l'utilisation des moustiquaires imprégnées, ce 

qui permet de réduire de façon substantielle le paludisme maladie, le paludisme infection et 

l'anémie. La mise en œuvre du traitement préventif intermittent du paludisme chez les 
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enfants de moins de 5 ans (TPIe) est très lente : sur les 16 pays auxquels l’OMS a 

recommandé d’adopter le TPIe, 6 seulement l’ont fait. 

3.3.3.3 Effets indésirables des médicaments antimalariques en chimioprophylaxie 

Tous les médicaments antimalariques utilisés en chimioprophylaxie : chloroquine, 

méfloquine, doxycycline, chloroquine + proguanil, atovaquone + proguanil ont des effets 

indésirables, neuropsychiques, digestifs, cutanés, en règle non graves. La méfloquine a la plus 

haute proportion de manifestations neuropsychiques surtout chez les femmes (céphalées, 

vertiges, troubles psychiques : tendance dépressive, confusion, obnubilation, anxiété, 

hallucinations). L’association chloroquine + proguanil a la plus haute proportion de troubles 

cutanés (prurit, éruptions). Tous entraînent des troubles digestifs. La photosensibilité à la 

doxycycline est dose dépendante, non significative à 50 mg, peu significative à 100 mg, 

fréquente à 200 mg. Une des complications potentielles de la doxycycline est la diarrhée à 

Clostridium difficile, elle est très rare et ne doit pas faire éliminer ce médicament dans cette 

indication. 

3.4 Généralités sur la résistance de Plasmodium falciparum aux antipaludiques de 

l’étude  

3.4.1 Définition de la chimiorésistance  

L’OMS a défini la chimiorésistance comme l’aptitude d’une souche de parasites du paludisme 

à survivre ou à se reproduire malgré l’administration et l’absorption d’un médicament 

employé à des doses égales ou supérieures aux doses ordinairement recommandées mais 

comprises dans les limites de tolérance du sujet [68]. La résistance de P. falciparum aux 

antipaludiques est un phénomène réel sur tous les continents. Plusieurs études ont été menées 

pour expliquer le mécanisme de la résistance. Comme chez les bactéries, les principaux 

mécanismes de la résistance pourraient être dus :  

Soit à l’inactivation enzymatique ou à la dégradation des médicaments [69] Soit à une 

altération du site de fixation du médicament. Soit à une inhibition de l’entrée du médicament 

[70]. Soit à un reflux actif du médicament au niveau de son site d’action.  

 Résistance aux antipaludiques [71] 

La résistance est apparue contre toutes les classes d’antipaludiques y compris l’artémisinine et 

ses dérivés. Cette résistance a augmenté la charge de morbidité mondiale due au paludisme et 

constitue une menace importante pour la lutte antipaludique. L’utilisation très répandue et 
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sans discernement des antipaludiques exerce une forte pression de sélection sur les 

plasmodies qui développent alors des taux de résistance élevés. La résistance peut être évitée 

ou son apparition différée considérablement en associant des antipaludiques ayant différents 

mécanismes d’action et en garantissant des taux de guérison très élevés grâce à une 

compliance totale aux bons schémas thérapeutiques. 

PfMDR1, une glycoprotéine transmembranaire et un homologue de la P-glycoprotéine 1 (P-

gp1), est classée sous la superfamille des protéines, ABC transporters, qui agissent comme 

des pompes a efflux qui aident à la translocation de substrat, y compris l'antipaludéen et ont 

été liés à la résistance multidrogue dans le domaine du paludisme [72]. 

Il est de plus en plus clair que la résistance de P. falciparum à l'artémisinine et ses dérivés 

n'est pas due à la modulation de l'efflux ou des modifications de la cible comme décrit pour 

d’autres antipaludiques, mais est basée sur une capacité accrue de parasites mutant-PfK13 à 

gérer les dommages oxydatifs grâce à une plus grande mobilisation de l'UPR [73]. 

 

3.4.2 Répartition mondiale de la résistance aux Artémisinines et leurs partenaires 

Une résistance aux antipaludiques a été documentée pour P. falciparum, P. vivax et plus 

récemment P. malariae. Chez P. falciparum, la résistance a été observée contre pratiquement 

tous les antipaludiques actuellement utilisés (amodiaquine, chloroquine, méfloquine, quinine 

et sulfadoxine-pyriméthamine), y compris l’artémisinine et ses dérivés [74]. Sa répartition 

géographique et sa vitesse de propagation ont montré des variations considérables. 
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Figure 18: Répartition des mutations sur le gène PfK13 dans le monde 

Source : [75] http://www.wwarn.org/molecular/surveyor/k13/index.html#0  

http://www.wwarn.org/molecular/surveyor/k13/index.html#0
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Source : [76] http://www.wwarn.org/molecular/surveyor/#0  

Figure 19: Répartition des mutations sur le gène 

http://www.wwarn.org/molecular/surveyor/#0
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3.4.3  : Répartition des mutations de PfK13 et Pfmdr1 en Afrique de l’Ouest 

 

Source :[75] http://www.wwarn.org/molecular/surveyor/k13/index.html#0  

Figure 20: Répartition des mutations PfK13 en Afrique de l’Ouest 

http://www.wwarn.org/molecular/surveyor/k13/index.html#0
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Source :[76] http://www.wwarn.org/molecular/surveyor/#0  

Figure 21: Répartition des mutations Pfmdr1 en Afrique de l’Ouest en 2013 

http://www.wwarn.org/molecular/surveyor/#0
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3.5 Détection des mutations par la méthode de FREDERICH SANGER [77]  

Cette méthode repose sur l’allongement par l’ADN polymérase d’un brin à partir d’une 

amorce, en utilisant un autre brin d’ADN comme matrice. Cet allongement est réalisé en 

présence des quatre désoxyribonucléotides triphosphate (dATP, dTTP, dGTP, dCTP), 

monomères utilisés par la polymérase, et d’un analogue didésoxyribonucléotide (ddNTP) qui 

joue le rôle de terminateur de chaîne. 

Du fait de l’incorporation spécifique de l’analogue par la polymérase, on obtient un mélange 

de fragments qui se terminent sélectivement aux positions correspondant au nucléotide choisi  

Le principe de la méthode de séquençage est illustré comme suit : 

On effectue ainsi quatre réactions en parallèle, chacune avec l’un des quatre ddNTP, et l’on 

sépare les fragments obtenus par électrophorèse. Afin de pouvoir identifier les fragments 

d’ADN synthétisés par la polymérase et en particulier pour pouvoir les distinguer de l’ADN 

matrice, on les marque avec un traceur fluorescent. Celui-ci est accroché à l’une de ses deux 

extrémités, soit en 5’, sur l’amorce de séquençage, soit en 3’ sur le didésoxyribonucléotide 

terminateur.  
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4 METHODOLOGIE 

4.1 Lieu d’étude  

L’étude s’est déroulé à Sélingué, cercle de Yanfolila situé dans la région de Sikasso, Mali. Sa 

population est estimée à 111 469 habitants. Carrière ; Dalabala ; Sanankoroni ; Kangaré ; 

Bozola ; Dalaba ; Bougoudani et Kibarou constituent les principaux quartiers de la commune 

de Baya. Sélingué est une localité endémique où la transmission du paludisme est assurée par 

deux phénomènes : le barrage de Sélingué et la pluviométrie 

Le district sanitaire de Sélingué regroupe un Centre de Santé de Référence et sept (7) aires de 

santé organisées en centres de santé communautaires (CSCom) et gérées par des associations 

de santé communautaire (ASACO) : Kangaré, Binko, Tagan, Carrière, Faraba, Sièkorolé et 

Diarani plus trois (3) CSCom du cercle de Kangaba (Manikoura, Séléfougou, Figuiratomo). 

Pour des raisons d’accessibilité géographique, la zone sanitaire de Sélingué abrite des 

dispensaires, des maternités (Mafléni, Bambala, Makandiana et Solinkoro) et une infirmerie 

de l’institut nationale de prévoyance sociale au niveau de l’office de développement rural de 

Sélingué (ODRS). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 22: Localisation de Sélingué sur la carte du Mali 

Source : Institut Géographique du Mali. Localisation de Sélingué sur la carte du Mali 

[Internet]. Mai 2018. Institut Géographique du Mali: Institut Géographique du Mali; 

Disponible sur: [78] www.igm-mali.ml/  

http://www.igm-mali.ml/
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4.2 Période d’étude  

Cette étude s’est déroulée entre Octobre 2015 et Janvier 2017 

4.3 Echantillonnage  

Les patients étaient tous des enfants âgés de 6 à 59 mois. 

A leur arrivée au centre de santé, les enfants sont soumis à un examen clinique puis à une 

goutte épaisse pour confirmer l’accès palustre simple à Plasmodium falciparum. 

Après l’obtention de l’assentiment de l’accompagnant du malade ou des parents du malade, 

un prélèvement de sang veineux est fait. Ce sang servira à faire les différentes analyses 

moléculaires. Le sang veineux est prélevé sur du papier confetti et asséché dans le 

laboratoire à la température ambiante. 

4.4 Critères d’inclusion 

 Lame positive à P. falciparum avec une densité parasitaire comprise entre 2.000 et 

199.999 p/ µL ; 

 Patients vivant dans un rayon de 5 km ; 

 Patients âgés de 6 à 59 mois ; 

 Diagnostic d’accès palustre simple (pas d’évidence de paludisme sévère ou de 

paludisme cérébral) ; 

 Sujets pouvant potentiellement rester dans l’étude jusqu’à J42 ; 

 Assentiment des parents ou tuteurs. 

