REPUBLIQUE DU MALI
Un Peuple-Un But-iigiiEel
*kkkikkhkkikkkhkkikhkkikikk
UNIVERSITE DES SCIENCES, DES TECHNIQUES

ET DES TECHNOLOGIES DE BAMAKO

FACULTE DE PHARMACIE

ANNEE UNIVERSITAIRE 2022-2023

~\

Etude d’efficacité thérapeutique des combinaisons

thérapeutiques a base d’artémisinine dans la localité de

9 Sélingué entre 2016 et 2020 au Mali.

J

Présentée et soutenue publiquementle / /  devant la Faculté de Pharmacie pour

obtenir le grade de

DOCTEUR EN PHARMACIE
(DIPLOME D’ETAT)
Par

M. Ibrahim BAGAYOKO

JURY

Président du jury : Professeur Mouctar DIALLO
Membres : Docteur Oumar KONE

Monsieur Ibrahim KEITA
Co-directeur de thése : Docteur Youssouf DIARRA

Directeur de these : Professeur Ousmane KOITA

Cette these a recu le financement du projet PMI: 4442MALI-USTTB




Etude d’efficacité thérapeutique des combinai thérap a base d’artémisinine dans la localité de Sélingué entre 2016 et 2020 au Mali — LBMA 2023

LISTE DES ENSEIGNANTS DE LA FACULTE DE PHARMACIE
ANNEE UNIVERSITAIRE : 2022-2023

» ADMINISTRATION
Doyen : Boubacar TRAORE, Professeur

Vice-doyen : Sékou BAH, Maitre de Conférences
Secrétaire principal : Seydou COULIBALY, Administrateur Civil
Agent comptable : Ismaél CISSE, Contréleur des Finances.

» PROFESSEURS HONORAIRES

N° PRENOMS NOM SPECIALITE

1 Flabou BOUGOUDOGO Bactériologie-Virologie
2 Boubacar Sidiki CISSE Toxicologie

3 Bakary Mamadou CISSE Biochimie

4 Abdoulaye DABO Malacologie -Biologie animale
5 Daouda DIALLO Chimie Générale et Minérale
6 Mouctar DIALLO Parasitologie-mvcologie
7 Souleymane DIALLO Bactériologie - Virologie
8 Kaourou DOUCOURE Physiologie humaine

9 Ousmane DOUMBIA Chimie thérapeutique
10 Boulkassoum HAIDARA Législation

11 Gaoussou KANOUTE Chimie analytique

12 Alou A. KEITA Galénique

13 Mamadou KONE Physiologie

14 Brehima KOUMARE Bactériologie/Virologie
15 Abdourahamane S. MAIGA Parasitologie

16 Saibou MAICA Législation

17 Elimane MARIKO Pharmacologie

18 Mahamadou TRAORE Génétique

19 Sékou Fantamadv TRAORE Zoologie

20 Yaya COULIBALY Législation

BAGAYOKO lbrahim

These Pharmacie 2023



Etude d’efficacité thérapeutique des combinai thérap a base d’artémisinine dans la localité de Sélingué entre 2016 et 2020 au Mali — LBMA 2023

» PROFESSFURS DECEDES

N° PRENOMS NOMS SPECIALITE
1 Mahamadou CISSE Biologie
2 Drissa DIALLO Pharmacognosie
3 Moussa HARAMA Chimie analytique
4 Mamadou KOUMARE Pharmacognosie
5 Moussa SANOGO Gestion pharmaceutique

> DER: SCIENCES BIOLOGIQUES ET MEDICALES

1. PROFESSEUR/DIRECTEUR DE RECHERCHE

N° PRENOMS NOMS GRADE SPECIALITE
1 Mounirou BABY Professeur Hématologie
2 Mahamadou DIAKITE Professeur Immunologie-Génétique
3 Alassane DICKO Professeur Santé Publique
4 Abdoulaye DJIMDE Professeur Parasitologie-Mycologie
S Amagana DOLO Professeur Parasitologie-Mycologie
6 Aldjouma GUINDO Professeur Hématologie. Chef de DER
7 Akory Ag IKNANE Professeur Santé Publique/Nutrition
8 Kassoum KAYENTAO  Directeur de recherche Santé publ./ Bio-statistique
9 Ousmane KOITA Professeur Biologie-Moléculaire
10 Issaka SAGARA Directeur de recherche Bio-statistique
11 Boubacar TRAORE Professeur Parasitologie-Mycologie

2. MAITRE DE CONFERENCES/MAITRE DE RECHERCHE

N° PRENOMS NOMS GRADE SPECIALITE

1 Bouréma KOURIBA  Maitre de conférences Immunologie

2 Almoustapha Issiaka MAIGA Maitre de recherche Bactériologie-Virologie
3 Mahamadou S. SISSOKO Maitre de recherche Bio-statistique

BAGAYOKO lbrahim These Pharmacie 2023



Etude d’efficacité thérapeutique des c

a base d’artémisinii

rap

dans la localité de Sélingué entre 2016 et 2020 au Mali — LBMA 2023

4 Ousmane TOURE Maitre de recherche Santé Publig/Santé environ.
5 Djibril Mamadou  COULIBALY Maitre de conférences Biochimie clinique
6 Djénéba Koumba DABITAO  Maitre de conférences Biologie-moléculaire
7 Antoine DARA Maitre de conférences Biologie-moléculaire
8 Souleymane DAMA Maitre de conférences Parasitologie - Mycologie
9 Laurent DEMBELE  Maitre de conférences  Biotechnologie-Microbienne
10 Seydina S. A. DIAKITE Maitre de conférences Immunologie
11 Fatou DIAWARA  Maitre de conférences Epidémiologie
12 Ibrahima GUINDO Maitre de conférences Bactériologie Virologie
13 Amadou Birama  NIANGALY Maitre de conférences Parasitologie — Mycologie
14 Fanta SANGO Maitre de conférences  Santé publ/Santé commun.
15 Yéya dit Dadio SARRO Maitre de conférences Epidémiologie
3. MAITRE ASSISTANT/CHARGE DE RECHERCHE
N° PRENOMS NOMS GRADE SPECIALITE
1 Mohamed AG BARAIKA Maitre-Assistant Bactériologie-Virologie
2 Charles ARAMA Maitre-Assistant Immunologie
3 Boubacar Tiétie BISSAN Maitre-Assistant Biologie clinique
4 Seydou Sassou COULIBALY Maitre-Assistant Biochimie Clinique
5 Klétigui Casimir DEMBELE Maitre-Assistant Biochimie Clinique
6 Yaya GOITA Maitre-Assistant Biochimie Clinique
7 Aminatou KONE Maitre-Assistant Biologie moléculaire
8 Birama Apho LY Maitre-Assistant Santé publique
9 Dinkorma OUOLOGUEM Maitre-Assistant Biologie Cellulaire

4. ASSISTANT/ATTACHE DE RECHERCHE

Ne PRENOMS NOMS GRADE SPECIALITE
1 Djénéba COULIBALY Assistant Nutrition/Diététique
2 Issa DIARRA Assistant Immunologie
3 Merepen dit Agnés GUINDO Assistant Immunologie
4 Falaye KEITA Attaché de Recherche  Santé Publique/Santé Environn.
5 N’Deye Lallah Nina KOITE Assistant Nutrition
6 Djakaridia TRAORE Assitant Hématologie

BAGAYOKO lbrahim

These Pharmacie 2023



Etude d’efficacité thérapeutique des combinai thérapeutiques a base d’artémisinine dans la localité de Sélingué entre 2016 et 2020 au Mali — LBMA 2023

» DER : SCIENCES PHARMACEUTIQUES

1. PROFESSEUR/DIRECTEUR DE RECHERCHE

N° PRENOMS NOM Grade SPECIALITE

1 Rokia SANOGO Professeur Pharmacognosie Chef de DER

2. MAITRE DE CONFERENCES/MAITRE DE RECHERCHE

N° PRENOMS NOM Grade SPECIALITE
1 Loséni BENGALY Maitre de Conférences Pharmacie hospitaliére
2 Mahamane HAIDARA Maitre de Conférences Pharmacognosie

3. MAITRE ASSISTANT/CHARGE DE RECHERCHE

N° PRENOMS NOM Grade SPECIALITE
1 Bakary Moussa CISSE Maitre-Assistant Galénique
2 Issa COULIBALY Maitre-Assistant Gestion
3 Balla Fatogoma COULIBALY Maitre-Assistant Pharmacie hospitaliére
4 Adama DENOU Maitre-Assistant Pharmacognosie
S Hamma Boubacar MAIGA Maitre-Assistant Galénique
6 Adiaratou TOGOLA Maitre-Assistant pharmacognosie

4. ASSISTANT/ATTACHE DE RECHERCHE

BAGAYOKO lbrahim These Pharmacie 2023



Etude d’efficacité thérapeutique des combinaisons thérapeutiques a base d’artémisinine dans la localité de Sélingué entre 2016 et 2020 au Mali — LBMA 2023

N° PRENOMS NOM Grade SPECIALITE

1 Seydou Lahaye COULIBALY Assistant Gestion pharmaceutique
2 Daouda Lassine DEMBELE Assistant Pharmacognosie

3 Sékou DOUMBIA Assistant Pharmacognosie

4 Assitan KALOGA Assistant Législation

5 Ahmed MAIGA Assistant Législation

6 Aichata Ben Adam MARIKO Assistant Galénique

7 Aboubacar SANGHO Assistant Législation

8 Bourama TRAORE Assistant Législation

9 Sylvestre TRAORE Assistant Gestion pharmaceutique
10 Aminata Tiéba TRAORE Assistant Pharmacie hospitaliere
11  Mohamed dit Sarmove TRAORE Assistant Pharmacie hospitaliere

» DER : SCIENCES DU MEDICAMENT

1. PROFESSEUR/DIRECTEUR DE RECHERCHE

N° PRENOMS NOM Grade SPECIALITE
1 Sékou BAH Professeur Pharmacologie
2 Benoit Yaranga KOUMARE Professeur Chimie Analytique
3 Ababacar L. MAIGA Professeur Toxicologie
1. MAITRE DE CONFERENCES/MAITRE DE RECHERCHE
N° PRENOMS NOM Grade SPECIALITE
1 Tidiane DIALLO Maitre de Conférences Toxicologie
2 Hamadoun Abba TOURE Maitre de Conférences Bromatologie Chef de
DER
2. MAITRE ASSISTANT/CHARGE DE RECHERCHE
N° PRENOMS NOM Grade SPECIALITE
1 Dominique Patomo = ARAMA Maitre-Assistant Pharmacie chimique
2 Mody CISSE Maitre-Assistant Chimie thérapeutique

BAGAYOKO lbrahim

These Pharmacie 2023



Etude d’efficacité thérapeutique des combinai thérapeutiques a base d’artémisinine dans la localité de Sélingué entre 2016 et 2020 au Mali — LBMA 2023
3 Ousmane DEMBELE  Maitre-Assistant Chimie thérapeutique
4 Madani MARIKO  Maitre-Assistant Chimie Analytique
5 Karim TRAORE  Maitre-Assistant Pharmacologie

3. ASSISTANT/ATTACHE DE RECHERCHE

N° PRENOMS NOM Grade SPECIALITE
1 Mahamadou BALLO Assistant Pharmacologie
2 Dalave Bernadette COULIBALY Assistant Chimie analytique
3 Blaise DACKOUO Assistant Chimie Analytique
4 Fatoumata DAOU Assistant Pharmacologie
5 Abdourahamane DIARA Assistant Toxicologie
6  Aiguerou dit Abdoulaye GUINDO Assistant Pharmacologie
7 Mohamed El Béchir NACO Assistant Chimie analytique
8 Mahamadou TANDIA Assistant Chimie Analytique
9 Dougoutigui TANGARA Assistant Chimie analytique

> DER : SCIENCES FONDAMENTALES

1. PROFESSEUR/DIRECTEUR DE RECHERCHE

N° PRENOMS NOM Grade SPECIALITE

2. MAITRE DE CONFERENCES/MAITRE DE RECHERCHE

N°  PRENOMS NOM Grade SPECIAUTE

1 Lassana DOUMBIA Maitre de Conférences Chimie appliquée
2 Abdoulaye KANTE Maitre de Conférences Anatomie

3 Boubacar YALCOUYE Maitre de Conférences Chimie organique

3. MAITRE ASSISTANT/CHARGE DE RECHERCHE

BAGAYOKO lbrahim These Pharmacie 2023



Etude d’efficacité thérapeutique des combinai thérap a base d’artémisinine dans la localité de Sélingué entre 2016 et 2020 au Mali — LBMA 2023
N° PRENOMS NOM Grade SPECIALITE
1 Mamadou Lamine = DIARRA  Maitre-Assistant Botanique-Biol. Végét Chef de DER

2 Boureima

KELLY Maitre-Assistant

Physiologie médicale

4. ASSISTANT/ATTACHE DE RECHERCHE

N° PRENOMS NOM SPECIALITE

1 Seydou Simbo DIAKITE Assistant Chimie organique

2 Modibo DIALLO Assistant Génétique

3 Moussa KONE Assistant Chimie Organique
4 Massiriba KONE Assistant Biologie Entomologie

» CHARGES DE COURS (VACATAIRES)

N° PRENOMS NOM SPECIALITE

1 Cheick Oumar BAGAYOKO Informatique

2 Babou BAH Anatomie

3 Souleymane COULIBALY Psychologie

4 Yacouba M COULIBALY Droit commercial

5 Moussa | DIARRA Biophysique

6 Satigui SIDIBE Pharmacie vétérinaire

7 Sidi Boula SISSOKO Histologie-embryologie

8 Fana TANGARA Mathématiques

9 Djénébou TRAORE Sémiologie et Pathologie médicale
10 Mahamadou TRAORE Génétique

11 Boubacar ZIBEIROU Physique

BAGAYOKO lbrahim

These Pharmacie 2023



Etude d’efficacité thérapeutique des combinai thér

ipeutiques a base d’artémisinine dans la localité de Sélingué entre 2016 et 2020 au Mali — LBMA 2023

DEDICACES ET REMERCIEMENTS

DEDICACES

Je dédie cette these :

A ALLAH

Le Tout Puissant et le Tres Miséricordieux, a qui je rends grace de m’avoir donné la santé, la

force et le courage de réaliser ce document.
A mes parents

Qui n’ont ménagé aucun effort et sacrifice pour que je puisse réaliser mon réve de Pharmacien

un jour. Merci pour vos encouragements et soutiens !!

REMERCIEMENTS

Tous mes remerciements :

A mon Papa, Wombo BAGAYOKO, de m’avoir soutenu et prodigué des conseils tout au long
de mon cursus universitaire ainsi que lors de la réalisation de ce document. Que le Tout Puissant

t’accorde encore une longue vie pieuse avec une santé de fer !!!

A ma Maman, Aminata SAMAKE, pour tes priéres et bénédictions pour 1’atteinte de mes
objectifs. Merci de m’avoir gratifi¢ de cet amour inconditionnel qu’une mére a pour son enfant,

qu’ALLAH te donne encore une trés longue vie a nos cotés !!!

