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Introduction  

Le paludisme représente un problème majeur de santé publique et sur le développement en 

Afrique. Selon le rapport mondial sur le paludisme 2020, 241 millions de cas de paludisme ont 

été rapportés dans le monde et le nombre de décès a atteint 627 000 cas(1). La région Afrique 

concentre en elle seule les 96% des cas des décès mondiaux dont 80% des cas ont continué à 

toucher les enfants de moins de 5 ans (1). 

Ces 15 dernières années ont été marquées par des progrès sans précédent accomplis dans la 

lutte contre le paludisme dans le monde. Outre les baisses importantes dans la morbidité et la 

mortalité imputables au paludisme obtenues depuis 2000, 17 pays ont éliminé la maladie (à 

savoir qu’aucun cas autochtone n’a été enregistré pendant trois années ou plus), dont six pays 

ont été certifiés exempts de la maladie par l’OMS. Ces progrès ont suscité de nouveaux débats 

concernant l’objectif ultime de l’éradication mondiale du paludisme. Dans ce contexte, il est 

urgent que l’OMS clarifie la position de l’Organisation concernant l’objectif d’éradication du 

paludisme (2). En Afrique subsaharienne, malgré que de nombreuses stratégies ont été mises 

en œuvre entre autres l’utilisation généralisée des moustiquaires imprégnées d’insecticides à 

longue durée d’action (3), le traitement préventif intermittent chez la femme enceinte (4) et la 

chimio prévention du paludisme saisonnier chez les enfants de 3 à 59 mois (5), l’élimination et 

l’éradication du paludisme restent toujours d’actualité. Cette élimination est retardée en Afrique 

subsaharienne non seulement pour des raisons économiques, mais aussi entre autres, à cause de 

l’apparition et du développent de la résistance de Plasmodium falciparum (P. falciparum) aux 

antipaludiques et des anophèles vecteurs aux insecticides.  

Bien que l'ensemble de la population soit exposé au risque de contracter le paludisme, les 

groupes les plus vulnérables sont les femmes enceintes et les enfants de moins de 5 ans. Afin 

de protéger les jeunes enfants contre ce fléau, l’Organisation Mondiale de la Santé a, dans sa 

recommandation de mars 2012, exhorté les pays africains de la sous-région du sahel l’adoption 

de la nouvelle stratégie qu’est la Chimio prévention du Paludisme Saisonnier (CPS). Cette 

stratégie consiste à administrer une combinaison de médicaments antipaludiques (à dose 

thérapeutique) durant la saison où le risque lié à la transmission est le plus élevé. Les 

médicaments recommandés pour cette stratégie sont une combinaison de Sulfadoxine-

Pyriméthamine (SP) et d’Amodiaquine (AQ) pour un effet actif d’environ 28 jours après leur 

administration (4). C’est ainsi que la CPS a été adoptée et incluse dans le plan stratégique de 
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tous les Programmes Nationaux de Lutte contre le Paludisme et a permis de réduire la 

parasitémie et le paludisme clinique chez les enfants des pays concernés (6).  

A nos jours, la combinaison SP plus AQ a toujours conservé son efficacité dans les zones où la 

CPS est mise en œuvre. Cependant, se souvenant de la résistance des parasites du paludisme à 

la chloroquine (7) et de la propagation de la résistance à l’actuel pilier du traitement 

antipaludique qu’est l’artémisinine et ses dérivées (8), il est donc urgent et indispensable de 

renforcer les systèmes actuels de surveillance de l’émergence et de la propagation de la 

résistance de P. falciparum à la combinaison SP plus AQ.  

La résistance de P. falciparum à la SP plus AQ anéantirait les années d’efforts consacrés à la 

recherche de l’élimination du paludisme en Afrique subsaharienne. En effet, selon certains 

auteurs, la CPS avec SP plus AQ peut augmenter la pression médicamenteuse et entrainer la 

sélection des marqueurs moléculaires de résistance à la SP et/ou l’AQ (9). Les mutations des 

codons (51, 59 et 108) du gène Pfdhfr et des mutations des codons (437 et 540) du gène Pfdhps 

sont connues comme étant de bons indicateurs de résistance à la SP (10,11), et des rapports 

récents indiquent qu’une double mutation Pfcrt et Pfmdr1 est un bon marqueur de résistance à 

l’AQ (12,13).  