4.5 Critères de non inclusion  

 Prise antérieure d’antipaludiques dans les 4 jours précédents ; 

 Patients vivant dans un rayon supérieur à 5 km ; 

 Patients ayant un poids corporel inférieur à 9 kg ;  

 Co-infection avec d’autres espèces plasmodiales ; 

 Evidence de paludisme sévère (glycémie ≤ 2,2 mM, Hb ≤ 5 g/dL, densité parasitaire ≥ 

200.000 par µL, signes de perte de mémoire durant les dernières 24 heures) (OMS, 

2000) ; 

 Prostration (incapacité à marcher, à s’asseoir) ; 

 Infection au VIH détectée par interrogatoire ; 
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 Antécédents d’hypersensibilité à l’artéméther, à la luméfantrine, à l’artésunate ou à 

l’amodiaquine ; 

 Incapable d’avaler oralement des médicaments, vomissement de la première dose et de 

la dose administrée à 30 minutes d’intervalle Autres infections telle la pneumonie, ou 

une malnutrition sévère ; 

 Insuffisances cardiaques ou rénales chroniques, cancer, diabète, maladie chronique 

compromettant la vie.  

 Les enfants âgés de moins de 6 mois et plus de 59 mois 

4.6 Diagnostic des cas du paludisme simple à Plasmodium falciparum 

 Clinique  

 

Les sujets sont soumis à un examen clinique au CSCom, à la recherche d’éventuels 

symptômes du paludisme. Le sujet est ensuite soumis à un diagnostic immunologique (Test 

de Diagnostic Rapide) et parasitologique (Goutte épaisse et frottis mince) du paludisme au 

laboratoire. Après la confirmation de l’accès palustre simple à P. falciparum le sujet revient 

chez le médecin pour la mesure de certains paramètres comme la fréquence respiratoire, la 

fréquence cardiaque, le poids et la prise de médicament.  

 Diagnostic biologique : 

- Le Test de Diagnostic Rapide (TDR) : 

Les tests de diagnostic rapide dont nous disposions étaient des cassettes et de la firme SD 

BIOLINE. 

C’est un test de diagnostic rapide pour la détection qualitative et différentielle de la HRP-II 

(Protéine riche en Histidine II) spécifique de P. falciparum.  

La sensibilité de ce test est estimée à 99,7% avec une spécificité de 99,5%. 

L’utilisation de ces TDRs requiert à chaque fois certains matériaux comme : 

o Un nouveau sachet de test non ouvert ; 

o Un nouveau tampon imbibé d’alcool à 70° non ouvert ; 

o Une nouvelle lancette stérile de la solution de tampon ; 

o Une nouvelle paire de gants d’examen jetables ; 

o Un chronomètre ; 

o Un container pour évacuer les déchets tranchants et pointus ; 

o Une poubelle pour les déchets non pointus et non tranchants. 

Les TDRs s’utilisaient immédiatement après leur ouverture selon le schéma qui suit : 
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- D’abord la vérification de la date de péremption ; 

- Enfiler la nouvelle paire de gant d’examen ; 

- Puis ouvrir et sortir la cassette du sachet ; 

- Ensuite écrire l’identifiant du patient sur la cassette ; 

- Puis nettoyer le 4ème ou le 3ème doigt du patient avec le tampon imbibé d’alcool ; 

- Laisser le doigt se sécher à l’air libre ; 

- Piquer le doigt d’un coup sec avec la lancette et jeter cette dernière dans la boîte de 

sécurité ; 

- Prélever une goutte de sang avec l’anse de prélèvement et placer la goutte de sang 

dans l’alvéole de la cassette destinée à recevoir la goutte de sang (carrée marquée de la 

lettre A) ; 

- Ajouter 5 à 6 goutte de la solution tampon dans l’alvéole ronde marquée de la lettre B 

- Observer 5 à 10 minutes puis lire ; 

- Le test est dit positif si des lignes apparaissent dans les deux fenêtres (du test et du 

contrôle) ; 

- Le test est dit négatif si une ligne apparait dans la fenêtre de contrôle et PAS de ligne 

dans la fenêtre de test ; 

- Le test est dit invalide s’il n’y a pas de ligne dans la fenêtre de contrôle MAIS il y a 

une ligne dans la fenêtre de test. 

 La goutte épaisse et le frottis mince : 

Cet examen microscopique se faisait en plusieurs étapes : 

- Etape1 : Prélèvement du malade 

Matériel nécessaire : 

Lames d’examen de microscope 

Lancettes stériles à usage unique 

Méthanol ou éthanol 

Coton hydrophile 

Crayon gras ou stylo graveur 

Méthode : 

 Chez les enfants la piqûre se faisait au niveau 3ème ou 4ème doigt et se faisait sur le côté 

qui est moins sensible ; elle se également sur le talon et le gros orteil. 

 Nettoyer l’endroit choisi d’abord avec un tampon de coton imbibé d’alcool et avec un 

tampon sec pour enlever toute trace d’alcool ; 

 Puis on pique d’un coup sec et rapide ; 
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 On déposait les premières gouttes de sang sur du papier filtre (confettis) ; 

 De la main droite on tient une lame par les bords et de la main gauche le doigt piqué 

pour faire sortir une goutte de sang ; 

 Ensuite on prenait une 2ème lame et on recueillait une seconde goutte de sang en la 

mettant délicatement avec une extrémité de la lame. 

- Etape 2 : Préparation et coloration de la goutte épaisse et du frottis mince 

 La goutte épaisse se préparait comme suit : 

o On fait un étalement épais au centre de la lame ; 

o On étale le sang avec le bout d’une lame propre jusqu’à épaississement uniforme ; 

o Au bout de la lame on collait les étiquettes sur lesquelles se trouvent les identifiants 

des patients ; 

o On laisse sécher les lames à l’air libre pendant 10 minutes à l’intérieur du laboratoire, 

donc à l’abri de la poussière et des mouches. 

 Préparation du frottis mince : 

o On tient la lame d’une main. De l’autre main, poser le bord de la lame rodée juste en 

avant de la goutte de sang ; 

o Puis faire glisser la lame jusqu’à ce qu’elle touche la goutte de sang et laisser le sang 

se repartir tout le long du bord de la lame rodée ; 

o Ensuite pousser la lame rodée jusqu’au bout de la lame d’étalement, d’un mouvement 

doux et régulier ; 

o Au bout de la lame d’étalement, on collait l’étiquette identifiant le patient. 

 Coloration de la goutte épaisse et du frottis mince : 

La solution de coloration était diluée à 10% et pour cela on prenait 45 mL d’eau distillée 

plus 5 mL de Solution concentrée de Giemsa que l’on mélange. Puis plonger les lames à 

colorer dans la cuve à coloration contenant la solution de Giemsa et laisser colorer pendant 

15 minutes. Sortir les lames, rincer à l’eau de robinet et laisser sécher pendant quelques 

minutes. 

- Etape 3 : examen de la goutte épaisse à la recherche des parasites du paludisme 

On dépose une goutte d’huile à immersion sur la goutte épaisse, puis on amène l’objectif à 

100 au-dessus de la goutte épaisse. On abaisse l’objectif jusqu’à ce qu’il entre en contact 

avec l’huile à immersion ensuite faire la mise au point et observer les parasites. A l’aide 

d’un compteur on comptait les parasites vus et aussi les leucocytes. 

Le nombre de parasites se comptait sur 300 leucocytes. 
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- Etape 4 : Estimation de la densité parasitaire sur la goutte épaisse : 

En cas de résultat positif à P.falciparum, la densité parasitaire est estimée afin de voir le 

niveau de gravité de l’infection palustre lié au taux d’hématies parasités. 

Un paludisme à P. falciparum est considéré comme sévère quand le nombre d’hématies 

parasitées est supérieur à 100.000 par µL, l’accès pernicieux est probable au-delà de 150.000 

par µL et une parasitémie supérieure à 400.000 par µL est un élément de très mauvais 

pronostic. 

Vu l’estimation que le nombre moyen de leucocyte par µL est 8.000 [79] : 

Le calcul du nombre de parasite par µL se faisait selon la formule suivante : 

 

 

 

 

Équation 1 : Formule de calcul de la parasitémie 

4.7 Prise de médicaments  

Les patients enrôlés reçoivent des doses d’Artéméther+Luméfantrine ou 

d’Artesunate+Amodiaquine. Les doses administrées étaient de la firme pharmaceutique 

NOVARTIS donc COARTEM® et de la firme pharmaceutique DENK donc ASAQ-Denk. 

L’administration se faisait en fonction du poids de l’enfant et selon le schéma de 

randomisation. 

Tableau 1: Protocole d’administration des molécules AL en fonction du poids 

Tranches de poids corporel Posologie et durée de traitement 

5           -      14 kg 1 comprimé x 2 fois par jour pendant 3 jours 

15         -      24 kg 2 comprimés x 2 fois par jour pendant 3 jours 

25         -      34 kg 3 comprimés x 3 fois par jour pendant 3 jours 

≥ 35 kg 4 comprimés x 4 fois par jour pendant 3 jours 

 

                                                            7.500 x Nombres de parasites comptés 

Nombres de parasites par µL    =  

                                                                      Nombre de leucocytes comptés 
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 ASAQ 100/270 : Artésunate [AS] +Amodiaquine [AQ], pendant trois jours 

consécutifs 

Le schéma d’administration en fonction du poids corporel est le suivant : 

Tableau 2: Protocole d’administration des molécules ASAQ en fonction du poids 

Tranches de poids corporel Dosages ASAQ 

Comprimés 

Posologie et 

durée de traitement 

Petit enfant 

9 -   17 kg 

 

100/270 mg 

½ comprimé x 1 fois par jour 

pendant 3 jours (24 heures 

intervalles entre les prises). 