A toute ma famille : Issa, Doussouba, Koura et Mamadou BAGAY OKO, pour vos soutien et
présence dans ma vie. Puisse Dieu consolider davantage les liens qui nous unissent et nous donne

une longue vie pieuse !!!

BAGAYOKO lbrahim These Pharmacie 2023



Etude d’efficacité thérapeutique des combinai thérapeutiques a base d’artémisinine dans la localité de Sélingué entre 2016 et 2020 au Mali — LBMA 2023

A mes MAITRES de la Faculté de Pharmacie pour leur enseignement édifiant et instructif.

A tout le personnel du LBMA, pour leur soutien et accompagnement a la réalisation de ce

document.

A tout le personnel du CSRéf de Sélingue, pour leur hospitalité et leur engagement dans la bonne

réalisation de cette étude. Mention spéciale au chef de laboratoire, Bassi COULIBALY

A mes ainés Dr Youssouf DIARRA, Dr Modibo TELLY, Dr Hamadou BOUARE, Dr Tahirou
TRAORE, Dr Bakary COULIBALY, Dr Modibo Salia DRAME, Dr Mamadou WAGUE,

pour leur encadrement et soutien moral dans la rédaction de ce document.

A tous mes camarades de la Promotion Feu Moussa Harama, la onziéme promotion du
numerus clausus de la Faculté de Pharmacie (USTTB) ; pour votre franche collaboration durant

notre cursus universitaire. Puisse cela se perdurer dans notre vie professionnelle !!!

A mes amis de la faculté, Dr Mohamed A NANTOUME, Dr Souleymane KABA, Dr
Mamadou SIDIBE, Dr Abdoulaye CAMARA, Dr Mohamed NIAMASSOUMOU, Dr
Mahamadou TOGOLA, Dr Lamine DOUMBIA, Dr Moussa KOITA, Dr Aima DIAKITE,
Dr Lassine DIALLO... Merci pour votre humanité et accompagnement tout au long de notre

cursus universitaire !!!

A tout le personnel des officines du 2°™ PONT et LAYA, Merci pour votre soutien !!!

BAGAYOKO lbrahim These Pharmacie 2023



Etude d’efficacité thérapeutique des combinai thér

a base d’artémisinine dans la localité de Sélingué entre 2016 et 2020 au Mali — LBMA 2023

%

HOMMAGES AUX MEMBRES DU JURY
A notre Maitre et Président du Jury
Professeur Mouctar DIALLO

v Titulaire d’un PhD en Parasitologie-Entomologie médicale ;

v Professeur de Parasitologie/ Mycologie a la FAPH ;

v Ex-Responsable de I’Unité de Diagnostic Parasitaire au MRTC/FMPOS ;

v' Ex-Chef de D.E.R des Sciences Fondamentales de la FAPH ;

v Président de ’association des biologistes techniciens de laboratoire du Mali.
Cher Maitre,

Nous vous exprimons toute notre gratitude pour vos enseignements et en acceptant de présider ce

Jury de these. Puisse Dieu vous accorder encore une trés longue vie !!!

A notre Maitre et membre du Jury
Docteur Oumar KONE

v Diplomé d’études spécialisées de Maladies Infectieuses et Tropicales ;
v' Membre de la Société Malienne de Pathologie Infectieuse et Tropicale (SOMAPIT) ;
v Membre de la Société Malienne d’Epidémiologie (SOMEPI) ;
v Infectiologue-chercheur ;
v' Chargé de Prise en charge des cas au Programme National de Lutte contre le
Paludisme.
Cher Maitre,

Nous sommes trés heureux de votre présence dans ce jury. Vous nous avez honorés par la

spontanéité avec laquelle vous avez accepté de juger ce travail. VVotre désir profond de valoriser la

profession fait de vous un homme respectable. Recevez ici I’expression de notre profonde

reconnaissance.

BAGAYOKO lbrahim These Pharmacie 2023



Etude d’efficacité thérapeutique des combinai thérapeutiques a base d’artémisinine dans la localité de Sélingué entre 2016 et 2020 au Mali — LBMA 2023

A notre Maitre et membre du Jury

M. Ibrahim KEITA
v Assistant en biologie moléculaire a la FMOS,
v Attaché de recherche au LBMA.

Cher Maitre,
C’est un réel plaisir pour nous d’avoir accepté de juger ce travail. Votre rigueur scientifique et
votre modestie nous ont beaucoup séduits durant la réalisation de ce document. Recevez nos

sinceres remerciements !1!

A notre Maitre et co-directeur de Thése
Docteur Youssouf DIARRA
v" Pharmacien ;
v Titulaire d’un master en Epidémiologie ;
v DES en Biologie Clinique ;
v Chef d’unité de parasitologie au LBMA.

Cher Maitre,
Ce fut un réel plaisir pour nous d’avoir été parmi vos thésards. Votre sens élevé de responsabilité
et votre rigueur scientifique nous ont beaucoup animés lors de la réalisation de ce document. Merci

pour votre disponibilité pendant ce travail. Puisse Dieu vous le rende au centuple !!!

BAGAYOKO lbrahim These Pharmacie 2023



Etude d’efficacité thérapeutique des combinai thérapeutiques a base d’artémisinine dans la localité de Sélingué entre 2016 et 2020 au Mali — LBMA 2023

A notre Maitre et directeur de These

Professeur Ousmane KOITA

v Pharmacien Biologiste (PharmD, PhD) ;

v Professeur Titulaire en Biologie moléculaire ;

v Responsable de I’enseignement de Biologie cellulaire et moléculaire a la FAPH ;

v Responsable du Laboratoire de Biologie Moléculaire Appliquée.

Cher Maitre,

Vous nous avez beaucoup marqués par votre passion pour la recherche, du travail bien fait, votre
disponibilité constante et la qualité de votre enseignement. Nous vous remercions d’avoir accepté
de diriger ce travail malgré vos multiples occupations. Que le Tout Puissant vous le rende au

centuple !

BAGAYOKO lbrahim These Pharmacie 2023



Etude d’efficacité thérapeutique des combinai thér

ipeutiques a base d’artémisinine dans la localité de Sélingué entre 2016 et 2020 au Mali — LBMA 2023

LISTE DES SIGLES ET ABREVIATIONS

Abréviations Significations

ACPR Réponse Clinique et Parasitologique Adéquate

AL Artéméther plus Luméfantrine

ADN Acide Désoxyribonucléique

ASACO Association de Santé Communautaire

ASAQ Artésunate + Amodiaquine

CI50 Concentration Inhibitrice 50

CIVD Coagulation Intra Vasculaire Disséminée

CPS Chimio prévention du Paludisme Saisonnier

CSCom Centre de Santé Communautaire

CS Réf Centre de Sante de Référence

CTA Combinaison thérapeutique a base d'Artémisinine
DP Dihydroartémisinine plus Pipéraquine

ECAAM Evaluation Externe des Compétences en Microscopie
ELISA Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay

ETF Early Treatment Failure (Echec Thérapeutique Précoce)
FRC Formulaire de Report des Cas

FM Frottis Sanguin Mince

GE Goutte épaisse

GLURP Glutamate Rich Protein

Hb Hémoglobine

HRP2 Histidine Rich Protein 2

INPS Institut National de Prévoyance Sociale

J-C Jésus-Christ

Kg Kilogramme

LBMA Laboratoire de Biologie moléculaire Appliquée

LCF Late Clinical Failure (Echec Clinique Tardif)

LPF Late Parasitological Failure (Echec Parasitologique Tardif)
MILD Moustiquaire Imprégnée d'insecticides a Longue Durée d'action
Mm Milli-mole

MSP1 Merozoite Surface Protein 1

MSP2 Merozoite Surface Protein 2

NFS Numeération Formule Sanguine

OMS Organisation Mondiale de la Santé

P.falciparum Plasmodium falciparum

P.knowlesi Plasmodium knowlesi

P.malariae Plasmodium malariae

P.ovale Plasmodium ovale

BAGAYOKO lbrahim These Pharmacie 2023



Etude d’efficacité thérapeutique des combinai thérapeutiques a base d’artémisinine dans la localité de Sélingué entre 2016 et 2020 au Mali — LBMA 2023

P.vivax Plasmodium vivax

PCR Polymerase Chain Reaction (Réaction de polymeérisation en chaine)
PID Pulvérisation Intra Domiciliaire

PNLP Programme National de Lutte contre le Paludisme

QBC Quantity Buffy-Coat

SP Sulfadoxine-Pyriméthamine

TDR Test de Diagnostic Rapide

Tf Trophozoites

TPI Traitement Préventif Intermittent

TPIg Traitement Préventif Intermittent pendant la grossesse

BAGAYOKO lbrahim These Pharmacie 2023



Etude d’efficacité thérapeutique des combinai thérapeutiques a base d’artémisinine dans la localité de Sélingué entre 2016 et 2020 au Mali — LBMA 2023

LISTE DES TABLEAUX

Tableau I : Protocole d’administration de AL en fonction du poids.........cccvvveriiveniiieniiiieiiinnnns 25
Tableau II : Protocole d’administration de ASAQ en fonction du poids.........cccocvvviiiiiiniiiinnn. 26
Tableau III : Protocole d’administration de DP en fonction du poids .........ccccevviviiieiiiiineen, 26
Tableau IV : Liste des eXameNS PAr VISITE ........cceruerieriiiiiiisieiee ettt 27
Tableau V : Taux d’inclusion des patients Par ANNEE ..........covvreerieeeiiieeerieeesieeesieessreesseeesseeeans 33
Tableau VI : Répartition des patients Selon [eUr geNre..........covovcii e iie s 33
Tableau VII : Répartition des patients en fonction de la tranche d’age.........cccovevvevercreininennnne. 33
Tableau VIII : Répartition des cas SElon 1€ Bras .........cccvvveiieiiieie e 34
Tableau IX : Répartition des différents parametres a ’'inclusion .........c.ccceeviiiiiiiiiiciiicieen, 34
Tableau X : Répartition des cas d’échecs thérapeutiques précoce (ETF)........ccovvvviiiiiiiiiinnn. 35
Tableau XI : Répartition des cas d’échecs cliniques tardifs (LCF) ......cccoooviiiiiiniiiieen, 36
Tableau XII : Répartition des cas d’échecs parasitologiques tardifs (LPF).........ccccoocviiiiiniinnns 36
Tableau X111 : Répartition des cas de réponse clinique et parasitologique adéquate (ACPR) ..... 37
Tableau XIV : Répartition des cas d’échecs thérapeutiques en recrudescences............cecuvrueenee. 37
Tableau XV : Répartition des réinfections (RI) ........ccovoiieiiieneee e 38
Tableau XV1 : Répartition de la réponse clinique et parasitologique adéquate (ACPR) aprés

COMTECLION MOIECUIAITE ...t 38
Tableau XVII : Répartition des cas de réinfections en fonction de leur période de survenue...... 39

BAGAYOKO lbrahim These Pharmacie 2023



Etude d’efficacité thérapeutique des combinai thérapeutiques a base d’artémisinine dans la localité de Sélingué entre 2016 et 2020 au Mali — LBMA 2023

Figure 1 :
défini.

Figure 2:
Figure 3:
Figure 4 :
Figure 5:
Figure 6 :

Figure 7 :
Figure 8 :
Figure 9:

LISTE DES FIGURES

Répartition des cas de résistance a I'artémisinine dans le monde ... Erreur ! Signet non

Répartition des cas de résistance a l'artémisinine en Afrique .........ccoveeveiiiiiicineens 9
Reépartition des cas de résistance a I'artémisinine au Mali ............c.cccooeviviic e 10
Cycle de développement de P.falCiparum .........cccccevveveiiciieiece e 14
Localisation géographique du site de SEIINQUE ..........c.ccveeeiiieiiiii e 22
Algorithme de discrimination des cas de recrudescence des cas de nouvelles infections
Kanlanevteio 5076 3 Selmat avant ot aprbs srvection motkeaie. """ a0
Kaplan-Meier 2017 a Sélingué avant et aprés correction moléculaire........................ 41
Kaplan-Meier 2020 a Sélingué avant et apres correction moléculaire......................... 42

BAGAYOKO lbrahim These Pharmacie 2023



1
2

Etude d’efficacité thérapeutique des combinai thérapeutiques a base d’artémisinine dans la localité de Sélingué entre 2016 et 2020 au Mali — LBMA 2023

TABLE DES MATIERES
VIO 1 1 L I [\ 1
L0 T O I | 4
2 R O o] [=To1 () B0 [=T 0 =T | RO RPPTR 4
2.2 ODbJECITS SPECITIQUES ..ouveveetietieie sttt ettt b e s e benre et enbeneeans 4
GENERALITES . ...ttt ettt s sttt e e s st e e s ab b e e e e s bbne e e s annbe e e e s nnbnneeennns 6
B0t N 111 (o [ 1= 6
3.2 Répartition gEOGrapNIGUE .........cviuiiiiriiieiei ettt bbbttt 6
3.3 BIOLOGIE...... .ot e e st e e e st e e e snta e e e antaeeesraaeesnnaeeens 11
331 V= Tod (=T T T TP PP PP PUPPRPPPRIN 11
3.3.2 AGENT PATNOGENE ... 11
3.4 Cycle de Vie des plasmMOTI€s. ......ccueiiiiiiiiiii et 12
34.1 Chez ’Homme : Reproduction @SEXUEE ...........ccuveiueeieeieiie e eve e svestee e sinesrae e sre e 12
3.4.2 Chez I’ Anophéle : ReProduCtion SEXUBE .........eoivieiieeieeie ettt sre e 13
I B IT: Vo | oSt Toll o o] [T [0 [ =PSRRI 15
351 Diagnostic d’OTIENTALION . .....ccuuieiiieiiiie ittt 15
3.5.2 Diagnostic ParasSitOlOgIGQUE ........eeveriiiieeiie et eree et e et e et e et e e s e e sree e sne e e sane e sree e e 15
TG -V (=100 | OSSP PPRPTPRURPPPN 16
3.6.1 SCRIZONTICIUES ...ttt be bt ee e 16
3.6.2 LG 10111 (00 (o Tod o [T OSSP 17
3.6.3 Quelques Combinaisons Thérapeutiques a base d’Artémisinine (CTA)........cccoovvrverneenn. 17
T A 1 110411 (=T 1S = o= PSS PROSSSSN 18
METHODOLOGIE .....uiiiiiiiiiee ittt ettt e et e e e s st b e e s s bbe e e e s nnbbe e e e s nnnees 21
R 5 11V I« < U (<SP 21
O - T To (I T (SRR 23
4.3  EChantillonnage.........cccooiiiiiiiiiiiiiiee e Erreur ! Signet non défini.20
R O 4 11~ (N A Do 1¢] L) (o ) W PSR PRPP 23
45  CritereS de NON INCIUSTON.......ciiiiiiiiiiieie ettt bbb 24
G 01 (=] Y101 (] o TSRS SP 24
4.6.1 Diagnostic du paludisme simple a Plasmodium falciparum............ccccocoooveviiiiiieiiennnnn, 24
4.7 SChEMA tNBrAPEULIGUE ....ocvviieieiiectie ettt ettt et e be b e e e s ab e st esaeesbeestaesbeesreeans 25

BAGAYOKO lbrahim These Pharmacie 2023



Etude d’efficacité thérapeutique des combinai thérapeutiques a base d’artémisinine dans la localité de Sélingué entre 2016 et 2020 au Mali — LBMA 2023

4.7.1 Protocoles d’administration des molécules AL, ASAQ et DHA-PPQ...........coccvvvvvinnnns 25
SUIVIE B PALIBNTS. ... ueieiieeiie st stee e e e e e et e st et e e et e e tee s sreeenteeeteeesbeeenbeeenteeesreeenreeanrenens 26

4.8  Transport et conservation des EChantilloNnS............ccoviieeiiiiesee s 27
4.9 ANAIYSE MOIECUIAITE......c.eiiiiiiitiite bbbt 27
49.1 25z 118 (o) 10 (S N D ) USSR 27
492 (C7:T0T0] 1Y, o To - TRP PP PP PP 28

4.10 Définitions des terminologies et analyses des dONNEES ...........ccoeirirererieiiniise s 30
4,11 Considérations éthiques et dEoNtOIOGIGUES.........ccveivieiieii et 30
412 CONFIENTIAITE. ... .ecviieiee ettt e te e st e tesreane e st e nnennas 31

ST =4 =1 U A S TSP P PP PPPPRPPOPPPP 33
5.1  Les caractéristiques socio-démographiques des PatieNtS.........cccooevrereieieine e 33
5.2 EChECS thBIaPBULIGUES ........euveiietiitiieies ettt 35
521 Réponses aux traitements avant correction PCR .........cccccviiiiiiiiicce e 35
5.2.2 Réponses aux traitements aprés correCtion PCR .........cccceiiiiiive i 37

6 COMMENTAIRES ET DISCUSSION ...t e e e e e e e e e e ennaanas 44
7  CONCLUSION ET RECOMMANDATIONS ....oiiiiiiiieiieesieesiee e sieesieesiee e ssessneesseesnseens 49
O ANNEXES L.ttt ittt et et e e e et e e e e b et e e e nbr e e e e abreeeeaans 57

BAGAYOKO lbrahim These Pharmacie 2023



Etude d’efficacité thérapeutique des combinai thérapeutiques a base d’artémisinine dans la localité de Sélingué entre 2016 et 2020 au Mali — LBMA 2023

INTRODUCTION

BAGAYOKO lbrahim These Pharmacie 2023



Etude d’efficacité thérapeutique des combinai thérapeutiques a base d’artémisinine dans la localité de Sélingué entre 2016 et 2020 au Mali — LBMA 2023

1 INTRODUCTION

Le paludisme est une érythrocytopathie fébrile et hémolysante, due a la présence et a la
multiplication dans 1’organisme humain d’un hématozoaire du genre Plasmodium, transmis par la

piqdre infestante de la femelle d’un moustique du genre Anopheles [1].

Il existe 465 espéces d’Anopheles officiellement reconnues, dont 41 sont considérés comme
vecteur dominant dans la transmission du paludisme [2]. Au Mali, les vecteurs majeurs du

paludisme sont les membres du complexe Anopheles gambiae et le groupe Anopheles funestus [3].

Environ 250 especes de Plasmodium sont actuellement considérées comme des parasites de
mammiferes, oiseaux et reptiles. Parmi ces espéces, seules cing (05) sont connues dans le
paludisme humain : Plasmodium falciparum, Plasmodium vivax, Plasmodium ovale, Plasmodium
malariae, et Plasmodium knowlesi [2]. 1l faut cependant noter que Plasmodium falciparum est la
plus rencontrée et la plus virulente, donc la plus associée a la morbi-mortalité du paludisme dans
la population générale ou les enfants de moins de cinq (05) ans et les femmes enceintes constituent

les couches les plus vulnérables [4].

Le Paludisme est une endémie parasitaire a laquelle 3.3 milliards de personnes sont exposées dans
le monde. Malgré les efforts consentis pour I’éradication du paludisme dans le monde, il demeure
toujours une priorité¢ de santé publique, notamment en Afrique [S]. En 2019, on estimait a 229
millions de cas avec 409 000 déces dans le monde dont 90 % était enregistrés en Afrique et est

considérée comme le continent qui paye le plus lourd tribut de la pathologie [6].

Le paludisme constitue un véritable probléme de santé publique au Mali avec 32% des motifs de
consultation[7]. En 2017, les centres de santé au Mali ont enregistré 2 097 797 cas de paludisme
dont 673 574 cas graves. Les chiffres du PNLP indiquent 1 050 déces, soit un taux de 1étalité de
0,50 %o [7].

La distribution de moustiquaires imprégnées d’insecticides a longue durée d’action (MILD), la
pulvérisation intra domiciliaire (PID), le traitement préventif intermittent chez les femmes
enceintes (TPIg), la chimio prévention du paludisme saisonnier (CPS) chez I’enfant de 3-59 mois

constituent les méthodes préventives du PNLP pour mieux controler la maladie [7].
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Les combinaisons thérapeutiques a base d’Artémisinine (CTA) sont en premiere ligne dans le

traitement du paludisme simple au Mali sur la base de recommandation de I’OMS [4].

Actuellement, I’OMS recommande aux pays d’endémie du paludisme de procéder a un suivi
régulier de D’efficacité des médicaments antipaludiques tous les 24 mois au niveau des sites

sentinelles, afin de détecter des modifications de leur efficacité thérapeutique [8].

En regle générale, la résistance d’un pathogene, du Plasmodium en particulier, a une molécule
s’acquiert par suite d’une pression thérapeutique forte et conduit a la sélection des mutants. Elle

peut aussi s’acquérir lorsqu’ il y a une mauvaise observance durant le traitement [9].

Au Mali, une étude a été menée sur la baisse de la sensibilité du Plasmodium a I’artésunate, dérivé
semi-synthétique de I’artémisinine administré par voie parentérale en monothérapie, a prouvé

I’efficacité de cette derniére sur le parasite sans apparition de clairance parasitaire retardée [10].

Cependant, on enregistre peu de données récentes sur la réponse du parasite aux combinaisons

thérapeutiques a base d’artémisinine.

Ainsi, I’évaluation de D’efficacité thérapeutique est nécessaire et devrait €tre conduite d’une
maniere réguliere pour détecter une menace sur la réponse du Plasmodium aux antipaludiques (cas
du paludisme). Il y a plusieurs types d’évaluation, elle peut se faire in vivo par suite
d’administration d’antipaludiques et le suivi du patient jusqu'a la clairance parasitaire, elle peut
étre conduite ex vivo (in vitro) ou le parasite est exposé a une concentration de médicament et

indiquant la concentration inhibitrice 50 (CI50) [11].

Comme hypothese retenue a cette étude : la recommandation par I’OMS dans les zones d’endémie
palustre d’utiliser les CTA comme traitement de 1° intention du Paludisme simple pourrait
compromettre I’efficacité de ces dernicres suites a 1’usage abusif et ou la non-observance du

traitement par les populations.
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2 OBJECTIFS
2.1 Objectif général
Evaluer I’efficacité thérapeutique de Arthéméther-Luméfantrine, Artésunate-Amodiaquine et

Dihydroartémisinine-Pipéraquine dans la zone de Sélingué en 2016, 2017 et 2020 au Mal..

2.2 Objectifs spécifiques
e Estimer I’efficacité des différentes CTAs sur 3 et 7 jours de suivi ;
e Différencier les cas de recrudescence des cas de nouvelles infections ;

e Déterminer I’efficacité des différentes CTAs pendant les 42 jours de suivi.
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3 GENERALITES

3.1 Historique

Le paludisme est une pathologie qui a toujours accompagné 1’homme au cours de son évolution.
Les premiers grands scientifiques ont apporté leur pierre a I’édifice quant aux circonstances de
découverte du paludisme, notamment I’implication du vent dans la survenue de la pathologie, d’ou
le nom malaria qui signifie -mauvais air- ainsi que la corrélation des cas de splénomégalie a des
fievres brutales selon le célebre document chinois de I’empereur Huang Ti, le NeiChing [12]. Dans
le “’Canon de la médecine chinoise’” au troisieme siécle avant J-C, le paludisme serait apparenté
a un dragon a 3 tétes représentant une triade (Maux de téte-Frissons-Fievre), mais aussi
potentiellement la survenue de 1’acces palustre [12]. Le role du moustique et I’implication des eaux
stagnantes dans 1’environnement ont ¢té mis en évidence en Egypte ancienne dans les papyrus

d’Ebers [13].

Le monde de la recherche a toujours été¢ passionné par la découverte de I’inconnu, ¢’est ainsi qu’en
1880, Alphonse Laveran découvrit qu’un agent pathogéne est responsable du paludisme suite a
des travaux menés sur les corps protoplasmiques présents sur les érythrocytes des patients infectés
par cet agent. Ses travaux furent couronnés par le prix Nobel de médecine en 1902 [14]. Camillo
Golgi révéla en 1886 que deux especes sont responsables de la survenue des fievres tierces et
quartes remarquées lors de ’acces palustre, appuyé par des études approfondies par d’autres
chercheurs pour identifier le genre et I’espece des deux agents plus tard, Plasmodium vivax et
Plasmodium malariae [11]. Les recherches continuérent jusqu’en 1894 ou Welche identifia une
troisieme espéce qu’il nomma Plasmodium falciparum, et en 1922 par Stephen la quatriéme
espece, Plasmodium ovale. Enfin Knowles découvrit en 1932, une cinqui¢me espece, Plasmodium
knowlesi, qu’on rencontre fréquemment chez les animaux (singes) a I’époque dont les premicres
apparitions humaines sont survenues en 1956, et la plus récente en 2004 a Bornéo en Malaisie

[11].

3.2 Répartition géographique
Les especes P.falciparum et P.vivax sont les répandues au monde. Sur le continent africain, le
paludisme est trés largement répandu dans toute 1’ Afrique subsaharienne ou coexistent les especes

P.falciparum, P.ovale, et de manicre plus sporadique P.malariae [15].
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Le combat vers I’élimination du paludisme a toujours ét€ une priorité de I’OMS compte tenu de
son impact socio-économique et sanitaire. C’est pourquoi, des initiatives ont été prises par ’OMS
en coordination avec les états concernés dans 1’optique de vaincre le paludisme dans les pays les
plus touchés, notamment par la mise en place dans les pays endémiques de paludisme, des
programmes nationaux de lutte contre le paludisme pour la récolte des données et renseignements
sur la pathologie au niveau local afin d’apporter des solutions idoines pour la riposte ; I’initiative
Roll Back Malaria (faire reculer le paludisme) ; le projet Burden to High Impact High (une charge

¢levée a un fort impact) ; I’objectif zéro cas de paludisme d’ici 2030... [16].

Cependant, la lutte contre le paludisme dans le monde offre des opportunités et réalise des progres

importants malgré qu’il reste encore de nombreux défis d’éradication du paludisme a relever [6].

Plusieurs pays ont rapport¢ zéro cas de paludisme indigéne pendant au moins 3 années
consécutives, la Chine et le Salvador ont méme demandé a I’OMS leur certification officielle pour

I’¢limination du paludisme [6].

Au Mali, on remarque une ¢élévation du taux d’incidence de paludisme pendant une période précise
de I’année appelée saison hivernale ou de haute transmission du paludisme. C’est pourquoi les
efforts du PNLP sont centrés sur la lutte anti vectorielle avec le TPI a la Sulfadoxine-
Pyriméthamine (SP) chez la femme enceinte et le nourrisson ainsi que la chimio prévention du
paludisme saisonnier (CPS) afin de réduire la contraction de la maladie. Par ailleurs, la CPS a été
adoptée au Mali par le PNLP apres 2017. Grace aux nombreux efforts déployés, le pays a connu
quelques succes, notamment la baisse du nombre de cas de paludisme de 800 000 durant les deux

derniéres années selon le rapport de I’impact de I’approche HBHI de ’OMS [6].
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Figure 1 : Répartition des cas de résistance a l'artémisinine dans le monde

Source :http://www.wwarn.org/explorer/app/#filter=1& Date=2015-2017&Drug=AM--AS--

DHA&ModuleShow=Clinical&TreatmentType=all;mapset=1&zoom=2 ,

Clinical D28 success rate indicators

| Clinical data based on average day-28 efficacy <90  90-9%  =85%
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3.3 BIOLOGIE
3.3.1 Vecteur

La transmission du paludisme est essentiellement due a un moustique du genre Anopheles. Seule
la femelle est hématophage et constitue la principale voie de contraction du paludisme chez
I’homme. Elle pique préférentiellement entre le crépuscule et ’aube. Parmi la panoplie d’especes
vectrices du genre Anopheles dans le monde, on en trouve principalement deux en Afrique avec
des capacités vectrices jamais égalées dans le monde, Anopheles gambiae et Anopheles funestus.
On les trouve dans de I’eau propre, claire, limpide... (On ne les trouve pas dans les égouts, 1’eau

sale...) [17].

Le paludisme peut également étre contracté par d’autres voies: les greffes d’organes, la

transmission congénitale... [15].

3.3.2 Agent pathogéne
Le genre Plasmodium est un protozoaire responsable de la transmission du paludisme a I’homme

[15].

De nos jours, les recherches ont révélé que seules cing (05) espéces plasmodiales interviennent

dans la pathogénie du paludisme chez I’homme [15].

e Plasmodium falciparum
o Plasmodium malariae

e Plasmodium ovale

e Plasmodium vivax

o Plasmodium knowlesi

Parmi elles, P. falciparum est 1’espece la plus fréquente et la plus virulente (la seule espece
mortelle). Elle est responsable de 90% des déceés en Afrique au Sud du Sahara, 10% des
hospitalisations, et particulierement moins est particulicrement dangereuse pour les femmes
enceintes et les enfants de moins de cinq ans qui constituent les principales victimes de ses ravages.

Elle a une période d’incubation de 7 a 12 jours [4].
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Les autres especes plasmodiales sont reparties de part et d’autre dans les différents continents selon

leur tropisme pour ceux-ci [15].

Toutes les especes plasmodiales sont facilement identifiables au microscope par leur taille,

couleur, forme et type d’hématies parasitées a I’aide d’un frottis sanguin mince (FSM) réalisé [18].

Cependant, la mesure la plus fiable pour évaluer I’intensité de I’endémie palustre est I’indice
plasmodiale qui consiste a déterminer le pourcentage de sujets examinés présentant des

hématozoaires dans le sang [15].

3.4 Cycle de vie des plasmodies
Le cycle comporte deux phases : la phase asexuée ou schizogonie qui s’effectue chez ’Homme,

et la phase sexuée ou sporogonie qui s’effectue chez le moustique [15].

3.4.1 Chez ’Homme : Reproduction asexuée

Phase pré érythrocytaire ou hépatique (Foie, hépatocytes)

Le sporozoite (forme du parasite dans I’intestin du moustique) injecté au cours du repas sanguin
du moustique se dirige vers le Foie ou il se divise (schizogonie) pour donner des schizontes

(parasites a plusieurs noyaux) appelés schizontes hépatiques ou corps bleu [15].