 

18 – 36 kg 

 

100/270 mg 

1 comprimé x 1 fois par jour 

pendant 3 jours (24 heures 

intervalles entre les prises). 

4.8 Suivi des patients 

Les patients enrôlés dans l’étude ont été suivis pendant au total 42 jours. 

Pendant les 42 jours ils viennent au centre de sante les J1; J2; J3; J7; J14; J21; J28; J35 et 

J42 soit dix (10) rendez-vous au total. Pendant J1; J2 et J3 les patients prennent leurs doses 

de Coartem® ou d’ASAQ-Denk puis subissent des examens cliniques. Le tableau ci-dessous 

illustre les examens effectués lors du suivi des patients par rendez-vous. 

Tableau 3: Listing des examens faits par rendez-vous 

Visites J1 J2 J3 J7 J14 J21 J28 J35 J42 

Examen Clinique X X X X X X X X X 

Prise de température X X X X X X X X X 

Goutte épaisse X X X X X X X X X 

Traitement pat ART+LUM X X X       

Traitement par ARTS+AQ X X X       

Confettis X X X X X X X X X 

TDR X         

Taux d’hémoglobine X        X 
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4.9 Traitement des échantillons  

Les lames des gouttes épaisses étaient lues par deux lecteurs différents et un troisième dans 

les cas où la différence entre les parasitémies trouvées par des deux premiers lecteurs valait 

20%. Après la lecture des lames, ces dernières sont arrangées dans des boites à lames pour 

leur conservation au laboratoire de biologie moléculaire appliquée (LBMA) à Bamako. Au 

bout de chaque lame se trouvait une étiquette portant les informations du patient 

(l’identifiant, le numéro de suivi et la date). 

Comme l’illustre le tableau ci-dessus, un confetti se faisait à chaque visite. Sur le confetti du 

patient se trouvaient également ses informations suscitées. Après le dépôt des gouttes de 

sang dans les cercles de spots, on les laissait s’assécher avant de les introduire dans des 

plastics contenant des dessiccants afin de les protéger de la poussière et de l’humidité. Nous 

faisions 10 spots le 1er jour du patient ainsi que lorsqu’il y a un échec thérapeutique et 5 

spots les autres jours du suivi. 

Quant aux cassettes des TDRs, on écrivait les identifiants des patients les dessus puis on les 

conservait dans une boite. 

Le premier jour de visite du patient, c'est-à-dire le J0, un prélèvement de sang veineux est 

fait avant l’administration de la première dose de médicament. 

4.10   Extraction de l’ADN de Plasmodium falciparum 

 Découpage du papier confetti 

Il faut disposer de : Puncheur, de plaque de découpage des confettis, de kimwipes, d’alcool 70 

à 100%, portoir de tube 1,5mL, de tubes 1,5mL, de tubes 50mL. 

1. Découper 3 spots de sang puis les placer dans les tubes 1,5mL. 

NB : Veiller au bon nettoyage du puncheur lors du découpage des confettis. 

Lors du découpage, pour passer d’un échantillon a un autre, le puncheur doit être trempé dans 

la solution d’alcool puis dans de l’eau distillée, ensuite nettoyé avec le kimwipe. Il faut 

s’assurer que le puncheur est débarrassé de toute trace d’alcool. 

La plaque de découpage doit être nettoyée aussi à l’alcool. Il faut aussi s’assurer que la plaque 

n’est pas mouillée par l’alcool au moment de découper les confettis.  
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 Extraction de l’ADN avec le Kit Qiagen 

Il faut disposer de : au moins 3 bains-Marie, portoir de tube 1,5mL, portoir de tube 1.5mL 

pour le bain-Marie, vortexeuses, Ethanol 96-100%, pipettes de [20, 200, 1000µL], 

centrifugeuse de tube 1,5mL. 

Toutes les étapes de centrifugation doivent se faire à la température ambiante (15-20ºC) 

Avant de commencer, s’assurer que : 

 Les bains-marie sont à 85ºC pour l’étape 2, 56ºC pour l’étape 3 et 70ºC pour l’étape 4, 

 Equilibrer le buffer AE ou l’eau distillée à la température ambiante pour l’élution, 

l’étape 10, 

 S’assurer que les buffers AW1 et AW2 ont été préparés avec l’alcool comme indique 

dans le guide du kit d’extraction, 

 S’assurer que les buffers AL et ATL ne contiennent pas de précipités, sinon les faire 

dissoudre en les incubant à 56ºC. 

Procédure : 

1. Dans les tubes de 1,5mL contenant les 3 spots de sang déjà découpés, ajouter 180µL 

de buffer ATL, 

2. Incuber à 85ºC pendant 10 minutes puis centrifuger brièvement pour faire descendre 

les gouttelettes de solution se trouvant sur les parois du tube, 

3. Ajouter 20µL de Protéinase K de la solution de stock. Vortexer, puis incuber à 56ºC 

pendant 1 heure. Centrifuger brièvement pour faire descendre les gouttelettes de 

solution se trouvant sur les parois du tube, 

A noter que l’ajout de la protéinase K est essentiel. 

4. Ajouter 200µL de buffer AL aux échantillons. Centrifuger bien, et incuber à 70ºC 

pendant 10 minutes puis centrifuger brièvement pour faire descendre les gouttelettes 

de solution se trouvant sur les parois du tube.  

Pour assurer une bonne lyse, il est essentiel d’ajouter le buffer AL et Vortexer 

immédiatement. 

Il ne faut pas ajouter la protéinase K directement au buffer AL. 

Apres l’ajout du buffer AL, il est possible que des précipités blancs se forment. Dans 

la plupart des cas, ces précipités disparaissent après l’incubation. 
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5. Ajouter 200µL d’éthanol (96-100%) aux échantillons, bien Vortexer puis centrifuger 

brièvement pour faire descendre les gouttelettes de solution se trouvant sur les parois 

du tube, 

Il est essentiel que l’éthanol et les échantillons soient bien Vortexer. 

6. Soigneusement transférer la solution de l’étape 5 dans les colonnes. Fermer les 

colonnes puis centrifuger a 8000rpm pendant 1 minute. Transférer les colonnes dans 

de nouveaux tubes de collection et jeter les tubes de collection qui contiennent le 

filtrat. 

Bien fermer les colonnes pour éviter la formation des aérosols lors de la 

centrifugation. 

7. Ouvrir soigneusement les colonnes puis ajouter 500µL du buffer AW1. Fermer les 

colonnes puis centrifuger a 8000rpm pendant 1 minute. 

Transférer les colonnes dans de nouveaux tubes de collection et jeter les tubes de 

collection qui contiennent le filtrat. 

8. Ouvrir soigneusement les colonnes puis ajouter 500µL du buffer AW2. Fermer les 

colonnes puis centrifuger a 14000rpm pendant 3 minutes. 

9. Recommandé : Transférer les colonnes dans de nouveaux tubes de collection et jeter 

les tubes de collection qui contiennent le filtrat puis centrifuger à haute vitesse pendant 

1 minute. 

Cette étape aide à éliminer le restant de la solution du buffer AW2 restant après l’étape 

précédente. 

10. Transférer les colonnes dans de nouveaux tubes 1.5mL stériles puis jeter les tubes de 

collection qui peuvent contenir encore du filtrat. Ouvrir soigneusement les colonnes 

puis ajouter 150µL du buffer AE ou d’eau distillée. Incuber à la température ambiante 

(15-20ºC) pendant 1 minute puis centrifuger a 8000rpm pendant 1 minute.  

Le volume d’ADN dissout utilisé lors de la PCR ne doit pas excéder les 10%, par 

exemple pour une PCR de 50µL, il ne faut pas ajouter plus de 5µL d’ADN. 

Apres l’extraction de l’ADN, si le nombre d’échantillon est grand on peut aliquoter 

60µL d’ADN comme solution de travail et conserver le reste a -20ºC. 

4.11 La PET-PCR 

Toutes les solutions de travail des amorces ont été préparées à la concentration de 10µM à 

l’exception de l’amorce P.falciparum-HEX qui était à la concentration de 5µM. 
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Préparation du Master Mix 

Pour un volume total de 20µL : 

Tableau 4 : Composition du master mix pour la PET-PCR 

Réactifs    Volumes pour 20,0 µL       Conc. Finale 

ddH2O       3.0µL    ------ 

2X ABI TaqMan Buffer    10.0µL    1X 

10µM Genus Amorce Aller    0.5µL    0,25µM 

10µM FAM-genus Amorce Retour   0.5µL    0,25µM 

10µM P.falciparum Amorce Aller   0.5µL    0,25µM 

10µM HEX-P.falciparum Amorce Retour  0.25µL    0,125µM 

Extrait d’ADN     5,0 µL    ------- 

TOTAL      20,0 µL 

 

Conditions de cycling lors de la PCR 

On s’assurait que les deux dyes a savoir FAM et HEX ont été correctement utilisés et 

sélectionner FAM pour le genre Plasmodium et HEX pour l’espèce P.falciparum. 

Conditions de cycling : 

1) 95ºC  15 minutes 

2) 95ºC  20 secondes 

3) 63ºC  40 secondes       X 45 cycles 

4) 72ºC  30 secondes 

Analyse des données 

 S’assurer que les contrôles ont marché comme il se doit : 

o Contrôle Négatif = Valeur de CT ≥ 40 

o Contrôle positif = Valeur de CT inferieur a 40 

 Les échantillons avec une valeur de CT supérieure à 40 sont considérés comme 

négatifs à la PET-PCR  

 Tous les autres sont considérés comme positifs 
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4.12 Le séquençage des échantillons  

Nous avons fait le séquençage de ces échantillons dans le but de rechercher les mutations sur 

les gènes Pfmdr1 et PfK13 non seulement a J0 mais aussi au jour de l’échec thérapeutique 

lors du suivi puis éventuellement les comparer. Cette comparaison permettra d’apporter une 

réponse à la question : 

Est-ce-que le retour du patient avec le paludisme est dû à une réinfection ou une résistance 

des souches de J0 au Coartem® et a l’ASAQ ? 

4.12.1 Séquençage du Domain Propeller de PfK13  

Le séquençage du Domaine Propeller de PfK13 s’est déroulé en cinq (5) étapes successives. 

Etape 1 : Nested-PCR 

Une série de deux réactions de PCR a été utilisé pour amplifier le domaine Propeller de PfK13 

(Tableau 4, 5 et 6). Le produit de la première PCR a été dilué au 1 :10 et à servit de matrice 

pour la seconde PCR. Le produit de PCR de la deuxième réaction contient le Domaine 

Propeller de K13 amplifié. 

NB : En cas de besoin, le protocole peut être stoppé à ce niveau et garder l’amplicon entre 2-

8ºC pour une semaine. 

Tableau 5: Composition du Master Mix de la 1ère réaction de PfK13 

Réactifs      Pour 20.0µL de réaction              Conc finale 

ddH2O    12, 4µL   ---------- 

5X HF Buffer    4, 0µL    1X 

10µM 1º Forw Primer  1, 0µL    0,5µM 

10µM 1º Rev Primer  1, 0µL    0,5µM 

10mM DNTPs   0, 4µL    0,2µM 

HF Phusion Taq   0, 2µL    1U 

ADN     1,0µL    ----------- 

TOTAL    20,0µL 
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Tableau 6: Composition du Master Mix de la 2ème réaction de PfK13 

Réactifs   Pour 20.0µL de réaction  Conc final 

ddH2O    12,4µL   ---------- 

5X HF Buffer    4,0µL    1X 

10µM 2º Forw Primer  1,0µL    0,5µM 

10µM 2º Rev Primer  1,0µL    0,5µM 

10mM DNTPs   0,4µL    0,2µM 

HF Phusion Taq   0,2µL    1U 

Diluat (1:10) 1ºRxN   1,0µL    ----------- 

TOTAL    20,0µL 

 

Conditions de cycling 

1ère Réaction      2ème Réaction 

 

 

 

 

 

 

 

Etape 2 : ExoSAP cleaning (Purification de l’amplicon) 

Cette étape a pour objectif de nettoyer l’amplicon en le débarrassant des autres produits de la 

PCR tels que le restant de MgCl2, de dNTPs, d’amorces, enzymes et autres produits de la 

réaction de PCR. 

Tableau 7: Master Mix du ExoSAP 

Exonuclease I   2, 5µL 

TSAP     3, 0µL 

ddH2O    494, 5µL 

TOTAL    500,0µL 

Le nettoyage de l’amplicon s’est déroulé étape par étape de la manière suivante : 

98ºC 2:00min 

98ºC 0:10min 

48ºC 0:30min    30X 

68ºC 2:30min 

68ºC 10:00min 

4ºC    ∞ 

98ºC 2:00min 

98ºC 0:10min 

54ºC 0:30min    30X 

68ºC 2:30min 

68ºC 10:00min 

4ºC    ∞ 
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 Préparer le master mix selon le tableau 7 ; 

 Ajouter 5µL de ce Master Mix à chaque échantillon de 20µL de la deuxième réaction ; 

 Placer les tubes dans le thermocycleurs puis lancer le cycling comme illustrés dans le 

tableau 8. 

Condition de cycling de l’ExoSAP cleaning 

37ºC  25 :00min 

80ºC  20 :00min 1X 

4ºC       ∞ 

Etape 3: Cycle sequencing 

Après le nettoyage, les produits de la PCR sont de nouveaux amplifier dans un mélange 

contenant à la fois les dNTPs et ddNTPs (Tableau 9 et 10). Cette opération est réalisée sur une 

plaque de 96 puits. 

NB : En cas de besoin, le protocole peut être stoppé à ce niveau et garder l’amplicon entre 2-

8ºC pour une semaine. 

Tableau 8: Cycle sequencing 

Réactifs             Pour 10,0µL de réaction        Conc final 

ddH2O    5, 5µL    ---------- 

Big dye Buffer   2, 0µL    0, 5µM 

Big Dye    1, 0µL    0, 5µM 

10µM 2º For ou Rev  0, 5µL    0, 5µM 

Diluat (1:5) 2ºRxN   1,0µL    ----------- 

TOTAL    10,0µL 

Conditions de cycling 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

96ºC 1:00min 

96ºC 0:10min 

50ºC 0:05min    25X 

60ºC 4:00min 

4ºC    ∞ 
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Etape 4 : Précipitation  

La précipitation s’est déroulée selon la procédure suivante : 

1. Ajouter 2,0µL d’EDTA 0,125M pH=8 dans chaque puits de la plaque contenant un 

échantillon ; 

2. Ajouter 2,0µL de sodium acétate pH=5,2 dans chaque puits ; 

3. Ajouter 30,0µL d’éthanol 100% froid dans chaque puits de la plaque contenant un 

échantillon puis mélanger avec la pipette ; 

4. Couvrir la plaque de seal et l’incuber a la température ambiante pendant 15-

20minutes ; 

5. Centrifuger a 3200rpm pendant 30 minutes à la température de 20,0ºC ; 

6. Enlever le seal et couvrir la plaque de kimwipes puis l’inverser, ensuite centrifuger a 

1000rpm pendant 5 minutes ; 

7. Ajouter 30,0µL d’éthanol 70% froid dans chaque puits de la plaque contenant un 

échantillon puis mélanger avec la pipette ; 

8. Couvrir la plaque de seal, puis centrifuger a 3200 rpm pendant 15minutes ; 

9. Enlever le seal et couvrir la plaque de kimwipes puis l’inverser, ensuite centrifuger a 

1000rpm pendant 5 minutes ; 

10. Laisser sécher la plaque dans la température ambiante pendant 30 minutes à 1 heure ; 

11. Ajouter 10,0µL de HiDi Formamide dans chaque puits de la plaque, couvrir la plaque 

et passer au séquençage. Pour les puits qui ne contiennent pas d’échantillon, on peut 

mettre de l’eau distillée. 

Etape 5 : Séquençage  

Dans cette dernière étape, la plaque est insérée dans un séquenceur. Le mélange est aspiré par 

les capillaires du séquenceur et les séquences des fragments sont fournies par le logiciel pour 

analyse. 

4.12.2 Séquençage des régions 1 et 2 de Pfmdr1  

Pour séquencer les régions 1 et 2 de Pfmdr1, nous avons suivi la même procédure que pour le 

séquençage du Domaine Propeller de PfK13. Toutefois, les amorces utilisées, la composition 

des Masters mix et les conditions d’amplifications étaient spécifiques à la portion de l’ADN à 

séquencer (Tableau 11 ; 12 ; 13 ; 14 ; 15) 
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Remarque : Pas besoin de faire une PCR nichée après l'amplification primaire. Juste aller 

pour le traitement ExoSap et séquencer avec l'amorce AL6878 (interne). Cependant, dans 

quelques échantillons (2-5%), il est possible de ne pas obtenir de séquence pour certains 

codons comme 86 et 144. Dans ce dernier cas, il faut envisager de séquencer ces échantillons 

avec l'amorce interne AL6877. En cas d'ADN de faible qualité (pour les faibles parasitémies), 

il faut opter pour une PCR nichée avec les amorces. 

Tableau 9: Séquences des amorces de la Région 1 et 2 de Pfmdr1 

Amorces Région 1 Amorces Région 2 

AL6875(Forw):5’-CCGTTTAAATGTTTACCTGCAC-3’ 

 

AL6876(Rev):5’-TGGGGTATTGATTCGTTGCAC-3’        

 

AL6792(Forw):5’-GCATTTAGTTCAGATGATGAAATG-3’ 

 

Al6793(Rev):5’-CCATATGGTCCAACATTTGTATC-3’ 

 

Tableau 10 : Composition du Master Mix de la 1ère réaction de Pfmdr1 

Réactifs   Pour 15,0µL de réaction  Conc final 

ddH2O    5,7µL    ---------- 

2X TaqMan Buffer   7,5µL    1X 

10µM 1ºForw Primer  0,4µL    0,5µM 

10µM 1º Rev Primer  0,4µL    0,5µM 

Template DNA   1,0µL    ----------- 

TOTAL    15,0µL 

Diluer le produit de PCR de la 1ère réaction au 1:6 pour la région 2. 