On peut rencontrer aussi des formes quiescentes du parasite une fois au niveau du Foie chez
certaines espeéces (Plasmodium vivax, Plasmodium ovale), appelées hypnozoites (formes
dormantes du parasite). Ces formes peuvent rester a I’état dormant pendant plusieurs années pour

apres s’activer et rendre le sujet malade [15].
Phase érythrocytaire (globules rouges)

Les mérozoites libérés apres éclatement des schizontes hépatiques vont pénétrer dans les globules
rouges et amorcer ainsi la phase érythrocytaire. Il y aura encore une schizogonie qui va aboutir a
la formation des schizontes érythrocytaires ou corps en rosace. Ce corps en rosace va ensuite

¢éclater et libérer d’autres mérozoites [15].

Apres plusieurs cycles de schizogonie, certains mérozoites se différencient en gametes male et

femelle. Ces différenciations permettent d’amorcer le cycle sporogonique chez le moustique [15].
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3.4.2 Chez I’Anophéle : Reproduction sexuée
Le moustique femelle au cours de son repas sanguin va aspirer ces formes sexuées. Les gamétes
male et femelle vont ensuite féconder pour donner un ceuf appelé Ookinéte (mobile) qui se

transforme en Oocyste ou Ookyste pour ensuite €clater pour libérer les sporozoites [15].
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3.5 Diagnostic biologique

3.5.1 Diagnostic d’orientation

Lorsque la numération formule sanguine (NFS) révele une anémie avec un taux d’hémoglobine
bas et une diminution du nombre de plaquettes, on peut alors penser au paludisme qui est considéré
comme la premicre cause d’anémie chez I’enfant [18]. Dans I’hémogramme, on peut également
constater une hyperleucocytose. On observe une hypercholestérolémie et une hypertriglycéridémie
dans le bilan lipidique. Dans les acces pernicieux, on peut aussi remarquer une hypoglycémie et

des perturbations des fonctions hépatiques [20].

3.5.2 Diagnostic parasitologique

Il constitue le diagnostic de certitude et repose sur la mise en évidence du parasite. On retrouve
entre autres : la goutte épaisse (GE), le frottis sanguin mince (FM), Quantitative Buffy-Coat (QBC
malaria test), Test de diagnostic rapide (TDR), les méthodes immunoenzymatiques (ELISA, IFI),
Chaine de réaction en Polymérase (PCR) [15].

La GE et le FM sont les techniques les plus couramment utilisées pour détecter I’infection au
Plasmodium. Au microscope, la GE permet la quantification de la parasitémie tandis que le FM
permet de faire rapidement et plus facilement la reconnaissance des espéces grace a I’observation.

Les deux techniques peuvent étre réalisées sur une méme lame [18].

Le TDR est une technique beaucoup plus sollicitée, notamment lors du dépistage de masse, a cause
de sa simplicité d’utilisation et sa rapidité. Parasight-F ou Paracheck permet de déterminer dans le

sang, Histidine Riche protéique de type 2 (HRP2) spécifique du Plasmodium falciparum [15].
= Formes cliniques

L’acces palustre a primo-invasion et 1’accés palustre a fievre périodique sont les formes les plus

manifestées par les patients, et sont pour la majorité bénignes. Ils sont caractérisés par :

*une incubation (phase pré patente) de 7 a 21 jours (moins de 2 mois dans 90% des cas de

paludisme a Plasmodium falciparum)

*une invasion : fievre 39 a 40 degrés, gastroentérite fébrile (céphalées)
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*fievres intermittentes par I’apparition de successions de 3 stades caractérisés par la triade frissons-
chaleurs-sueurs. La fi¢vre tierce est causée par les infections a I’espéce P.falciparum, P.vivax et

P.ovale tandis que la fievre quarte par P.malariae.

Il existe aussi d’autres formes de la maladie moins fréquentes : le neuropaludisme ou autres formes
graves et compliquées, le paludisme viscéral évolutif, la fievre bilieuse hémoglobinique, les formes

atypiques... [15]

3.6 Traitement
Les médicaments sont aussi utilisés dans la lutte contre le paludisme afin d’éliminer les parasites

en cause de la maladie ou de prévenir les complications.

On distingue deux classes d’antipaludiques selon leur mode d’action : les schizonticides et les

gamétocytocides [21].

3.6.1 Schizonticides
Ils possedent une activité sur les schizontes, donc une action curative mais ne préviennent pas la

survenue de la maladie.

Parmi eux on peut citer des schizonticides d’action rapide tels que les amino-4-quinoléines
(chloroquine, amodiaquine), les amino-alcools (méfloquine, halofantrine, alcaloides de la
quinine), les sesquiterpenes (artéméther, artésunate, artéminol) ; d’action lente ou antimétabolite
tels que les anti foliques (sulfadoxine), les anti foliniques (pyriméthamine, cycloguanil), la

naphtoquinone (atovaquone) ; et certains antibiotiques comme la tétracycline (doxycycline) [21].
* Sulfadoxine Pyriméthamine

C’est une association d’anti-folates qui grice a leur synergie d’action posséde une activité
schizonticides érythrocytaires d’action bonne mais lente avec une demi-vie de 7-8 jours pour la
sulfadoxine et 4-5 jours pour la pyriméthamine. Elle est active sur les souches avec une disparition
de la fiévre et de la parasitémie en 2-3 jours. On observe avec la sulfadoxine quelques rares cas
d’affections cutanées séveres, voire 1étales (syndromes de Stevens-Johnson, syndrome de Lyell) ;
et de ’anémie chez les enfants malnutris en administration prolongée avec la pyriméthamine. Elle
présente €galement des risques de tératogénicité en début de grossesse (a éviter au 1 trimestre de

la grossesse).
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Le PNLP recommande son utilisation pour le TPIg avec au moins 3 cures de 3 comprimés en prises

supervisées et espacées d’au moins un mois a partir du 4™ mois de la grossesse jusqu’a

I’accouchement.

Elle est aussi utilisée par le PNLP dans la chimio prévention du paludisme saisonnier (CPS) en

association avec 1I’amodiaquine chez les enfants de 3 a 59 mois pendant la période de haute

transmission du paludisme.

3.6.2

Gameétocytocides

Ils préviennent la survenue de la maladie en inhibant la transmission des gametes. On retrouve les

amino-8-quinoléines (primaquine).

3.6.3

Quelques Combinaisons Thérapeutiques a base d’Artémisinine (CTA)

Artésunate + Amodiaquine

Artéméther + Luméfantrine

Artésunate + Sulfadoxine-Pyriméthamine
Artésunate + Sulfaméthoxypirazine-Pyriméthamine
Artésunate + Méfloquine

Dihydroartémisinine + Pipéraquine
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Elles sont indiquées en premicre ligne dans le cas de paludisme non compliqué (fiévre, présence
de signes ou symptomes de paludisme tels que les courbatures, frissons, embarras gastriques) ou
en relais a la monothérapie administrée par voie parentérale dans le cas de paludisme grave et apres

le 1¢" trimestre dans le paludisme pendant la grossesse [15].

En effet, le paludisme grave se manifeste avec au moins un des critéres de gravité de ’OMS

suivant :

e Crises convulsives répétées,

e Altération de la conscience, détresse respiratoire,

e (Edéme pulmonaire (radiologique),

e Anémie grave inférieur 5g/dl

e Insuffisance rénale, Hypoglycémie, Collapsus circulatoire, Hémorragies diffuses ou
Coagulation intravasculaire disséminée (CIVD), Hémoglobinurie massive, Acidose
sanguine, Prostration, Hyper lactacidémie, Ictére,

e Hyper parasitémie supérieure a 500 000 TF/mm3 de sang [15].

3.7 Chimiorésistance

Selon ’OMS, la résistance est I’aptitude d’une souche de parasite du paludisme a survivre ou a se
reproduire malgré I’administration et 1’absorption des médicaments employés a des doses égales
ou supérieures aux doses recommandées ordinairement mais comprises dans la limite de la
tolérance du sujet. La résistance a un antipaludique est le fait qu’il devienne inefficace a des doses
utilisables chez ’homme et ne peut plus étre prescrit car les doses données deviendraient toxiques
pour le patient. Elle s’est d’abord développée en Asie du sud-est, puis en Amérique du sud et en
Afrique. Au fil du temps, 1’utilisation de certains antipaludiques ont di étre abandonnés. Ce fut le
cas pour la chloroquine, plus connu sous le nom de Nivaquine utilisée pendant plusieurs années
dans la prophylaxie du paludisme chez les voyageurs et dans le traitement du paludisme non grave.
La chloroquine a été synthétisée pendant la deuxieéme guerre mondiale et fut utilisée dans le
traitement de masse pour éradiquer le paludisme dans les années 1950-1960. La résistance a la
chloroquine a émergé en 1957 en Asie du Sud-Est plus particulierement a la fronticre de la
Thailande et du Cambodge puis en 1959 en Amérique du sud [22]. Elle a ensuite gagné 1’ Afrique
en 1978 suite a la venue des travailleurs asiatiques qui étaient impaludés au Kenya. Elle s’est alors

propagée pour gagner toutes les zones d’endémie palustre en 1990. En 2002, ’OMS recommande
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I’utilisation de Combinaisons thérapeutiques a base d’artémisinine CTAs dans le traitement du
paludisme. De 2002 a 2010, les pays endémiques du paludisme ont adopté 1’utilisation des CTAs
dans le traitement de paludisme simple et grave. Dés 2006, les premiers cas d’échecs cliniques a
I’artémisinine et aux CTAs ont été décrits. L’émergence de la résistance s’est fait a la frontiere de
la Thailande et du Cambodge pour se propager vers le Laos, le Myanmar, le Vietnam et la Chine
[23]. Les derniers rapports font état d’'une diminution en dessous de 70% d’efficacité pour
I’association dihydroartémisinine-pipéraquine, derniere combinaison thérapeutique a base
d’artémisinine commercialisée depuis 2012. Il est donc impératif de surveiller I’émergence et la

diffusion de la résistance aux antipaludiques.
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4 METHODOLOGIE

4.1 Lieu d’étude

Notre étude s’est déroulée dans la commune rurale de Sélingué dans le cercle de Yanfolila et région
de Sikasso. La commune rurale de Sélingué représente 1’un des facies épidémiologiques du
paludisme au Mali. Elle est composée d’un district sanitaire qui comptait en son sein 111 469
habitants en 2018, et qui de par sa situation géographique a un caractere de transmission bimodale
du paludisme suite a la présence d’un barrage hydraulique. Pendant la saison des pluies, les
habitants sont exposés a un risque tres ¢levé de contraction du paludisme, en particulier les enfants
de moins de 5 ans et les femmes enceintes constituants les couches les plus vulnérables parmi les

populations exposées.

En effet, le district sanitaire de Sélingué posseéde un Centre de Santé de Référence (CS Réf) et sept
(07) aires de santé organisées en Centre de Sant¢ Communautaire (CS Com) dont leur gestion est
assurée par des Associations de Santé Communautaire (ASACO). En plus des CS Com adhérant
au systeme de référence/contre référence, le district sanitaire de Sélingué abrite des dispensaires,
des maternités (Mafléni, Bambala, etc..) et une infirmerie de I’Institut National de Prévoyance
Sociale (INPS). Dans le cadre de la collaboration entre le LBMA et le CS Réf de Sélingué, ce
dernier a bénéfici¢ d’un appui en équipements et en formation du personnel de son laboratoire afin
de renforcer les capacités opérationnelles de celui-ci permettant ainsi de rehausser le plateau

technique du centre.
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4.2 Période d’étude
Notre étude s’est déroulée entre 2016 et 2020.

4.3 Echantillonnage
Cette ¢tude a porté sur les enfants de 06 a 59 mois pour les périodes de 2016 et 2017 puis les
enfants de 6 mois a 16 ans pour la période de 2020. Cependant, il n’y a pas eu d’étude en 2018 et

2019.

Nos patients étaient recrutés suite a un dépistage réalisé lors de leur consultation au centre. Le
dépistage concernait tous les patients de nos tranches d’age qui étaient venus se faire consulter. Il
consistait a réaliser un test de diagnostic rapide chez les patients pour détecter la présence ou non
de P. falciparum dans le sang et une goutte épaisse pour la quantification des parasites. Les patients
étaient recrutés dans 1’étude apres avoir obtenu leur consentement ou 1’assentiment des parents

lorsqu’ils répondaient favorablement a tous les critéres d’inclusions du protocole de I’étude.

Pour toutes les périodes de cette étude, 1’objectif de la taille d’échantillon était de 480 enfants.
Toutefois, notre analyse comparative a porté sur le nombre de patients pouvant étre inclus dans
I’étude durant chaque année. Ainsi 449 enfants ont été inclus en 2016, 176 en 2017 et 100 en
2020. L’allocation des enfants par bras de traitement était selon le schéma de randomisation qui

utilisait une approche de non-infériorité entre les deux bras qui sont testés chaque année.

4.4  Critéres d’inclusion
e Goutte épaisse positive a P. falciparum avec une densité parasitaire comprise entre 1.000
et 199.999 Tf/ uL ;
e Patients vivant dans un rayon de 5 km ;
e Patients agés de 6 a 59 mois (en 2016 et 2017) ;
e Patients agés de 6 mois a 16 ans (en 2020) ;
e Présence de signes cliniques d’acces palustre simple ;
e Patients susceptibles de poursuivre I’étude jusqu’a terme ;
e Patients ayant la capacité a prendre les médicaments par voie orale ;
e Assentiment des parents ou tuteurs ;

e (Consentement du malade.
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4.5 Critéres de non-inclusion
e Prise antérieure d’antipaludiques dans les 4 jours précédents ;
e Patients vivant dans un rayon supérieur a 5 km ;
e Présence de signes cliniques du paludisme grave (glycémie < 2,2 mM, Hb < 5 g/dl,
densité parasitaire > 200.000 Tf par pl de sang, perte de mémoire au cours des dernicres
24 heures) ;
e Patients ayant d’autres pathologies sous-jacentes ;

e Incapacité a prendre les médicaments par voie orale.

4.6 Intervention
4.6.1 Diagnostic du paludisme simple a Plasmodium falciparum

= Clinique
La clinique reposait sur les renseignements cliniques portés sur le bulletin d’analyse par le médecin
lors de la consultation du potentiel patient de notre étude au CSCom. Ces renseignements portaient
sur 1’état clinique et certains parametres comme le poids, 1’age, la taille du patient. Le patient était

alors pris en charge par notre équipe pour la réalisation du diagnostic biologique.

= Biologique
Le diagnostic biologique réalisé au cours de 1’étude était le test de diagnostic rapide (TDR) et la

goutte épaisse.
= Test de diagnostic rapide

C’est le test utilisé pour réaliser le diagnostic immunologique. Le TDR utilisé au cours de notre
¢tude était le kit SD BIOLINE. Il est basé sur la détection par des bandelettes réactives de la
protéine riche en Histidine IT (HRP-II) spécifique de P. falciparum. C’est un test largement utilisé
en raison de sa spécificité estimée a 99,5% et la sensibilité a 99,7% [24]. Ces TDR étaient utilisé

selon le protocole recommandé par le fabricant (Annexe 1).
= La goutte épaisse

En plus du diagnostic clinique, la confirmation de I’infection palustre se faisait par la goutte épaisse
dont le protocole est décrit en Annexe 2. Les lames des gouttes épaisses étaient lues par deux

lecteurs différents et un troisiéme lorsque 1’écart entre la parasitémie trouvée par les deux premiers
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lecteurs valait 20%. Apres la lecture, les lames sont arrangées dans des boites afin de faciliter le
transport de celles-ci au laboratoire de biologie moléculaire appliquée (LBMA) pour une relecture
et leur conservation. Au bout de chaque lame se trouvait les informations de chaque patients

(I’identifiant, le jour de suivi et la date) écrites avec un marqueur indélébile.