Tableau 11: Composition du Master Mix de la 2ème réaction de Pfmdr1 

Réactifs   Pour 15,0µL de réaction  Conc final 

ddH2O    4, 7µL    ---------- 

2X TaqMan Buffer   7, 5µL    1X 

10µM 2ºForw Primer  0, 4µL    0, 5µM 

10µM 2º Rev Primer  0, 4µL    0, 5µM 

Diluat 1ºRxN ADN   2, 0µL    ----------- 

TOTAL    15,0µL 
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 Conditions de Cycling 

Région 1      Région 2 

      

 

Tableau 12: Cycle sequencing Master Mix 

Réactifs   Pour 10,0µL de réaction  [Conc final] 

ddH2O    4, 5µL    ---------- 

Big dye Buffer   2, 0µL    0, 5µM 

Big Dye    1, 0µL    0, 5µM 

10µM 2º For ou Rev  0, 5µL    0, 5µM 

Purified 2ºRxN product  2, 0µL    ----------- 

TOTAL    10, 0µL 

Conditions de cycling Région 1 et Région 2 

 

 

 

 

 

 

4.12.3 Analyses des séquences après séquençage 

Au cours de cette étude :  

 La souche P.falciparum MRA1236 a été utilisée comme souche sauvage et la souche 

MRA 1239 comme souche mutée pour le gène PfK13  

94ºC 10:00min 

94ºC 1:00min 

57ºC 1:00min    35X 

72ºC 1:00min 

72ºC 10:00min 

4ºC    ∞ 

96ºC 1:00min 

96ºC 0:10min 

50ºC 0:05min    25X 

60ºC 4:00min 

4ºC    ∞ 

94ºC 5:00min 

94ºC 0:30min 

56ºC 0:30min    35X 

68ºC 1:00min 

68ºC 10:00min 

4ºC    ∞ 
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 La souche P. falciparum 3D7 a été utilisée comme souche sauvage puis Dd2 et Hb3 

comme les souches mutées au niveau des régions 1 et 2 de Pfmdr1.  

Après le séquençage des échantillons, les données brutes sont recueillies et analysées avec le 

logiciel Geneious R11. La séquence de la souche Pf3D7 est utilisée comme séquence 

consensus pour rechercher les mutations sur les autres séquences.  

Apres importation des données brutes dans le logiciel, toutes les séquences dont la qualité des 

données est inférieure à 40% ont été exclues de l’analyse au même titre que les extrémités des 

séquences qui comportent très souvent des données de faible qualité. Les séquences sont 

ensuite alignées et analysées avec le logiciel Geneious pour voir les mutations. 

4.13 Considérations éthiques et déontologiques  

Le protocole de recherche de cette étude a été soumis et validé par le Comité d’éthique de 

l’INRSP, (Ministère de la Santé, Mali). Tout changement ultérieur du protocole était soumis à 

l’approbation de ce comité d’éthique. C’était une étude à risque minimal car il ne s’agit pas de 

tester un nouveau médicament ou un matériel à usage biomédical. Elle s’appuie sur des tests 

de diagnostic et du schéma thérapeutique qui sont utilisés en routine dans les centres de santé 

dans lesquels nous avons conduit cette étude. Nous précisons que le volume total prélevé par 

patient (< 4mL) se trouve dans l’intervalle des quantités admises par le NIH et autres agences, 

lesquelles sont ≤ 3,0 ml par kg dans un intervalle de temps ≥ 8 semaines. Pour un assentiment 

éclairé avant la prise du sang, nous, investigateurs, avons eu à : 

 Expliquer le protocole à chaque parent ou tuteur ; 

 Répondre aux questions des parents ou tuteurs ; 

 Obtenir un assentiment libre, éclairé et signé ; 

 Remettre une copie originale de l’assentiment signé aux parents ou accompagnants ; 

 Prélever le sang. 

La décision de participer ou de ne pas participer relevait exclusivement du parent ou tuteur 

de l’enfant. Ce dernier était informé de la possibilité de se retirer de l’étude à tout moment 

sans aucune conséquence ou préjudice. 

Tous les documents de l’étude (y compris les codes de nos données) étaient gardés dans un 

lieu sécurisé, et les échantillons de sang étaient étiquetés avec un code unique sans le nom 

du patient pour assurer la confidentialité des informations.  
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4.14 Gestion des données  

La positivité des tests de diagnostic rapide (TDRs) a été estimée en fonction des 

données du fabricant, SD Bioline. 

La positivité des gouttes épaisses, l’estimation de la parasitémie étaient faites en 

fonction des normes de l’OMS sur la goutte épaisse et le frottis mince. 

La base des données, le calendrier du suivi et les autres fichiers électroniques étaient 

gérés avec Excel et Word. 

L’analyse des données a été faite avec GraphPad Prism3 et Excel. 

Les tests statistiques Khi-deux ont été fait pour observer les différences statistiques 

entre différents paramètres. 
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5 RESULTATS  

5.1 Facteurs démographiques  

Notre étude a porté sur les enfants (filles et garçons) de 6 à 59 mois, tous de la localité de 

Sélingué. 

 

Figure 23: Répartition des patients en fonction du genre (n=309) 

Au total 309 patients ont participé à cette étude dont 53% de ces patients étaient du sexe 

masculin, avec un sexe ratio de 1,11 en faveur du sexe Masculin. 
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Nous avons reparti les patients ayant participé à cette étude par tranche d’âge afin qu’on 

puisse estimer l’efficacité clinique des CTAs utilisées en fonction de l’âge. 

 

 Figure 24: Répartition des patients par tranche d’âge (n=309) 

L’âge Minimum était 6 mois et le maximum 59 mois. La moyenne de l’âge était 37 ±14,47.  

La tranche d’âge des [37-48 mois] était la plus représentée avec 29,4% (n = 91). 

5.2 Diagnostic 
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Figure 25: Répartition des patients en fonction de la parasitémie initiale (n=309)  
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La majorité de nos patients avait une parasitémie initiale comprise entre 2000-50000 Tf/µL. 

Tous les patients qui ont participé à cette étude avaient des parasitémies comprises entre 2000 

et 199.999 parasites/µL de sang. 

Au cours de cette étude, nous avons observé la réaction de chaque patient aux médicaments 

administrés.  

La positivité des lames de goutte épaisse a été confirmée par PET-PCR. La confirmation a été 

faite pour le genre Plasmodium ainsi que l’espèce falciparum. 

Tableau 13: Répartition des patients selon leur positivité au genre Plasmodium (n=309) 

  Nombre de cycles-CT value FAM Effectifs Pourcentage 

Positif (16-39) 304 98,38 

Négatif (>40) 0 0 

* 5 1,62 

Total 309 100 

 

*Echantillons ayant donné des résultats non-interprétables 

Le genre Plasmodium a été détecté chez tous les patients (n=304) dont la PET-PCR a marché. 

Tableau 14: Répartition des patients selon leur positivité a l’espèce falciparum (n=304) 

  Nombre de cycles-CT value HEX Effectifs Pourcentage 

Positif (16-39) 304 98,38 

Négatif (>40) 0 0 

* 5 1,62 

Total 309 100 

 

*Echantillons ayant donné des résultats non-interprétables 

Tous les échantillons testés avec succès (n=304) avaient des souches de Plasmodium 

falciparum. 
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5.3 Efficacité des CTAs 

Tableau 15: Répartition des patients selon le temps de clairance parasitaire (n=292) 

Temps de Clairance en heures # % 

24 Heures 120 41,09 

48 Heures 152 52,05 

72 Heures 20 6,85 

Total 292 100 

 

Nous avons remarqué que 152 (soit 52,05%) de nos patients ont fait leur clairance au bout de 

48 heures après le début de leur traitement antipaludique. La médiane du temps de clairance 

parasitaire était de 48 heures pour une moyenne de 39,78 heures. 

Tableau 16: Evolution du temps de clairance parasitaire en fonction de la parasitémie initiale 

Parasitémie initiale 
TCP 

Total 
24 Heures 48 Heures 72 Heures 

2000-50000 112 133 11 256 

50005-100000 5 14 4 23 

100005-150000 2 1 2 5 

150005-200000 1 4 3 8 

Total 120 152 20 292 

 

La majorité des patients qui avaient une parasitémie comprise entre 2000 et 50000 

parasites/µL de sang ont réussi à faire leur clairance parasitaire entre 24 heures et 48 heures, 

cependant 20 patients ont fait leurs clairances à 72 heures. Nous remarquons également que 

parmi les 05 patients qui ont une parasitémie comprise entre 100005 et 150000 tous ont fait 

leur clairance parasitaire dans les 72 heures. Nous avons remarqué une différence 

statistiquement significative en termes de clairance parasitaire entre les patients ayant une 

forte parasitémie et une parasitémie inferieure a 50.000Tf/µL (Test de Khi-deux, Valeur de 
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P <0,0001). Les patients ayant donc de petites parasitémies initiales ont tendance à faire leur 

clairance parasitaire plus rapidement que ceux ayant de fortes parasitémies.) 

Tableau 17: Evolution du temps de clairance parasitaire en fonction de l’âge  

Tranche d’âge TCP Total 

24 Heures 48 Heures 72 Heures 

06-12 mois 8 11 4 23 

13-24 mois 23 31 3 57 

25-36 mois 27 42 6 75 

37-48 mois 37 42 6 85 

49-59 mois 25 26 1 52 

Total 120 152 20 292 

 

Ce tableau montre une évolution plus ou moins similaire de la clairance parasitaire entre les 

différentes tranches d’âge. Il n’y avait pas de différence statistiquement significative dans 

l’évolution du temps de clairance parasitaire entre les tranches d’âge (Test de Khi-deux, 

Valeur de P=0,4436) 

5.4 Mutations sur le domaine Propeller du gène Pfk13 

Figure 26: Mutations sur le domaine Propeller du gène PfK13 
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La plupart des mutations obtenues après séquençage du gène Pfk13 étaient des mutations 

transitoires. Il faut cependant noter le cas de la position 578 qui n’est pas une mutation 

silencieuse A578S, elle constitue en la substitution de l’Arginine (A) par la Serine (S). 

La mutation à la position 493 qui est assez connue pour son association au retard de clairance 

parasitaire en Asie du Sud-Est a été retrouvée chez 3 patients. Toutefois, ces mutations sont 

actuellement transitoires.  

*Parmi les 2 mutations transitoires observées à la position 613, l’une d’entre elles provenait 

d’un parasite isolé lors du suivi (échec thérapeutique) 

 

Figure 27: Répartition des mutations par tranche d’âge  

Nous avons trouvé des mutations sur le domaine Propeller de Pfk13 dans toutes les tranches 

d’âge sauf la tranche 49-59mois.  
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Tableau 18: Répartition des mutations en fonction de la parasitémie n=304 

Parasitémie 469C 491F 493Y 503K 548G 578S 613P 

2000-50000 2 2 2 1 1 0 1 

50005-100000 0 0 0 0 0 1 0 

100005-150000 0 0 1 0 0 0 0 

150005-200000 0 0 0 0 0 0 1 

Total 2 2 3 1 1 1 2 

Deux des mutations : l’une à la position 493 et l’autre à la position 613 étaient liées à des 

fortes parasitémies. 

Tableau 19: Répartition des mutations en fonction du temps de clairance parasitaire 

TCP 469C 491F 493Y 503K 548G 578S 613P 

24 Heures 1 0 0 1 1 0 0 

48 Heures 1 1 2 0 0 0 1 

72 Heures 0 0 1 0 0 1 0 

Total 2 2 3 1 1 1 1 

La mutation non-silencieuse 578S était liée à un temps de clairance retardé aussi bien que 

l’une des mutations transitoires de la position 493. 

5.5 Mutations sur le gène Pfmdr1 

Tableau 20: Répartition des mutations Pfmdr1 région 1 obtenues des souches isolées avant le 

traitement (n=268) 

Positions Pfmdr1 

region1 

86Y 102G 184F 237G 238I 245P 247I 249V 276V 

# 5 1 65 2 4 1 1 1 1 

% 1,9 0,4 24,3 0,7 1,5 0,4 0,4 0,4 0,4 

Nous avons séquencé les régions 1 et 2 du gène Pfmdr1 de toutes les souches de P.falciparum 

obtenues avant administration et suivi des patients. Nous avons obtenu des mutations 
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silencieuses et transitoires. Parmi ces dernières on peut citer la position 102 sur laquelle le 

codon GGT est substitué au codon GGC. Toutefois, l’acide aminé G (Glycine) est resté le 

même chez ces parasites ayant présenté ces mutations. Nous avons aussi observé des 

mutations non-silencieuses à plusieurs positions de ce gène. La position 184 s’est révélée la 

plus mutée avec un pourcentage de 24,3% suivie de la position 86 (n=5). Les mutations à la 

position 184 étaient une substitution de l’acide aminé Y (Tyrosine) par F (Phénylalanine) et à 

la position 86 il s’agissait d’une substitution de l’acide aminé N (Asparagine) par Y 

(Tyrosine). 

Tableau 21: Répartition des mutations selon les tranches de parasitémie 

Tranche de 

parasitémie 

Mutations sur la region1 de Pfmdr1 

86Y 102G 184F 237G 238I 245P 247I 249V 276V 

2000-50000 5 1 53 1 3 1 1 1 0 

50005-100000 0 0 8 1 1 0 0 0 0 

100005-150000 0 0 2 0 0 0 0 0 1 

150005-200000 0 0 2 0 0 0 0 0 0 

Total 5 1 65 2 4 1 1 1 1 

La majorité des mutations obtenues lors de cette étude étaient observées dans la tranche de 

parasitémie 2000-50000. Quatre (4) mutations au niveau de la position 184F étaient associées 

aux fortes parasitémies. 

 



Prévalence des mutations sur Pfmdr1 et PfK13 à Sélingué en 2016, Mali  LBMA 

Zakaria  HAIDARA  Thèse Pharmacie 2018 
72 

M u ta tio n s  e n  fo n c tio n  d u  T C P

T C P

%
 d

e
s

 m
u

ta
ti

o
n

s

2 4  H e u r e s 4 8  H e u r e s 7 2  H e u r e s

0

2 0

4 0

6 0

8 6 Y  (n = 4 )

1 8 4 F  (n = 6 5 )

 

Figure 28: Répartition des mutations non-silencieuse en fonction du temps de clairance 

parasitaire 

La mutation 184F a été retrouvée associée aux patients ayant fait leur clairance parasitaire 

à 72 heures aussi bien qu’a 48 et 24 Heures. Toutefois, la mutation 86Y a été associée à 48 

et 24 heures comme temps de clairance parasitaire. 

Tableau 22: Répartition des mutations selon les tranches d’âge 

Tranche de 

parasitémie 

Mutations sur la region1 de Pfmdr1 

86Y 102G 184F 237G 238I 245P 247I 249V 276V 

06-12 mois 0 0 5 0 1 0 0 0 0 

13-24 mois 0 0 11 0 0 0 0 0 1 

25-36 mois 2 0 18 1 1 1 1 1 0 

37-48 mois 2 1 15 1 1 0 0 0 0 

49-59 mois 1 0 16 0 1 0 0 0 0 

Total 5 1 65 2 4 1 1 1 1 

 

Nous avons trouvé des mutations sur le gène Pfmdr1 dans toutes les tranches d’âge. Il n’y 

avait aucune différence statistiquement significative entre les mutations et les tranche d’âge 

(Test de Khi-deux, Valeur de P =0,9108). 
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Tableau 23: Répartition des mutations Pfmdr1 région 2 obtenues des souches isolées (n=309) 

Positions Pfmdr1 region2 1069T 1082A 1246Y 

# 7 1 1 

% 2,3 0,3 0,3 

 

La majorité des mutations obtenues au niveau de la région 2 étaient des mutations 

silencieuses. Ces dernières concernaient surtout la position 1069 avec la substitution du codon 

ACT en ACG tous deux codant pour l’acide aminé T (Thréonine). Nous avons observé aussi 

quelques mutations non-silencieuses à la position 1082 qui était la substitution d’un acide 

aminé S (Serine) en A (Alanine) et à la position 1246 dont il s’agissait d’une substitution de D 

(Acid Aspartique) en Y (Tyrosine). 

Tableau 24: Répartition des mutations de la région 2 en fonction des tranches de parasitémies 

 

Tranches de 

parasitémies 
Mutations sur la région 2 de Pfmdr1 

1069T 1082A 1246Y 

2000-50000 5 0 0 

50005-100000 2 1 1 

100005-150000 0 0 0 

150005-200000 0 0 0 

Total 7 1 1 

Toutes les mutations obtenues lors de cette étude étaient observées dans la tranche de 

parasitémie 2000-50000 ; et 50005-100000.  
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Tableau 25: Répartition des mutations de la region2 en fonction du TCP 

Des mutations observées sur la région 2 du gène mdr1, une seule d’entre elles était associée à 

une clairance parasitaire atteignant 72 heures. 

 

Tableau 26: Répartition des mutations de la région 2 en fonction des tranches d’âge (n=268) 

 

 

Tranches d’âge 
Mutations sur la région 2 de Pfmdr1 

1069T 1082A 1246Y 

06-12 mois 2 0 0 

13-24 mois 2 0 1 

25-36 mois 2 1 0 

37-48 mois 1 0 0 

49-59 mois 0 0 0 

Total 7 1 1 

 

Les mutations obtenues sur la région 2 du Pfmdr1 étaient repartis sur toutes les tranches d’age 

sauf la tranche d’age 49-59 mois. 

 

 

 

 

 

TCP en heures 
Mutations sur la région 2 de Pfmdr1 

1069T 1082A 1246Y 

24 Heures 0 0 0 

48 Heures 6 1 1 

72 Heures 1 0 0 

Total 7 1 1 
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5.6 Mutations associées aux cas d’échecs thérapeutiques 
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Figure 29: Répartition des cas d’échecs thérapeutiques selon le profil du parasite avant et au 

cours du suivi 

Apres séquençage des pairs de parasites isolés chez les patients qui ont subi des échecs 

thérapeutiques, nous avons remarqué que les profils mutés étaient rencontrés aux mêmes 

fréquences parmi les souches isolées avant le traitement (J0 ; 63,41%) que les souches isolées 

lors du suivi (Jx ; 65,85%). Il n’y avait aucune différence statistiquement significative dans la 

distribution des mutations à J0 et Jx (Test exact de Fisher, valeur de P>0,99)  
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Figure 30: Répartition des mutations selon la période de survenue de l’échec thérapeutique 

Nous n’avons pas observé de différence statistiquement significative dans la répartition des 

mutations dans les périodes J8-J28 et J29-J42 (Test de Khi-deux, Valeur de P=0,1939). Les 

mutations 184F se retrouvent de part et d’autre de J28.  
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Figure 31: Les haplotypes de K13, mdr1 en fonction de la parasitémie 

Deux des trois patients avaient des mutations à la position 493 associées aux mutations 

184F avec une forte parasitémie.  
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6 COMMENTAIRES ET DISCUSSION 

        Comme tout travail humain   notre étude  comporte également  quelques limites et parmi 

ces limites nous notons que : nous n’avons pas pu utiliser d’autres méthodes de séquençage 

qui sont connu  comme étant plus efficace que le Sanger, par exemple  la méthode de 

séquençage NGS (nouvelle génération de Sequencing), celle-ci est due au cout très élevés du 

Séquenceur  

      Nous avons fait une étude prospective de la prévalence des mutations associées à la 

résistance à l’artémisinine et ses dérivés ainsi que les molécules partenaires (Amodiaquine et 

Luméfantrine) utilisées dans les CTAs constituant les traitements de première ligne du 

paludisme simple a P.falciparum au Mali. 