4.7 Schéma thérapeutique

Notre étude était basée sur I’administration des CTA dans les 3 premiers jours aux patients qui
présentaient un acces de paludisme simple a P. falciparum et qui répondaient aux critéres
d’¢ligibilité de 1’étude. Nous avions a notre disposition une liste de randomisation préétablie dans
le protocole d’étude permettant d’attribuer une CTA de 1’étude a chaque patient enrdlé. Le poids
du patient était le parametre utilisé pour connaitre la dose de CTA a administrer chez le patient.

Deux bras étaient concernés par la liste de randomisation chaque année au cours de 1’étude.

4.7.1 Protocoles d’administration des molécules AL, ASAQ et DHA-PPQ

= Pour AL (Arthéméther-Luméfantrine)

Coartem® de la firme Novartis dosé a 20/120mg par comprimé était utilisé en deux prises
journaliéres avec huit heures d’intervalle le premier jour et douze heures d’intervalle les deux
derniers jours pour chaque patient sur ce bras. Le tableau suivant résume le nombre de comprimé

par prise en fonction du poids corporel du patient :

Tableau I : Protocole d’administration de AL en fonction du poids

Tranche de poids corporel en Kg Nombre de comprime par prise/jour
De 05 a 14,99 1 comprimé

De 15 424,99 2 comprimeés

De 25 a 34,99 3 comprimés

Supérieur ou égal a 35 4 comprimés

=  Pour ASAQ (Artésunate-Amodiaquine)
ASAQ-DENK® du laboratoire pharmaceutique DENK était la marque déposée utilisée pour le
deuxiéme bras de 1’étude. Il est dosé a 100mg d’artésunate et 270mg d’ Amodiaquine. Le tableau
suivant résume la dose journaliére en prise unique pendant 3 jours consécutifs en fonction du poids

corporel du patient.
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Tableau Il : Protocole d’administration de ASAQ en fonction du poids

Tranche de poids corporel en Kg Nombre de comprime par prise/jour
De09a17 Demi-comprime 2
De 18 a2 36 1 comprime

=  Pour DP (Dihydroartémisinine-Pipéraquine)

Deux présentations de MALACUR® du laboratoire SALVAT étaient utilisées pour
I’administration de ce bras, I’'une dosée a 20/160mg et 1’autre a 40/320mg. Les comprimés étaient
avalés en prise unique pendant 3 jours consécutifs. Le tableau suivant résume le nombre de

comprimé par prise unique chez un patient par rapport au poids corporel.

Tableau 111 : Protocole d’administration de DP en fonction du poids

Tranche de poids corporel en Kg Nombre de comprime par prise/jour
De 052 7,99 1 comprime de 20/160mg

De 08 a 10,99 1 + % comprimé de 20/160mg

De 112a16,99 1 comprime de 40/320mg

De 17 2 24,99 1 + % comprimé de 40/320mg

De 25 435,99 2 comprimés de 40/320mg

A partir de 36 3 comprimés de 40/320mg

Suivi des patients
Les patients recrutés dans 1’étude étaient suivis selon un calendrier de visites sur 42 jours pour
effectuer les examens clinique et biologique recommandés dans le protocole d’étude. Le

tableau ci-dessous résume les examens réalisés aux différents jours de suivi
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Tableau IV : Liste des examens par visite

Examens réalisés JoO | J1 | J2 | J3 | J7 | J14 | J21 | J28 | J35 | J42
Examen clinique X X X X X X X X X X
Prise de température X X X X X X X X X X
GE et FSM X X X X X X X X X X
Traitement par CTA X X X

Confettis X X X X X X X X X X
Taux d’hémoglobine X X

x : La croix indique que I’examen a été réalis¢ au jour du suivi.

Comme le tableau I’indique, les visites étaient programmeées toutes les semaines a partir du
lendemain de la derniére prise de CTA jusqu’au 42°™ jour a compter & partir du premier jour de

recrutement JO du patient.

4.8 Transport et conservation des échantillons
Les lames des gouttes épaisses et les confettis collectionnés lors de la réalisation de 1’étude étaient
transportés au LBMA pour leur conservation. Les lames étaient soigneusement arrangées dans des

boites a lames apres lecture de celles-ci.

En effet, les confettis étaient réalisés au méme moment que la goutte épaisse par suite de dépdt
d’une grosse goutte de sang sur le cercle de spot du confetti, et on les laissait se sécher a 1’air libre
pendant 24 heures. Apres leur séchage, les confettis étaient conservés dans des enveloppes avec
des desséchants afin de faciliter leur transport. Chaque confetti comportait cinq cercles de spots,

et au moins trois spots €taient réalisés a chaque confection lors des jours de visite du patient.

4.9 Analyse moléculaire

4.9.1 Extraction de PADN

Le matériel génétique des souches de P. falciparum a été extrait a partir des papiers confettis
(Wattman® 901) avec le kit commercial Qiagen (QIAGEN Gmbh, QIAGEN Strosse 1, 40724
Hilden, GERMANY). Ce kit reconnu pour sa sensibilité et la pureté de ’ADN obtenu, a été utilisé

pour I’extraction de nos échantillons conformément aux instructions du fabricant (Annexe 3).
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4.9.2 Geénotypage

Le génotypage a été réalisé chez tous les patients ayant fait des échecs thérapeutiques en utilisant
la PCR classique. Le génotypage a porté sur les génes mspl, msp2 et glurp (voir Annexe 4)
recommandés par I’OMS pour la discrimination des recrudescences des cas de réinfections. Les
parasites collectés a JO et le jour de 1’échec du traitement ont été traités dans le but de déterminer
les profils ainsi que le nombre d’allotypes pour les 3 geénes. Les allotypes de JO sont ainsi comparés

a ceux de Jx selon I’algorithme ci-dessous (Figure 6).
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Example for one marker gene:

Day0 DayX
| i . ||
m allalleles identical on day O and day X ~mmm  mmm  — recrydescence
m some allele(s) missing on day X == mm - rpcrudescence
m additional, new allele(s) on day X E : = recrudescence
m all alleles different on day 0 and day X : mmm = new infection
|
I
|
|Gelmyplnoresults
with marker #1
v ]
| Nomaltlllﬂeaudzwum][ New infection |
| Continue with marker #2 | No further genotyping
Final result = new infection
¢ ‘ .
| Noraslt‘llﬂemnd:mmeHNethacﬂonl
| Continue with marker #3 | No further genotyping
Final result = new infection
' ‘ }
| No:mt | | Reuud;scuu [ | usvm;acum |
If no result with any marker, | | Final result = recrudescence | |  Final result = new infection
perform species PCR
and recheck blood slide
!
Final result = failure, excluded
or censored according
to study protocol*

Figure 6 : Algorithme de discrimination des cas de recrudescence des cas de nouvelles
infections
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L’algorithme nous permettrait de savoir si les cas d’échecs thérapeutiques sont dus a une

multiplication de la souche initiale ou I’infestation par une nouvelle souche de parasite.

4.10 Définitions des terminologies et analyses des données
= ETF : Echec thérapeutique précoce

o Signes de danger ou paludisme grave au jour 1, 2 ou 3 en présence de parasitémie ;

o Parasitémie au jour 2 plus élevée qu’au jour 0, quelle que soit la température axillaire ;

o Parasitémie au jour 3 avec la température axillaire supérieure ou égale 37,5 ;

o Parasitémie au jour 3 supérieur ou égale a 25% du nombre au jour 0.
= LCF : Echec clinique tardif

o Signes de danger ou paludisme grave en présence de parasitémie a n’importe quel jour
entre les jours 4 et 42 du suivi chez les patients qui ne répondaient auparavant a aucun des
criteres d’ETF ;

o Présence de parasitémie a n’importe quel jour du suivi entre les jours 4 et 42 avec une
température axillaire supérieure ou égale a 37,5 chez les patients qui ne répondaient
auparavant a aucun des critéres d’ETF.
= LPF : Echec parasitologique tardif

o Présence de parasitémie a n’importe quel jour du suivi entre les jours 7 et 42 avec une
température axillaire inférieure a 37,5 chez les patients qui ne répondaient auparavant a
aucun des criteres d’ETF ou LCF.
= ACPR : Réponse clinique et parasitologique adéquate

o Absence de parasitémie au jour 42, quelle que soit la température axillaire, chez les patients
qui ne répondaient a aucun des criteres d’ETF, LCF ou LPF ;

o Les données cliniques et parasitologiques des patients ont été reportées sur des formulaires
de report des cas (FRC). La saisie de ces données a été réalisée sur Microsoft® Office

Excel, et le logiciel STATA version 16 a permis I’analyse des données.

4.11 Considérations éthiques et déontologiques

Les différents protocoles d’étude ont été soumis sous l’expertise et 1’approbation du comité
d’éthique de I’Institut National de Recherche en Santé Publique (INRSP, actuel INSP) du ministére
de la Santé. Par ailleurs, toutes modifications futures réalisées au cours de I’étude ont été aussi
soumises a 1’approbation de ce comité. Toutes les études ont été conduites conformément aux

protocoles approuvés. Il s’agissait de tester le niveau d’efficacité des CTAs sur le marché
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conformément au protocole standard de ’OMS. Les combinaisons Arthéméther plus Luméfantrine
et Artésunate plus Amodiaquine ont été utilisées en 2016 et 2017 tandis que Arthéméther plus
Luméfantrine et Dihydroartemisinine plus Pipéraquine étaient les CTAs utilisés en 2020. L’étude
consistait a suivre le comportement du parasite Plasmodium falciparum sur une période de 42
jours, allant de son premier jour de recrutement au 42°™ jour du suivi. Le suivi était personnalisé
pour chaque patient recruté et consistait a I’administration de la CTA et la réalisation de confettis
aux 3 premiers jours ainsi que juste la réalisation de confettis a partir du 4¢me 7éme J4éme 3 ]eme
,28¢me 358me geme jours, Le taux d’hémoglobine était aussi réalisé au premier et dernier jour du
suivi. Les patients €taient recrutés suite a I’obtention de 1’assentiment libre et éclairé des parents
ou du tuteur aprés explication du protocole a ces derniers par notre équipe. L’équipe prenait bien
le soin d’expliquer le protocole tout entier aux parents ou tuteurs, surtout les désagréments liés au
prélevement du sang chez le patient ; d’écouter et rassurer les parents ou tuteurs sur les inqui¢tudes
ou incompréhensions qu’ils peuvent avoir 1’étude. Chaque parent ou tuteur est informé de
I’anonymat total de son enfant a I’étude et la possibilité de retrait a tout moment sans aucune
sanction ou conséquence pour I’enfant. Chaque parent ou tuteur signait le formulaire de
consentement apres avoir accepté de faire participer I’enfant a 1’é¢tude, et un exemplaire de ce
formulaire signé par notre équipe leur était aussi donné. Une indemnité compensatrice du transport
¢tait remise au patient a chaque jour de son suivi. Le colt de cette indemnité s’¢élevait a 1000 FCFA

et était remis pour compenser les frais de déplacement du patient au centre de santé.

4.12 Confidentialité

Les protocoles étaient de type mono-aveugle.

Chaque année ou 1’étude était implémentée, nous disposions d’un dispensateur qui administrait

les doses de CTA aux patients selon une liste de randomisation a sa disposition.

Chaque patient était mis sur I’un des bras de la CTA en fonction de son numéro d’ordre sur la
liste de randomisation, d’ou le dispensateur était le seul a connaitre le bras de CTA du patient en

fonction de son numéro d’identification.
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5 RESULTATS
5.1

Tableau V : Taux d’inclusion des patients par année

Les caractéristiques sociodémographiques des patients

Année 2016 2017 2020
Total dépistés 3732 4330 787
Total inclus 449 176 100
Taux inclusion 12,03% 4,06% 12,7%

a base d’artémisinine dans la localité de Sélingué entre 2016 et 2020 au Mali — LBMA 2023

Le taux d’inclusion était plus élevé en 2020 (12,7%) comparativement aux années 2017 (4,06%)

et 2016 (12,03%).

Tableau VI : Répartition des patients selon leur genre

Année
Sexe 2016 2017 2020
n (%) n (%) n (%)
Masculin 237 (52,78) 94 (53,4) 51 (51)
Féminin 212 (47,22) 82 (46,6) 49 (49)
Total 449 176 100

Au cours des 3 années d’étude, le sexe masculin était le plus représenté. Par ailleurs, le sexe ratio

¢tait plus ou moins équilibré en 2020.

Tableau VII : Répartition des patients en fonction de la tranche d’age

Année
Tranches d'age (ans) 2016 2017 2020
n (%) n (%) n (%)
Moins de 5 449 (100) 176 (100) 17 (17)
5-14 NA NA 71 (71)
15-16 NA NA 12 (12)
Total 449 176 100
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Les tranches d’age adultes et 5-14 ans n’ont été incluses qu’en 2020 suite a une modification du
protocole. Cependant, pour les années 2016 et 2017, les enfants de moins de cinq ans (minimum
6 mois) ont été le centre d’intérét de 1’étude. La tranche d’age 5-14 ans a été la plus représentée en

2020 avec 71% (n=T71).

Tableau V111 : Répartition des cas selon le bras

Année
Bras de traitement 2016 2017 2020
n n n
AL 225 87 51
ASAQ 224 89 NA
DP NA NA 49
Total 449 176 100

En 2016 et 2017, les patients étaient repartis entre le bras de traitement AL et ASAQ tandis qu’en
2020, ils étaient repartis entre AL et DP.

Tableau IX : Répartition des différents parameétres a I’inclusion

Paramétres a I’inclusion 2016 2017 2020
. Moyenne (ET) 13,4 (2,8) 13,9 (3,1) 27.43 (14.2)
Poids (Kg) , )
Etendue (min-max) (9-21) (7,2-22) (7-70)
Température ~Moyenne (ET) 37,8 (1,2) 37,6 (1,1) 37,8 (1)
(°C)alo Etendue (min-max) (34,9-41) (36,1-41) (36-40)
Moyenne (ET) 3,1(1,1) 3,5(1,2) 94,2
Age (ans) . .
Etendue (min-max) (0,5-4,9) (0,5-4,9) (0,8-16)
Parasitémie Moyenne 2695791 12695 17192,5447
(uL)aJo Etendue (min-max) (2000-199800)  (2000-188250) (2000-165575)

Le poids moyen des participants au jour de leur recrutement était de 13,4 + 2,8 Kg en 2016 contre

13,9+3,1 Kgen 2017 et 27,43 + 14,2 Kg en 2020.