La localité de Sélingué a été choisie pour cette étude car elle fait partie des localités ou la 

transmission est réellement forte. A Sélingué, le faciès de transmission du paludisme 

correspond au Faciès des Barrages (Sélingué, Manantali et Markala). Avec comme 

caractéristique, une anémie palustre élevée chez les moins de 9 ans. La transmission du 

paludisme y est Bimodale (plurimodale) [12]. La pluviométrie élevée et la présence du 

barrage hydroélectrique à Sélingué en font un site propice au développement des vecteurs 

(l’anophèle) à cause des retenus d’eau et donc de la transmission du parasite du paludisme 

(Plasmodium). 

Les données de notre étude ont été collectées sur les formulaires de report de cas (FRC) et 

saisies dans le logiciel Microsoft Excel 2013 pour en faire une base de données. Cette 

méthode nous a permis de collecter des données fiables et exploitables. Les séquences 

obtenues après séquençage ont été alignées et analysées avec le logiciel Geneious version 10 

[80]. 

Le dépistage se faisait par la clinique et la parasitologie. La lecture des lames des gouttes 

épaisses se faisait d’abord par un technicien de laboratoire, puis une deuxième fois par un 

pharmacien biologiste et en fin une dernière lecture par un parasitologue si besoin était de 

départager les deux premiers lecteurs. Ces lectures répétées des lames nous ont permis 

d’éviter les cas de faux positifs. Les papiers confettis ont été fait avec le sang total, séchés à la 

température ambiante à l’abri des mouches et du soleil suivant les recommandations de 

l’OMS [81,82] Ensuite les papiers confettis ont été rangés dans des sachets secs avec des 

dessiccants (desséchants) pour leurs bonnes conservations. Ces dessiccants ont été utilisés 
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dans le but de prévenir le développement des moisissures sur ces papiers filtres. Le respect de 

ces mesures lors de la confection des confettis augmente les chances d’avoir des confettis de 

bonne qualité et donc du matériel génétique adéquat pour les tests moléculaires [81,82]. 

Durant l’étude, un système de supervision était mis en place pour prévenir la survenue 

d’éventuelles erreurs.  

Le kit Qiagen a été utilisé pour l’extraction de l’ADN. Ce kit permet d’avoir de l’ADN 

purifié, débarrassé de toutes impuretés comme l’hémoglobine pouvant entrainer des 

interférences lors de la PCR. 

Le génotypage des échantillons a été fait par séquençage suivant la méthode de 

Sanger. Cette méthode est décrite comme l’une des plus utilisées et préférées en termes de 

séquençage du matériel génétique [83]. Cette méthode a également été décrite dans certaines 

études comme ayant une sensibilité de 98-100% [84].  

Cette étude a porté sur 309 enfants dont 53% d’entre eux étaient du sexe masculin 

avec un sexe ration de 1,11. Cette tendance semble être similaire à celle retrouvée dans les 

données de l’enquête de la banque mondiale à propos de la pyramide des âges. Selon 

l’enquête de la banque mondiale donnant la pyramide des âges, le sexe ratio (1,04) est en 

faveur du genre masculin chez cette tranche d’âge (0-5ans). Cette tendance est confirmée par 

d’autres études menées au Mali dont celle menée en 2003 dans la localité de Missira, 

Kolokani au Mali par DARAR.H.Y portant sur l’étude épidemio-clinique et moléculaire du 

Paludisme à Plasmodium falciparum par la msp1 à Missira 

La majorité des patients recrutés dans cette étude avaient des parasitémies inferieures à 

50.000Tf/µL de sang. Ces parasitémies pas assez élevées peuvent s’expliquer d’une part par le 

système de dépistage actif (dépistage porte en porte) qui était mis en place lors de cette étude 

et d’autre part à la prévalence du paludisme dans la localité de Sélingué.  Grace donc au 

système de dépistage de porte en porte, nous étions à mesure de détecter les parasitémies chez 

les patients ne présentant aucun symptôme du paludisme. Dans la localité de Sélingué, les 

personnes sont très exposées aux piqures de moustiques et donc exposées à développer des 

parasitémies. Les enfants de 6 à 59 mois n’ayant pas beaucoup d’épisodes (pas de 

prémunition) de paludisme sont plus aptes à développer des parasitémies après des piqures 

infestantes.  

Certains patients avaient toutefois de fortes parasitémies. Pour la plupart de ces dernières, 

elles proviennent des dépistages volontaires. Les patients qui viennent au centre pour 
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dépistage volontaire sont plus aptes à développer de fortes parasitémies car ces enfants ne sont 

amenés au centre que lorsqu’ils présentent des symptômes. Ce constat montre clairement que 

le dépistage actif contribue activement à détecter précocement les cas de paludisme et leur 

prise en charge. 

 Pour tous les patients (100%) qui ont été désignés « positifs » à la goutte épaisse, la 

confirmation a été faite par la PET-PCR. La PET-PCR est une technique qui à une sensitivité 

et une spécificité de 92,3% et 100% respectivement [34]. La lecture microscopique nécessite 

souvent un lecteur très expérimenté au risque de confondre certaines espèces de Plasmodium. 

Cette confirmation des souches de parasites confirmées a 100% du genre Plasmodium et de 

l’espèce falciparum prouve la qualité de la lecture microscopique lors de cette étude. 

 La plupart des patients ont fait leur clairance parasitaire à 48 heures lors de cette étude. 

La moyenne de ce temps de clairance parasitaire était de 39,78 heures. Ce temps de clairance 

avait une médiane (48 heures) supérieure à celle (32 heures) d’une étude menée par Maiga et 

al en 2012 à Sikasso sur l’efficacité des CTAs [85]. 

Nous avons aussi remarqué que le temps de clairance parasitaire était fonction de la 

parasitémie initiale (Khi-deux, p<0,0001). Cette tendance est confirmée par une étude menée 

par Nicholas J White [86]. La clairance parasitaire est en principe liée à la concentration du 

médicament et aussi les stades parasitaires. Pour les patients qui ont de très fortes 

parasitémies, il y a plus de chance d’avoir plusieurs stades parasitaires. Ceci pourrait donc 

contribuer à ralentir la clairance parasitaire car les médicaments sont spécifiques de certains 

stades parasitaires. Toutefois, le temps de clairance parasitaire n’avait aucun lien avec les 

tranches d’âge. Ceci pourrait s’expliquer par le fait que ces tranches d’âges sont très proches 

les unes des autres et que ces enfants n’ont pas encore eu suffisamment de temps pour 

développer une certaine prémunition qui peut non seulement protéger contre le paludisme 

mais aussi accélérer le temps de clairance parasitaire en cas d’infection palustre. 

 Apres séquençage du domaine Propeller du gène Pfk13, nous avons obtenu des 

mutations transitoires et non-silencieuses. Pour les positions 469, 613 et 503 les mutations 

obtenues étaient silencieuses et constituaient respectivement une substitution du codon TGT 

en TGC avec le même acide aminé (Cystéine-C), CAA en CAG avec la Phénylalanine (F) 

puis une substitution du codon AAG en AAA avec  toujours le même acide aminé (Lysine-K). 

Ces mutations ont été précédemment reportées dans une étude menée en 2016 par Talundzic 

Eldin et al au Sénégal sur l’épidémiologie des mutations de P.falciparum [6]. Et dans une 

autre étude menée sur les mutations du gène PfK13 au Ghana [87]. La mutation aux positions 

469, 613 et 503 n’est actuellement pas connue comme associées au retard de clairance 
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parasitaire, à la résistance aux CTAs. La 469 a été précédemment retrouvée au Ghana tandis 

que la mutation 503 a été retrouvée au Mali à Faladje [87]. Les 2 mutations obtenues à la 

position 469 étaient associées à un temps de clairance de 24 heures. Ceci pourrait confirmer le 

fait que cette mutation ne soit pas associée au retard de clairance parasitaire [87]. Toutefois, 

l’une des mutations à la position 613 a été retrouvée chez un patient ayant fait un échec 

thérapeutique. 

Cependant, la position 493 connue pour son association au retard de clairance parasitaire en 

Asie du Sud-Est a montré trois (3) mutations transitoires lors de notre étude [18] La présence 

des mutations transitoires à cette position pourrait être une preuve de la pression 

médicamenteuse engendrée par les CTAs qui sont largement utilisées actuellement. La 

mutation transitoire à la position 493 de K13 a été précédemment obtenue en RDC et en 

Tanzanie [87]. Parmi les 3 mutations de la position 493, deux d’entre elles ont été retrouvées 

associées à un temps de clairance parasitaire de 48 heures pendant que la 3ème était associée à 

un temps de clairance retardé (72 heures). Cette dernière était aussi associée à une forte 

parasitémie comprise entre 150.000 et 200.000 Tf/µL de sang. Ces mutations même 

transitoires, pourraient être la preuve d’une pression médicamenteuse réelle. Aussi, deux 

mutations transitoires ont été obtenues aux positions 491 et 548. Parmi les mutations obtenues 

lors de cette étude, celle de la position 491 et 548 sont nouvelles en Afrique. Ces dernières 

étaient respectivement la substitution du codon TTC en TTT (Phénylalanine-F) et la 

substitution de GGC en GGT (Glycine-G). Ces positions nécessitent donc des investigations 

plus poussées dans le but de pouvoir étudier leur association à la résistance aux artémisinines. 

La mutation non-silencieuse obtenue se trouvait au niveau de la position 578. Elle constituait 

en la substitution de l’acide aminé A (Alanine) par S (Serine). Cette position qui se trouve au 

voisinage de la position 580, n’est présentement pas connue comme associée à la résistance 

aux artémisinines. Elle a cependant été déjà identifiée dans beaucoup de pays de la sous-

région comme le Ghana, le Sénégal, le Mali et de l’Afrique centrale et de l’est comme le 

Kenya, le Gabon la RDC [87–90]. Cette position, malgré qu’elle ne soit pas connue associée à 

la résistance aux artémisinines était associée à une forte parasitémie (entre 150.005 et 

200.000Tf/ µL de sang) et un temps de clairance parasitaire de 72 heures. 