La température corporelle moyenne des participants au jour de leur recrutement était de 37,8°C +

1,2en 2016 et 37,8 = 1 2020 contre 37,6°C + 1,1 en 2017.
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La moyenne d’age exprimée en année était de 3,1 en 2016 contre 3,5 en 2017 et 9 en 2020.

La parasitémie moyenne au jour du recrutement estimé par pl de sang était de 26958 en 2016
contre 12695 en 2017 et 17193 en 2020. Le seuil de parasitémie minimal et maximal pour étre
inclus dans I’étude était respectivement de 2000 et 200 000 trophozoites par pl de sang pour les
trois années, et I’année 2016 a enregistré la plus grande parasitémie avec 199800 trophozoites par

pL de sang.

5.2 Echecs thérapeutiques

5.2.1 Reéponses aux traitements avant correction PCR

Ces tableaux ci-dessous résument les réponses observées aux traitements administrés chez les
patients lors de leur suivi sans correction par analyse moléculaire. Ils concernent les patients ayant
terminé 1’intégralité de leur calendrier de visite, soit 426 patients en 2016 avec 212 patients sur le
bras AL et 214 patients sur le bras ASAQ ; 136 patients en 2017 avec 71 patients sur le bras AL
et 65 patients sur le bras ASAQ ; 53 patients en 2020 avec 25 patients sur le bras AL et 28 patients
sur le bras DP.

Tableau X : Répartition des cas d’échecs thérapeutiques précoce (ETF)

Année
ETF

2016 2017 2020
n (%) n (%) n (%)
AL 14 (6,6) 1(1,4) 4 (1,6)
ASAQ 3(1,4) 1(1,5) NA

DP NA NA -
Total 17 (3,9) 2 (1,5) 4 (7,5)

En 2020, aucun patient n’a fait un échec thérapeutique précoce sur le bras DP contrairement a
2016 ou on a enregistré sur un total de 449 patients enrdlés, 17 cas d’ETF soit 3,9% des sujets
enro0lés et 2 patients (1,5%) en 2017 sur 176 patients enrdlés. Cependant, le taux de cas d’ETF était

plus élevé en 2020 avec le bras AL mis en cause.
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Tableau XI : Répartition des cas d’échecs cliniques tardifs (LCF)

Année
LCF

2016 2017 2020
n (%) n (%) n (%)
AL 15 (7,1) 9 (12,7) 1(4)
ASAQ 9(4,2) 4 (6,2) NA

DP NA NA -
Total 24 (5,6) 13 (7,39) 1(1,45)

Le taux d’échec clinique tardif était plus élevé en 2017 avec 7,39% (n=13) contre 5,6% (n=24) en
2016 et 1,45% (n=1) en 2020.

Tableau XII : Répartition des cas d’échecs parasitologiques tardifs (LPF)

Année
LPF

2016 2017 2020
n (%) n (%) n (%)
AL 29 (13,7) 5(7) 4 (8.5)
ASAQ 22 (10,3) 2(3,1) NA

DP NA NA -
Total 51 (11,9) 7 (3,98) 4 (4)

Les cas d’échecs parasitologiques tardifs étaient plus nombreux en 2016 avec 51 patients (11,9%)

qu’en 2017 et 2020 qui avaient respectivement 7 (3,98%) et 4 (4%) cas.
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Tableau X111 : Répartition des cas de réponse clinique et parasitologique adéquate non-
corrigée (ACPR)

Année

ACPR
2016 2017 2020
n (%) n (%) n (%)
AL 154 (72,6) 56 (78,9) 35 (89.7)
ASAQ 180 (84,1) 58 (89,2) NA
DP NA NA 41 (100)
Total 334 (78,4) 114 (83,8) 76 (95)

Parmi le nombre de sujets enr6lés dans les différentes années, 1’année 2016 a enregistré le plus
faible taux de réponse clinique et parasitologique adéquate (ACPR) avec (78,4% ; n=334)
comparativement a 2017 et 2020 qui ont respectivement enregistré (83,8% ; n=114) et (95% ;
n=76).

5.2.2 Réponses aux traitements apres correction PCR

Les mémes échantillons utilisés dans 1’analyse sans correction PCR ont été¢ soumis a 1’analyse de

la correction par analyse moléculaire.

Tableau XIV : Répartition des cas d’échecs thérapeutiques en recrudescences

Année
Recrudescence

2016 2017 2020
n (%) n (%) n (%)
AL 512,4) 34,2 1(4)
ASAQ 4(1,9) 1(1,5) NA

DP NA NA -
Total 9(2,1) 42,9 1(1)

On observe neuf (09) cas de recrudescence en 2016 contre quatre (04) cas en 2017 et un seul (01)
cas en 2020. Sur les trois années, I’AL enregistre a lui seul neuf (09) cas de recrudescence contre

cing (05) cas d’ASAQ et zéro cas de DP.
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Tableau XV : Répartition des réinfections (R1)

Année
Réinfection

2016 2017 2020
n (%) n (%) n (%)
AL 39 (18,4) 11 (15,5) 3(6,4)
ASAQ 27 (12,6) 5(7,7) NA

DP NA NA -
Total 66 (15,4) 16 (11,7) 3(2)

La majorité des cas de réinfections ont été enregistrés en 2016 avec 66 cas soit 15,4%. On note en
2020, qu’aucun cas n’a été détecté chez les patients mis sur le bras DP pendant I’étude. Par ailleurs,
on constate que le bras AL était le plus mis en cause dans ces cas de réinfections.

Tableau XVI : Répartition de la réponse clinique et parasitologique adéquate (ACPR)
apres correction moléculaire

Année

ACPR
2016 2017 2020
n (%) n (%) n (%)
AL 154 (89) 57 (93,4) 35 (97,2)
ASAQ 180 (96,3) 58 (96,7) NA
DP NA NA 41 (100)
Total 334 (78,4) 115 (84,5) 76 (98,6)

Tous les patients sur DP ont fait une réponse clinique et parasitologique adéquate en 2020. Par
contre, 96,3% et 96,7% des patients sur le bras ASAQ ont fait leur ACPR respectivement en 2016
et 2017. Concernant le bras AL, 89% et 93,4% des patients ont réalisé leur ACPR respectivement
en 2016 et 2017. L’année 2020 a enregistré le taux le plus élevé d’ACPR avec 50 cas soit 94,3%.
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Tableau XVII : Répartition des cas de réeinfections en fonction de leur période de survenue

Période de AL ASAQ DP
survenue 2016 2017 2020 2016 2017 2020
J7aJ14 1 0 0 2 0 0
J15aJ21 10 3 1 1 0 0
J22 2 J28 7 2 1 6 2 0
J29 aJ35 16 4 0 12 2 0
J36 a J42 5 2 0 6 1 0
Total 39 11 2 27 5 0

La majorité des cas sont survenus a I’intervalle J29 a J42. La plus faible apparition des cas est

survenue a I’intervalle J7 a J14 sauf en 2016 pour le bras AL.
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Figure 7 : Kaplan-Meier 2016 a Selingué avant et aprés correction moléculaire

En 2016, la courbe de Kaplan Meier non-corrigée montre une efficacité du bras ASAQ comparativement au bras AL dont I’efficacité
était inférieure a 75% au 42eme jour du suivi. Par contre, I’efficacité des deux combinaisons €tait similaire et avoisinait les 100% apres

correction moléculaire par PCR.
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Figure 8 : Kaplan-Meier 2017 & Sélingué avant et aprés correction moléculaire

En 2017, la courbe de Kaplan-Meier non-corrigée a montré une efficacité de 100% du bras ASAQ jusqu’au 28°™ du suivi des patients
comparativement au bras AL ou I’efficacité était en dessous de 100% dés le 21°™ jour de suivi. Cependant, la courbe de Kaplan-Meier
corrigée du bras ASAQ affiche quasiment une efficacité maximale de 100% tout au long du suivi tandis que celle du bras AL décline a

95% au 35°™ jour du suivi.
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Figure 9 : Kaplan-Meier 2020 a Sélingué avant et aprés correction moléculaire

En 2020, la courbe de Kaplan-Meier non-corrigée montre une efficacité maximale de 100% du bras DP tout au long du suivi des patients

comparativement au bras AL dont I’efficacité est inférieure a 95% au 42°™ jour du suivi des patients. On constate la méme efficacité

chez le bras DP apres correction moléculaire par PCR comparativement au bras AL qui avoisine une efficacité de 98% a la fin du suivi

des patients.
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6 COMMENTAIRES ET DISCUSSION

Notre étude a été réalisée dans le cadre du programme TES (Therapeutic Efficacy Study)
recommandé par I’OMS dans tous les pays endémiques de paludisme dans le but de tester
I’efficacité des CTAs utilisées par le PNLP dans la prise en charge du paludisme simple [25].
L’OMS recommande de mener ces études d’efficacité des CTAs chaque 24 mois dans les pays
endémiques au paludisme [26]. Ainsi notre étude porte sur des TES qui ont été faits sur trois années
différentes, 2016, 2017 et 2020 avec une reconduction du méme protocole chaque année excepté

la combinaison DP qui a remplacé ASAQ en 2020.

Notre étude a été conduite dans la commune rurale de Sélingué qui compte parmi les sites
sentinelles de I’efficacité thérapeutique des antipaludiques par la présence différents facies de
transmission du paludisme [27]. Sélingué est une localité située dans la région de Sikasso et connait
aussi des gquantites importantes de pluies [27,28]. Toutes ces conditions font que les habitants de
Sélingué connaissent une forte transmission du paludisme, donc un lieu propice pour réaliser le
test d’efficacité des différentes CTAs afin d’atteindre notre principal objectif qui consiste de tester

I’efficacité des combinaisons AL, ASAQ et DP.

Notre étude était basée sur les évaluations prospectives des réponses cliniques et parasitologiques
des patients pendant les 42 jours de suivi. Certaines études de TES sont conduites sur 28 jours de
suivi avec comme argument au-dela de 28 jours, il n’y a plus de métabolites permettant de protéger
le patient contre une nouvelle infection [29]. Bien que le choix de la période de suivi dépende aussi
des molécules partenaires utilisées [30], certains auteurs préférent la période de suivi de 42 jours
car du 29°™ jour au 42°™ jour de suivi, la biologie du parasite ne permet pas a un patient

normalement protégé par les métabolites de développer un nouvel épisode de paludisme [29,30].

Au cours de I’étude, I’équipe du terrain reportait les données cliniques et parasitologiques des
patients enrdlés et dépistés sur des Formulaires de Report de Cas (FRC), qui ont été ensuite
envoyés au LBMA pour la saisie dans le formulaire Excel de ’OMS destiné a la saisie des données
des essais cliniques sur les antipaludiques. L’utilisation de ce formulaire limite non seulement les
erreurs de saisie car basée sur la double entrée des données mais elle permet aussi d’avoir les

mémes définitions des terminologies utilisées pour les résultats de traitement comme ETF, LPF....
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La lecture au microscope de la goutte épaisse était réalisée par deux différents techniciens bien
formés, un biologiste intervenait lorsque 1’écart du nombre de trophozoites compté par les deux
techniciens était supérieur a 25%. Un parasitologue reconfirmait les résultats des lames au
microscope au LBMA avant les tests moléculaires. Cette stratégie recommandée par "TECAAM a
¢té mise en place pour minimiser les risques d’erreurs afin d’obtenir des données de qualité
[31,32]. Les papiers confettis imbibés de sang étaient asséchés a I’air libre pendant 12 heures a
I’abri de la poussiere et des mouches, puis conservés individuellement dans des sachets plastiques
(Minigrip RedLine®) contenant des desséchants. Ceci permet de prévenir la poussée des

moisissures qui peut affecter les résultats moléculaires, sur ces confettis [33].

Nos échantillons ont été collectés a Sélingué et traités au LBMA. Tous les échantillons utilisés
dans la présente étude étaient positifs a la goutte épaisse. Le génotypage a été utilisé pour les
¢chantillons des cas d’échecs thérapeutiques pour discriminer les cas de recrudescence des cas de
réinfections comme recommandé dans le manuel de I’OMS sur les méthodes de surveillance de
I’efficacité des médicaments antipaludiques [30]. Pour cela, la PCR a été utilisée comme la
méthode moléculaire afin de réaliser cette différenciation. Les génes qui étaient ciblés lors de ce
génotypage sont mspl, msp2 et glurp qui sont connus pour leur polymorphisme permettant de
différencier différentes souches de la méme espéce de Plasmodium [30]. Cette différenciation était
basée sur I’observation de la taille des bandes des échantillons du méme patient de JO et Jx (x =
nouvel épisode de paludisme pendant les 42 jours de suivi apres clairance parasitaire) suivant
’algorithme généralement utilisé pour la discrimination des réinfections des cas de recrudescence
[29,34] . Cependant, la réalisation de la PCR a été précédée par I’extraction de I’ ADN du parasite
avec le kit Qiagen® qui permet d’obtenir de I’ADN purifié et sans impuretés [35], notamment

I’hémoglobine qui peut inhiber la PCR.

Les tranches d’ages 6-59 mois, 5-14 ans et 15-16 ans ont constitué notre population d’étude ou
seule ’année 2020 a connu la représentation de toutes ces tranches d’ages contrairement aux
années 2016 et 2017 qui ont connu exclusivement la représentation de la tranche d’age 06-59 mois.
Concernant la tranche d’age 06-59 mois, elle comporte le plus grand pourcentage de la population
malienne selon la Pyramide des ages [36]. Selon la cinquiéme enquéte demographique et sanitaire
du Mali (EDSV), elle représente 17% de la population malienne [36]. L’année 2016 a enregistré

le taux d’inclusion le plus élevé avec 12%. Ceci peut s’expliquer par le fait que la localité de
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Sélingué n’était pas concernée par la chimioprévention. Ceci entraine donc une augmentation de

nombre de cas di au fait que les enfants n’ont pas de métabolites dans le sang [37].

Le génotypage des échantillons a montré que la majorité des cas d’échecs thérapeutiques sont des
réinfections du parasite chez le patient. Parmi ces cas de réinfections, le bras AL, avec 39 (18,4%)
en 2016 ; 11 (15,5%) en 2017 et 3 (6,4%) en 2020 ; comporte le plus grand nombre de cas entre
les trois années, suivi du bras ASAQ et enfin DP. Le bras AL a enregistré en termes de
recrudescence 2,4% ; 4,2% et 4% respectivement en 2016, 2017 et 2020. Ces taux, méme
relativement bas, sont probablement liés a la molécule partenaire qui est la luméfantrine. La demi-
vie de cette molécule (2 a 3 jours) est plus courte que celles des autres molécules partenaires (8
jours pour I’Amodiaquine et 20 jours pour la Pipéraquine) [38,39]. Ainsi la luméfantrine qui est
censée protéger le malade contre une nouvelle infection palustre car sa demi-vie est plus longue
que celle de I’artémisinine peut s’avérer inefficace [39]. Par ailleurs, la présence des cas d’échecs
thérapeutiques dans les groupes AL et ASAQ peuvent s’expliquer par la pression médicamenteuse
exercée par ces combinaisons sur le parasite car utilisées depuis 2006 apres le retrait de la
chloroquine [40]. L’absence de I’apparition des cas d’échec thérapeutique pour le bras DP
démontre 1’efficacité curative et préventive de cette combinaison et peut non seulement s’expliquer
par la demi-vie plus longue de la Pipéraquine [39] mais aussi par le fait que son introduction parmi

les traitements de premiére ligne du paludisme simple est plus récente [41].