Après séquençage du gène Pfmdr1 à la région 1, nous avons obtenu beaucoup de mutations 

transitoires. Des mutations transitoires ont été obtenues à la position 102. Cette position n’est 

pas encore connue comme associée à la résistance aux aminoquinoléines. Ceci pourrait 

expliquer pourquoi cette mutation a été retrouvée chez un patient ayant une faible parasitémie 

et ayant fait sa clairance parasitaire à 24 heures.  
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Parmi les mutations non-silencieuses obtenues, certaines sont déjà connues pour leur 

association à la résistance à certaines molécules comme l’Amodiaquine et la Luméfantrine  

[91]. La mutation 184F a été la plus observée avec une fréquence de 24,3%. Une 

augmentation de la prévalence de la mutation 184F a été observée dans une étude menée au 

Ghana par Nancy O Duah et al entre 2003 et 2010 sur l’augmentation du nombre de copy de 

Pfmdr1 ainsi que sa résistance après le changement des antipaludiques utilisés. Les positions 

86 et 184 de mdr1 sont connues pour leur implication dans la résistance à la Luméfantrine 

[91]. Les mutations 86Y et 184F ont été retrouvées aux mêmes fréquences avant le traitement 

qu’après le traitement (figure 29, valeur de P>0,99). Ceci suggère que ces mutations sont bien 

établies dans la communauté où s’est tenue cette étude. Toutefois, celles retrouvées après le 

traitement peuvent être le résultat d’une sélection après un traitement à base de AL comme 

suggéré dans certaines études [14]. Aussi, beaucoup de mutations 184F (n=9) ont été 

retrouvées chez les patients ayant fait leur échec thérapeutique avant J28. Ces cas sont 

probablement des cas ou les molécules partenaires des CTAs n’ont pas pu empêcher le 

développement d’une nouvelle infection. 

Nous avons obtenu une mutation non-silencieuse à la position 1246 de mdr1. La mutation au 

niveau de la position 1246 de la région 2 de mdr1 est aussi connue pour son implication dans 

les échecs thérapeutiques à base d’Amodiaquine [92]. Lors de cette étude, nous n’avons pas 

trouvé d’association entre cette dernière mutation et le temps de clairance parasitaire retardée. 

Nous avons obtenu plusieurs mutations transitoires à la position 1069. Cette mutation 

silencieuse a été précédemment reportée dans une étude menée par Sidsel Nag et al en 2017 

en Guinée-Bissau [93]. Cette mutation n’a pas encore été reportée comme associée à la 

résistance aux aminoquinoléines. 
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7 CONCLUSION 

Lors de cette étude nous avons trouvé des mutations connues comme associées à la résistance 

à certains aminoquinoléine comme l’Amodiaquine et la Luméfantrine, une prévalence de 21% 

des mutations 184F et 1,6% pour 86Y pourrait être due à la pression médicamenteuse 

engendrée par les CTAs. La présence de mutation transitoire sur le gène Pfk13 à la position 

493 en plus de son association à un retard de clairance parasitaire ainsi que la mutation 184F 

de Pfmdr1 est une autre preuve que les parasites subissent une pression médicamenteuse par 

ces CTAs. L’identification de la mutation 578S au voisinage de 580 sur le gène Pfk13 lors de 

notre étude et aussi dans des études précédentes menées en Afrique suggère de mener des 

études d’efficacité beaucoup plus poussées sur cette position en particulier et le gène Pfk13 en 

général. 

8 RECOMMANDATIONS 

Au terme de cette étude, nous formulons les recommandations suivantes :  

 Aux décideurs de la santé :  

Il y a un besoin accru de formation et de développement de capacité dans ces méthodes 

d’évaluation de la chimiorésistance pour une bonne surveillance de ces molécules.  

 Aux LBMA et aux scientifiques Ouest-Africains:  

De continuer les tests d’efficacité des CTAs tout en se focalisant sur les mutations qui sont 

actuellement inconnues et associées à la résistance à ces antipaludiques dans la Région 

Afrique. 

 A la population, une meilleure participation dans de telles études afin de faciliter la 

mise au point de mesures de protection efficiente contre le paludisme en Afrique. 

 

 Aux leaders (Politiques ; Communaux ; Religieux ; Coutumiers) et tous les 

facilitateurs, une collaboration plus étroite afin d’avoir une lutte plus efficace contre 

le paludisme. 
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RESUME 

Malgré les efforts consentis par différents acteurs, le paludisme reste encore de nos jours un 

problème majeur de santé publique dans le monde. Le but de notre étude était d’évaluer la 

prévalence des marqueurs de resistance sur les gènes Pfmdr1 et Pfk13 chez les enfants de 06 à 

59 mois   dans la localité de Sélingué en 2016. Il s’agissait d’une étude prospective 

randomisée double aveugle, ouverte à deux bras (ASAQ de la firme pharmaceutique DENK et 

Coartem de NOVARTIS). Un groupe recevait l’ASAQ (artesunate+amodiaquine) et l’autre 

Coartem® (artéméther+luméfantrine) selon un code bien établi. Au total 309 enfants ont été 

inclus dans l’étude et tous avaient une parasitémie comprise entre 2000 et 199.999 parasites 

par microlitre de sang. La confirmation de l’accès palustre a été faite par la PET-PCR et la 

détection des mutations sur les gènes Pfk13 et Pfmdr1 a été effectuée sur des confettis et ceci 

par séquençage (Sanger sequencing). Apres séquençage du domaine Propeller du gène Pfk13, 

nous avons obtenu des mutations transitoires et non-silencieuses. Pour les positions 469, 613 

et 503 les mutations obtenues étaient silencieuses et ne sont actuellement pas connues comme 

mailto:zaka99t@gmail.com


Prévalence des mutations sur Pfmdr1 et PfK13 à Sélingué en 2016, Mali  LBMA 

Zakaria  HAIDARA  Thèse Pharmacie 2018 
96 

associées au retard de clairance parasitaire, a la résistance aux CTAs. Nous avons également 

trouvé trois (3) mutations transitoires lors de notre étude à la position 493 (493Y), qui pourrait 

être une preuve de la pression médicamenteuse engendrée par les CTAs qui sont largement 

utilisées actuellement. Nous avons aussi trouvé deux mutations qui sont nouvelles en Afrique, 

il s’agit des positions 491 et 548. La mutation non-silencieuse obtenue se trouvait au niveau 

de la position 578 (578S). Après séquençage du gène Pfmdr1 a la région 1, nous avons obtenu 

beaucoup de mutations transitoires parmi lesquelles, la position 1069, la position 184, la 

position 86 et la position 102. La mutation transitoire obtenue à la position 102 n’est pas 

encore connue comme associée à la résistance aux aminoquinoléines. Nous avons également 

trouvé une mutation non-silencieuse à la position 1246. La mutation 184F a été la plus 

observée avec une fréquence de 21%. Les mutations 86Y et 184F ont été retrouvées aux 

mêmes fréquences avant le traitement qu’après le traitement antipaludique. Malgré l’efficacité 

des molécules antipaludiques l’augmentation de la fréquence des mutations interpelle le 

monde scientifique sur l’amélioration de ces molécules ou leurs conditions d’utilisation. 

Mots clés : Plasmodium falciparum, Pfmdr1, Pfk13, mutation, CTAs, PET-PCR, séquençage 

et Sélingué 
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ABSTRACT 

Despite the efforts of different actors, malaria is still a major public health problem in the 

world. The aim of our study was to evaluate the prevalence of resistance markers on the 

Pfmdr1 and Pfk13 genes in children from 06 to 59 months in the locality of Sélingué in 2016. 

It was a prospective randomized double-blind study, open to two arms (ASAQ of the 

pharmaceutical firm DENK and Coartem of NOVARTIS). One group received ASAQ 

(artesunate + amodiaquine) and the other Coartem® (artéméther + luméfantrine) according to 

a well-established randomized code. A total of 309 children were included in the study and all 

had parasitemia ranging from 2000 to 199,999 parasites per microliter of blood. The 

confirmation of malaria access was made by PET-PCR and the detection of mutations on the 

Pfk13 and Pfmdr1 genes was performed using dried blood spot by sequencing (Sanger 

sequencing). After sequencing the Propeller domain of the Pfk13 gene, we obtained transient 

and non-silent mutations. For positions 469, 613 and 503 the mutations obtained were silent 

and are not currently known to be associated with delayed parasite clearance, resistance to 

CTAs. We also found three (3) transient mutations in our study at position 493 (493Y), which 

could be the evidence of the drug pressure generated by ACTs that are widely used today. We 

also found two mutations that are new in Africa; these are positions 491 and 548. The non-

silent mutation obtained was at position 578 (578S). After sequencing of the Pfmdr1 gene at 

region 1, we obtained many transient mutations including positions 1069, 184, position 86 and 

position 102. The transient mutation obtained at position 102 is not yet known. as associated 
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with resistance to aminoquinolines. We also found a non-silent mutation at position 1246. The 

184F mutation was the most observed with a frequency of 21%. Mutations 86Y and 184F 

were found at the same frequencies before treatment as after antimalarial treatment. Despite 

the effectiveness of antimalarial drugs, the increase in the frequency of mutations challenges 

the scientific world on the improvement of these molecules or their conditions of use. 

Keywords: Plasmodium falciparum, Pfmdr1, Pfk13, mutation, ACTs, PET-PCR, sequencing 

and Sélingué 
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