Les ETF qui se définissent comme les échecs thérapeutiques intervenant les premiers jours du
traitement médicamenteux étaient plus fréquents dans 1’étude conduite en 2016 comparativement
aux autres années [42]. Cette tendance peut s’expliquer en grande partie par une multiplicité de
I’infection plus forte en 2016 en raison de 1’absence de prophylaxie dans la localité de Sélingué.
Une augmentation de la multiplicité de I’infection suggere la présence de plusieurs souches en
méme temps et cela augmente la probabilité d’échec du traitement vu que chacune de ces souches
peut avoir un comportement vis-a-vis du médicament administré [43]. D’autres études conduites
dans la méme période en Afrique Sub-saharienne ont enregistré des taux de ETF inférieurs aux
notres en présence de prophylaxie médicamenteuse, soutenant notre hypothese. En 2017, tout
comme en 2020 ou la chimioprévention a été faite, les proportions de ETF étaient plus faibles.

Certains auteurs ont argumenté qu’en presence de prophylaxie, les parasitémies qui se développent
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sont généralement faibles et causent rarement des cas de paludisme grave ou encore des échecs

aux traitements administrés [37,44].

Le taux d’échec parasitologique tardif était plus élevé en 2016 (13%) qu’en 2017 (7,5%) et 2020
(8%). La survenue de ces échecs parasitologiques tardifs peut s’expliquer non seulement par la
particularité de I’année 2016 par la non-administration de SP/AQ chez les enfants de moins de 5
ans. Le suivi au cours de toutes ces études qui s’étendait sur 42 jours peut s’avérer trop long pour
permettre aux molécules partenaires de maintenir les enfants protégés contres des éventuelles
piqures infestantes. Beaucoup d’études conduites avec les mémes molécules ont effectué le suivi
sur 28 jours. Au-dela de ces 28 jours, les concentrations sanguines des métabolites des molécules

utilisées sont trop faibles pour assurer la prophylaxie [29,44,45].

La clairance des signes cliniques dépend surtout du statut des patients qui est généralement
fonction aussi des parasitémies rencontrées dans I’inclusion du patient [45]. Les parasitémies les
plus élevées étaient rencontrées en 2016 avec une moyenne géométrique de 26958 contre 12695
en 2017 et 17193 en 2020.

Dans cette étude, le taux de réponse clinique et parasitologique adéquate (ACPR) non-corrigé était
plus faible en 2016 (78,4%) comparativement a ceux de 2017 et 2020 qui ont respectivement
enregistré 83,8% et 95%. Ce faible taux de I’ACPR non-corrigé peut s’expliquer par un cas élevé
de recrudescence en 2016 par rapport aux autres années tendant a stimuler la production des
gamétocytes, qui a leur tour facilite la transmission continue de parasites résistants [44]. La
réponse clinique et parasitologique adequate (ACPR) corrigée pour les patients sur DP était élevée
par rapport a celle de ’ASAQ et I’AL, toutes années confondues. Cela peut s’expliquer,
premierement, par I’utilisation de la DP dans la plupart des pays de 1’ Afrique subsaharienne en
deuxiéme ligne ou traitement alternatif. Deuxiémement, la demi-vie plus longue de la molécule
partenaire, la Pipéraquine (2 a 3 semaine) que la luméfantrine (2-3 jours) et I’amodiaquine (~8
jours), peut justifier I’absence de cas de recrudescence et de réinfection observés avec le DP
qu’avec ’ASAQ et I’AL [44].

L’efficacité globale non ajustée tout au long du suivi pour le bras AL était inferieure a celle de
I’ASAQ et de DP selon la courbe de Kaplan Meier, toutes les années confondues. Par contre, apres
correction moléculaire par PCR ; nous avons trouvé une efficacité similaire pour les deux

combinaisons AL et ASAQ en 2016. Pour les autres années, 1’efficacité pour le bras AL est restée
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inferieure méme apres correction par PCR par rapport aux bras ASAQ et DP. Cette baisse de
I’efficacité pour AL peut étre due a I'utilisation élevée pendant longtemps de ce médicament par
rapport aux deux autres combinaisons. Aussi, pour raison des effets secondaires liés a
I’Amodiaquine, les patients ainsi que les cliniciens préférent la combinaison AL par rapport a
ASAQ, pendant que la combinaison DP reste peu connue par rapport a AL faisant d’elle un

traitement alternatif dans beaucoup de pays de I’ Afrique subsaharienne [44].
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7 CONCLUSION ET RECOMMANDATIONS

7.1 CONCLUSION
Suite a I’apparition de résistances a certaines molécules antipaludiques conduisant parfois au

retrait du marché de ces dernicres, il était nécessaire d’évaluer I’efficacité thérapeutique de ces
CTAs. Pour réaliser cette étude, nous avons recruté des patients auxquels on avait administré des
CTAs pour faire leur suivi pendant 42 jours. Nous avons ensuite sélectionné les cas d’échecs aux
traitements de CTAs de nos patients pour I’analyse moléculaire afin de discriminer les cas de
recrudescences aux cas de nouvelles infections chez ces patients. Notre étude portait sur trois
CTAs utilisées pendant trois années AL, ASAQ et DP ; seule la molécule DP n’a fait objet d’échec
thérapeutique au traitement donnant ainsi une efficacité maximale de 100% lors des 42 jours de
suivi des patients. Aussi, bien que les deux autres combinaisons aient enregistré des cas d’échecs
thérapeutiques, aprées correction moléculaire leurs ACPR étaient supérieures a 90%. Cela permet
de conclure qu’au regard des résultats de la présente étude, les combinaisons DP, ASAQ et AL

sont efficaces dans la prise en charge du paludisme simple dans la zone de Sélingué.

7.2 RECOMMANDATIONS

v LBMA

Procéder au séquencage des cas de recrudescences afin de détecter les mutations associées aux
dérivés de I’artémisinine et ses molécules partenaires.

v" PNLP et partenaires

De continuer et aussi ¢largir des études similaires sur d’autres localités du pays dans le but de
mieux surveiller I’émergence de la résistance aux CTAs.

En perspectives, nous demandons aux autorités du pays de s’impliquer encore davantage a la
vulgarisation des ces études au pres des populations cibles afin de faciliter le bon déroulement des

activités des équipes sur le terrain.
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9 ANNEXES

ANNEXE 1: PROTOCOLE SD BIOLINE
MATERIEL

» Kit SD BIOLINE
e Des nouvelles cassettes ;
e Des anses de prélevement ;
e Des tampons imbibés d’alcool a 70° non ouverts ;
e Des lancettes stériles a usage unique ;
e Solution de migration
e Une nouvelle paire de gants d’examen jetables ;
e Un container pour évacuer les déchets tranchants et pointus ;
e Une poubelle pour évacuer les déchets non tranchants et non pointus ;

e Un marqueur ou feutre.
MODE OPERATOIRE

e Enfiler une paire de gant puis procéder a I’ouverture du kit ;

e Identifier le patient sur la cassette a I’aide du marqueur ;

e Procéder a la désinfection du majeur ou de I’annulaire de la main avec le tampon imbibé
d’alcool a 70° ;

e Piquer le doigt désinfecté d’un coup sec avec la lancette stérile aprés séchage du doigt a
Iair libre ;

e Jeter cette lancette dans le container pour déchets tranchants et pointus ;

e Prélever une goutte de sang avec une anse de prélevement du kit et déposer cette goutte
dans I’alvéole de la cassette destinée a recevoir la goutte de sang (carrée marquée de la
lettre A) ;

e Ajouter 2 a 3 gouttes de la solution de migration dans I’alvéole ronde marquée de la lettre
B;

e Attendre 2 a 3 minutes pour interpréter le résultat.
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INTERPRETATION DU RESULTAT
La cassette comporte deux traits ou fenétres (fenétre contrdle et fenétre test).

L’apparition de la fenétre controle permet la validation du test et celle de la fenétre test permet de

confirmer la présence de P. falciparum dans le sang.

Le test est dit positif si le trait apparait au niveau de la fenétre contrdle et de la fenétre test de la

cassette, donc deux traits.
Le test est dit négatif si un seul trait apparait dans la cassette, au niveau de la fenétre contrdle.

Le test est dit invalide en 1’absence de trait au niveau la fenétre contrdle de la cassette, peu importe

la présence d’un trait ou non au niveau de la fenétre test.

ANNEXE 2 : GOUTTE EPAISSE
MATERIEL

e Une paire de gant d’examen ;

e Deux lames d’examen au microscope ;
e [Lancette stérile ;

e Coton hydrophile ;

e Ethanol a 90° ;

e Crayon gras ou stylo graveur ;

e Compteur ;

e Huile a immersion.
Phase 1 : PRELEVEMENT

e Mettre I’identifiant du patient sur la lame a 1’aide du crayon gras ou stylo graveur ;

e Le prélevement est effectué préférentiellement au niveau de  ’annulaire ;
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e Désinfecter I’annulaire avec du coton imbibé d’alcool et ensuite le nettoyer avec du coton
sec ;

e Piquer le doigt d’un coup sec avec la lancette stérile ;

e Déposer une goutte de sang au centre et une toute petite goutte légérement en haut de la
lame en pressant la zone piquée avec une main et en tenant la lame avec 1’autre main pour

recevoir la goutte de sang.
Phase 2 : PREPARATION

e Apres avoir déposé une goutte de sang au centre des deux lames, on réalise un étalement
épais avec la goutte au centre de chacune des lames a 1’aide de I’extrémité d’une lame ;

e Ondépose également sur la méme lame une petite goutte Iégérement en haut afin de réaliser
le frottis a 1’aide de la lamelle ou le bord d’une lame ;

¢ Quelques minutes apres avoir réalisé le frottis, on trempe la partie de la lame ou le frottis
a été réalisé a de I’alcool a 90 pendant quelques secondes ;

e On laisse ensuite la lame se sécher a ’air libre sur la paillasse du laboratoire a 1’abri des

mouches et de la poussiere.
Phase 3 : COLORATION

La coloration était réalisée a 1’aide d’une solution mere concentrée de GIEMSA, qui sera diluée a
10% avec de I’eau distillée pour colorer les lames et permettant de mettre en évidence les parasites
au microscope. La solution GIEMSA contient un mélange de deux colorants, le bleu de méthyléne

qui permet de colorer le cytoplasme du parasite en bleu et 1’éosine qui colore le noyau en rouge.

Apres avoir préparé la solution de dilution de GIEMSA a 10%, on plonge les lames a colorer dans
cette solution diluée pendant 10 a 15 minutes, puis les faire sortir pour ensuite les rincer a de 1’eau
de robinet de fagon tres délicate pour ne pas perdre la goutte et le frottis sur la lame puis on la

laisse se sécher pour I’examiner au microscope.
Phase 4 : EXAMEN AU MICROSCOPE

Pour la recherche des parasites du paludisme, nous travaillons seulement avec 1’objectif *100 du

microscope qui doit étre en contact avec 1’huile & immersion préalablement déposée sur la goutte
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€paisse pour 1’estimation de la densité parasitaire ou le frottis sanguin mince pour I’identification

de I’espece plasmodiale.
CALCUL DE LA DENSITE PARASITAIRE

La densité parasitaire est estimée suite au comptage simultané du nombre de parasites et de
leucocytes dans chaque champ par le lecteur a 1’aide d’un compteur classique manuel jusqu’a 300

leucocytes comptés, et le comptage s’arréte pour appliquer la formule standard suivante :

7500 X Nombre de parasites comptés
300

Nombre de parasites par pL =

La valeur obtenue est exprimée par pL de sang.

Dans les cas de tres forte parasitémie, lors du comptage simultané, lorsqu’on atteint 100 parasites

comptés avant d’arriver a 100 leucocytes comptés, le comptage peut s’arréter a 200 leucocytes.

ANNEXE 3 : EXTRACTION D’ADN DE P.falciparum AVEC LE KIT Qiagen

Le kit Qiagen donne un meilleur rendement quant a la sensibilité et la pureté de I’ADN obtenu

apres 1’exécution du protocole d’extraction ci-apres indiqué par le fabricant
1¢r¢ étape : DECOUPAGE DES PAPIERS CONFETTIS

MATERIEL

e QGants

e Puncheurs

e Plaques sur lesquelles seront découpés les papiers confettis

e Tubes eppendorf de 1,5ml, 50ml, de collections et leurs portoirs adaptés
e Colonnes

e Papiers Kimwipes

e Alcool 70 ou 90 degrés

e FEau distillée
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PROCEDURES

On enfile les gants pour numéroter les tubes Eppendorf 1.5ml et colonnes par les identifiants des
patients sur les papiers confettis. Le méme identifiant de patient est numéroté sur un tube 1.5ml et

une colonne.

Ensuite, on range les tubes Eppendorf 1.5ml dans le portoir pour la réception des spots (3 spots en

général) de confettis qui seront découpés a 1’aide du puncheur.

Pour le découpage, le papier confetti est déposé sur la plaque, ensuite on prend le puncheur
préalablement nettoy€ par 1’alcool et I’eau distillée a 1’aide du papier Kimwipes pour découper le
spot de confetti en appuyant le bout du puncheur sur le papier confetti, ensuite effectuer des
mouvements circulaires de sens opposé jusqu’a détacher le spot du papier confetti puis on le
transfert dans le tube Eppendorf 1,5ml correspondant. On procéde toujours au nettoyage de la
plaque et du puncheur par de 1’alcool et de I’eau distillée a la fin du découpage d’un spot de confetti

avant de procéder au découpage du prochain confetti.
2¢me étape : EXTRACTION DE L’ADN DES SPOTS DE CONFETTIS AVEC LE KIT
Qiagen
MATERIEL
e Trois bains maries
e Portoirs flottants pour bains marie pouvant contenir les tubes Eppendorf 1,5ml
e FEthanol absolu

e Pipettes de 20ul, 200ul et 1000ul

e Vortexeuse et centrifugeuse

NB : Anticiper les étapes du protocole en mettant les bains maries a 85, 56, 70 degrés
respectivement pour les étapes 2, 3 et 4 ; et vérifier que les réactifs du kit Qiagen respectent les

régles édictées par le fabricant pour leur usage.
PROCEDURE

1. Dans les tubes de 1,5ml contenant les 3 spots de sang déja découpés ajouter 180uL de buffer

ATL.
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2. Incuber a 85°C pendant 10mn puis centrifuger brievement pour faire descendre les gouttelettes

de solution se trouvant sur les parois du tube.

3. Ajouter 20ul de protéinase K de la solution de stock. Vortexer, puis incuber a 56°C pendant une
heure. Centrifuger briévement pour faire descendre les gouttelettes de solution se trouvant sur les

parois du tube.

Apres cette centrifugation, I’ADN était conservé a -20 degrés pour son utilisation lors techniques

moléculaires.

4. Ajouter 200uL de buffer AL aux échantillons. Centrifuger bien et incuber a 70°C pendant 10mn
puis centrifuger briévement pour faire descendre les gouttelettes de solution se trouvant sur les

parois du tube.

5. Ajouter 200uL d’éthanol (96%) aux échantillons, bien vortexer puis centrifuger briévement pour

faire descendre les gouttelettes de solution se trouvant sur les parois du tube.

6. Soigneusement transférer la solution de 1’étape 5 dans les colonnes. Fermer les colonnes puis
centrifuger a 8000rpm pendant Imn. Transférer 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 500 uLL du buffer AW1. Fermer les colonnes
puis centrifuger a 8000 rpm pendant Imn. 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 500 pL de buffer AW2. Fermer les colonnes

puis centrifuger a 14000 rpm pendant 3mn.

9. Transférer les colonnes dans de nouveaux tubes de collection et jeter les tubes de collection qui
contiennent le filtrat puis centrifuger a haute vitesse pendant Imn. Cette étape aide a éliminer le

restant de la solution du buffer AW?2 restant apres 1’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 150uL du
buffer AE ou d’eau distillée. Incuber a la température ambiante (15°C a 25°C) pendant 1mn puis

centrifuger a 8000rpm pendant 1mn.

BAGAYOKO lbrahim These Pharmacie



Etude d’efficacité thérapeutique des combinai thérapeutiques a base d’artémisinine dans la localité de Sélingué entre 2016 et 2020 au Mali — LBMA 2023

Apres cette centrifugation de I’étape finale, ’ADN obtenu était bien conservé a -20°C pour la

réalisation des techniques moléculaires.
ANNEXE 4 : AMPLIFICATION DES GENES mspl, msp2 et glurp de P.falciparum :

» Amplification du géne mspl

e Premiere réaction d’amplification : PCR1

C’est une PCR classique qui consistait a amplifier les blocs 1 et 3 du géne msp1 avec la paire

d’amorce suivante :
Amorce sens M1-OF : 5°- CTAGAAGCTTTAGAAGATGCAGTATTG -3’
Amorce antisens M1-OR : 5°- CTTAAATAGTATTCTAATTCAAGTGGATCA -3’

Le tableau ci-apres représente la composition des réactifs utilisés ainsi que leur volume

correspondant pour une réaction de PCR

Réactifs Conc initiale Volume (uL) Conc finale
Eau Biosedra Qsp 25
Buffer 10X 2.5 1X
dNTP 2mM 2.5 0.2mM
MgCl12 25mM 2 2mM
Amorce sens M1-OF 10uM 2.5 1uM
Amorces anti-sens M1-OR 10pM 2.5 1uM
Taq solis 5U/uL 0.4 2.5U
ADN 3

e Deuxiéme réaction d’amplification : PCR2

Elle caractérise le géne msp1. Elle consistait a amplifier les allotypes K1, Mad20 et Ro33 du gene
mspl avec une paire d’amorce spécifique utilisée pour chaque allotype. Chaque paire d’amorce

est constituée d’une amorce aller ou amorce sens (F) et d’une amorce retour ou amorce anti-sens

(R).
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Amorce sens M1-KF : 5’- AAATGAAGAAGAAATTACTACAAAAGGTGC -3’

Amorce anti-sens M1-KR : 5’- GCTTGCATCAGCTGGAGGGCTTGCACCAGA -3’

-Allotype Mad20

Amorce sens M1-MF : 5°- AAATGAAGGAACAAGTGGAACAGCTGTTAC -3’

Amorce anti-sens M1-MR : 5°- ATCTGAAGGATTTGTACGTCTTGAATTACC-3’

-Allotype Ro33

Amorce sens M1-RF : 5°- TAAAGGATGGAGCAAATACTCAAGTTGTTG -3°

Amorce antisens M1-RR : 5°- CATCTGAAGGATTTGCAGCACCTGGAGATC 3’

Le tableau ci-apres récapitule les réactifs utilisées et leurs différentes concentrations au cours de

cette deuxiéme amplification génique :

Réactifs Concentration Volume (uL) Concentration
initiale finale

Eau Biosedra Qsp 25

Buffer 10X 2.5 1X

dNTP 2mM 2.5 0.2mM

MgCl2 25mM 2 2mM

Amorce sens M2-OF 10pM 2.5 1uM

Amorces anti-sens M2-OR 10uM 2.5 1uM

Taq solis S5U/uL 0.4 2.5U
ADN 3

Le volume total du mélange réactionnel utilisé pour I’amplification était de 25uL.. Chaque

tube PCR contenait donc un volume de 20uL. de mélange de réactifs et un volume de Sul

d’ADN a amplifier. L’ADN extrait par la méthode de Qiagen était utilisé a la premiere
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réaction PCR, et I’amplicon obtenu au cours de la premiere réaction était utilisé comme
ADN de la deuxieme réaction PCR. L’amplification est réalisée dans le thermo cycler dont
le principe est basé sur la variation de la température. Les programmes suivants étaient

utilisés selon les réactions :
PROGRAMME
Premiére réaction d’amplification
1%r¢ étape : Elle se réalise une seule fois.
Dénaturation initiale a 95°C pendant cinq (5) minutes.
2¢me étape : Elle consiste a faire une
-Dénaturation a 95°C pendant une (1) minute
-Hybridation a 59°C pendant deux (2) minutes
-Elongation a 72°C pendant deux (2) minutes.
Ce cycle est répété 40 fois suivant I’ordre chronologique.
3¢me étape : Elle marque la fin du processus d’amplification
Elongation finale & 72°C pendant dix (10) minutes.
4%me étape : Elle consistait juste a conserver les amplicons obtenus a 4°C.
Deuxieme réaction d’amplification
1¢r¢ étape : Elle se réalise une seule fois.
Dénaturation initiale a 95°C pendant cinq (5) minutes.
2¢me étape : Elle consiste & faire une
-Dénaturation a 95°C pendant une (1) minute
-Hybridation a 59°C pendant deux (2) minutes

-Elongation & 72°C pendant deux (2) minutes.
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Ce cycle est répété 25 fois suivant I’ordre chronologique.

3¢me étape : Elle marque la fin du processus d’amplification.
Elongation finale & 72°C pendant dix (10) minutes.

4%me étape : Elle consistait a conserver les amplicons obtenus a 4°C

NB : La différence entre les deux programmes est que 1’étape 2 est réalisée 25 fois dans la
deuxiéme réaction d’amplification au lieu de 40 fois dans la premicre réaction

d’amplification.
» Amplification du géne msp2

Les mémes procédés d’application PCR et de programme PCR ont été utilisés comme pour
le géne mspl, avec aussi 'utilisation de différentes paires d’amorces dans les deux
réactions d’amplification. Les différentes paires d’amorces utilisées sont aussi spécifiques

pour le géne msp2 et constituent la seule différence entre les deux techniques.
Les séquences des paires d’amorces utilisées lors des deux réactions étaient les suivantes :
Premiére réaction d’amplification : PCR1
Amorces sens ou M2-OF : 5°- ATGAAGGTAATTAAAACATTGTCTATTATA -3’
Amorces anti-sens ou M2-OR : 5’- CTTTGTTACCATCGGTACATTCTT -3’
Deuxieme réaction d’amplification : PCR2

Les alleles 3D7 et FC27 du géne msp2 étaient le centre d’intérét de notre étude. Les séquences

de paires d’amorces utilisées étaient les suivantes :

-Iso forme 3D7

Amorce sens M2-IcF : 5°- AGAAGTATGGCAGAAAGTAAKCCTYCTACT -3’
Amorce antisens M2-IcR : 5’- GATTGTAATTCGGGGGATTCAGTTTGTTCG -3’
-Iso forme FC27

Amorce sens M2-FcF : 5°- AATACTAAGAGTGTAGGTGCARATGCTCCA -3’
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Amorce anti-sens M2-FcR: 5’- TTTTATTTGGTGCATTGCCAGAACTTGAAC -3’
» Amplification du géne Glurp

Le type de PCR et les séquences de paires d’amorces spécifiques pour le géne glurp étaient les
différences notoires entre la technique commune réalisée dans mspl et msp2. Cependant, le

programme PCR appliqué était aussi différent du programme commun de msp1 et msp2

La semi-nested PCR était le type PCR utilis¢, qui consistait a réaliser la méme premicre réaction
d’amplification du geéne glurp utilisée pour mspl et msp2, mais a la seconde réaction
d’amplification, seule I’amorce aller ou amorce sens (F) était changée dans la séquence de paire

d’amorce spécifique utilisée.

Les séquences de paires d’amorces étaient les suivantes :

Premiére réaction d’amplification : PCR1

Amorce sens G-OF : 5’- TGAATTTGAAGATGTTCACACTGAAC -3’
Amorce anti-sens G-OR : 5’- GTGGAATTGCTTTTTCTTCAACACTAA -3’
Deuxiéme réaction d’amplification : PCR2

Amorce sens Glurp F : 5’- ATGAATTTGAAGATGTTCACACTGAAC -3’
Amorce anti-sens G-OR : 5’- GTGGAATTGCTTTTTCTTCAACACTAA -3’
Apres la réalisation des mélanges réactionnels PCR, les programmes PCR étaient les suivants :
Premiére réaction d’amplification

1¢r¢ étape : Elle se réalise une seule fois.

Dénaturation initiale a 95°C pendant cinq (5) minutes.

2¢me gtape : Elle consiste a faire une

-Dénaturation a 95°C pendant une (1) minute

-Hybridation a 59°C pendant deux (2) minutes

-Elongation & 72°C pendant deux (2) minutes.
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Ce cycle est répété 40 fois suivant I’ordre chronologique.
3¢me étape : Elle marque la fin du processus d’amplification
Elongation finale & 72°C pendant dix (10) minutes.

4%me étape : Elle consistait juste a conserver les amplicons obtenus a 4°C.
Deuxiéme réaction d’amplification

1¢r¢ étape : Elle se réalise une seule fois.

Dénaturation initiale a 95°C pendant cinq (5) minutes.

28me étape : Elle consiste a faire une

-Dénaturation a 95°C pendant une (1) minute

-Hybridation a 59°C pendant deux (2) minutes

-Elongation & 72°C pendant deux (2) minutes.

Ce cycle est répété 25 fois suivant I’ordre chronologique.
3¢me étape : Elle marque la fin du processus d’amplification.
Elongation finale & 72°C pendant dix (10) minutes.

4%me étape : Elle consistait & conserver les amplicons obtenus a 4°C.

ANNEXE 5 : ANALYSE DES PRODUITS DE LA PCR

La technique d’électrophorese sur gel d’agarose réalisée apres les différentes réactions de PCR
était I’outil d’analyse du génotypage des échantillons a travers I’observation des bandes apparues

sous I’effet de la lampe UV.
MODE OPERATOIRE

MATERIEL

e Poudre d’agarose
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Tampon de Tris Borate EDTA 0.5x (TBE 0.5x)
Bromure d’éthidium

Balance

Tube d’Erlenmeyer

Pipettes de 200 et embout adapté

Four a micro-ondes

Cuve d’¢électrophorese

Bac de migration et peigne adapté

PROCEDURE

Le gel d’agarose était réalisé a I’aide d’une solution concentrée a 2%.

On verse la quantit¢ de poudre d’agarose préalablement pesée a la balance dans le tube
d’erlenmeyer, et on ajoute le volume de TBE 0.5x correspondant pour atteindre 2% comme
concentration finale de la solution. On place ensuite le tube d’erlenmeyer contenant la
solution d’agarose dans le four a micro-onde pendant 1 minute 30 secondes.

On laisse refroidir un peu et on ajoute 30uL. de bromure d’éthidium a la solution, puis on
remue la solution mixte jusqu’a obtenir un mélange homogéne.

On fait ensuite couler notre solution dans le bac de migration avec peigne adapté bien
équilibré, et on laisse ensuite la solution pendant quelques minutes jusqu’a polymérisation
compléte.

Aprées polymérisation, on enléve les peignes qui forment des petits trous sur le gel appelés
puits. On loge ensuite dans les puits, les amplicons (ADN) de PCR, les contrbles (positif
et négatif) ainsi que le marker de taille servant a mesurer la taille des bandes apparues apres
1’¢lectrophoréese.

L’¢lectrophorése consiste a submerger le bac contenant le gel a migrer avec les différents
¢chantillons dans la cuve a électrophorése préalablement remplie par la solution de TBE
0,5x reliée a un générateur de courant sous une tension (voltage et ampérage) pendant
quelques minutes afin de faire migrer I’ADN présent dans I’amplicon du pole négatif (-)

vers le pole positif (+).
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Visualisation des bandes sous U.V

Apres migration de I’ADN, le gel était placé sous la lumicre Ultra-Violette du Trans illuminateur,
puis une capture ¢était réalisée a laide de la caméra du systtme UVP (UV
TRANSILLUMINATOR) sur Dordinateur reli¢ au Trans illuminateur. La capture était
sauvegardée dans I’ordinateur pour I’interprétation des bandes visibles a I’ceil nu sur la capture

grace a I’effet de la fluorescence émise par le bromure d’éthidium.
Interprétation des bandes apercues

Les bandes ¢€taient interprétées pour déterminer le polymorphisme des genes a travers 1’estimation
de leur taille par rapport aux bandes du marqueur de taille spécifique par le programme UVP (UV
TRANSILLUMINATOR). L’apparition, d’une bande spécifique au niveau d’un amplicon de PCR
correspondait a la présence d’un allotype de P.falciparum, de deux bandes spécifiques a deux
allotypes différents, ainsi de suite... Cependant, plus le géne est polymorphe, plus il représente de

bandes au niveau d’un alléle.

Les résultats obtenus de la réponse au traitement a partir de msp1, msp2 et glurp étaient classifiés
suite a une comparaison du niveau de la position des clones (bandes) chez un méme patient au jour
de son recrutement (JO) et le jour ou il s’est présenté avec du parasite de P.falciparum dans le sang

avant la fin du calendrier de visites (jour de I’échec de traitement).

Le classement était fait par comparaison de la position des clones au jour du recrutement JO et le
jour de I’échec de traitement du patient suite a la réponse au traitement a partir des résultats de

mspl, msp2 et glurp
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SERMENT DE GALIEN

Je jure, en présence des maitres de la
Faculté, des conseillers de 1’Ordre des
Pharmaciens, et de mes condisciples :

D’honorer ceux qui m’ont instruit dans
les préceptes de mon art et de
leur témoigner ma reconnaissance en
restant fidéle a leur enseignement,

D’exercer dans D'intérét de la Santé
Publigue ma profession avec conscience
et de respecter non

seulement la 1égislation en vigueur, mais aussi les regles de I’honneur, de
la probité et du désintéressement,

De ne jamais oublier ma responsabilité et mes devoirs envers le malade et
sa dignité humaine,

En aucun cas, je ne consentirai a utiliser mes connaissances et mon etat
pour corrompre les meeurs et favoriser les actes criminels,

Que les hommes m’accordent leur estime si je suis fidéle a mes
promesses,

Que je sois couvert d’opprobres et mépris€ de mes confreres si j’y manque
|

Je le jure !
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