Au Tchad en 2020, avec 1 055 819 cas confirmés et 2 955 décès, le paludisme représentait la 

principale cause de consultations (42%), d’hospitalisations (39%) et de décès (32%) dans les 

formations sanitaires (14). En plus des pertes en vies humaines, le paludisme coûte cher en 

dépenses de santé publique au Tchad (15).  

Afin de réduire le fardeau du paludisme subit par les enfants de la tranche d’âge 3-59 mois, le 

pays a mis en place par une note ministérielle du 08 février 2013, la CPS. Depuis la mise en 

œuvre de la CPS, il y a très peu d’études sur l’impact de cette stratégie sur la morbidité et la 

mortalité (16).  Le but de notre travail était d’évaluer la prévalence des marqueurs moléculaires 

de résistance de P. falciparum à la SP plus AQ au Tchad. 
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Hypothèse de recherche  

L’utilisation à large échelle de la Sulfadoxine-Pyriméthamine plus Amodiaquine contribuerait 

à la sélection des souches de P. falciparum résistantes à la SP plus AQ dans la population cible 

de la CPS. 
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Pour vérifier cette hypothèse, nous nous sommes fixés des objectifs suivants : 

1. Objectifs de l’étude 

1.1. Objectif général 

Evaluer la prévalence des marqueurs moléculaires de résistance de P. falciparum à la SP plus 

AQ au Tchad. 

1.2. Objectifs spécifiques 

 Déterminer la prévalence des marqueurs moléculaires de résistance de P. falciparum à 

la SP plus AQ dans la population de moins de 5 ans au Tchad.  

 Déterminer la prévalence des marqueurs moléculaires de résistance de P. falciparum à 

la SP plus AQ dans la population de 5 ans et plus au Tchad. 

 Comparer les prévalences des marqueurs moléculaires de résistance de P. falciparum à 

la SP plus AQ de la population de moins de 5 ans et celle de 5 ans et plus au Tchad. 
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2. Méthodologie 

2.1. Cadre d’étude :  

L’étude s’est déroulée dans les 21 régions identifiées comme sites d’études 

répartis entre 9 zones sur le territoire du Tchad. 

Zone1 : N’Djaména 

Zone2 : Kanem, Lac Tchad et Barh El Gazal 

Zone3 : Ennedi Est, Ennedi Ouest, Wadi Fira et Ouaddaï 

Zone4 : Hadjer Lamis, Batha et Guéra 

Zone5 : Salamat et Sila 

Zone6 : Mandoul et Moyen Chari   

Zone7 : Logone Oriental, Logone Occidental et Tandjilé 

Zone8 : Mayo-Kebbi Est et Mayo-Kebbi Ouest 

Zone9 : Chari Baguirmi 
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Source : https://d-maps.com/carte.php?num_car=4995&lang=fr  

Figure 1 : Carte du Tchad représentant les différents sites d’études. 

Légende :  

 

Remarque : Sur la carte, le numéro allant de 1 à 9 reparti dans les régions designe les 

différentes zones et pour savoir l’appartenance de chaque région voir la partie du cadre 

d’étude section méthodologie. 

Région qui a servi l’ENIPT-2017  

Région faisant activité CPS  

Ni enquête, ni CPS 

 

https://d-maps.com/carte.php?num_car=4995&lang=fr
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2.2. Type d’étude 

Nous avons effectué une étude transversale menée sur les indicateurs du paludisme au Tchad 

lors d’une enquête nationale.  

2.3 Période d’étude 

L’étude de terrain a été réalisée d’Octobre à Novembre 2017 et l’analyse moléculaire dans le 

laboratoire de MRTC de Mai à Octobre 2018. 

 2.4. Population d’étude 

Nous avons travaillé sur les résultats PCR des échantillons récoltés au cours de l’enquête 

nationale. La tranche d’âge de la CPS est de 3 à 59 mois, comme les âges ont été catégorisés en 

< 5 ans et ≥ 5 ans dans la base de l’enquête nationale c’est pourquoi nous avons utilisé ces deux 

tranches d’âge.  

2.4.1. Paramètres sociodémographiques  

Les données sociodémographiques majeures utilisées lors de l’enquête étaient : l’âge, le lieu de 

résidence, la source de l’eau, le type de toilette utilisée, le type de logement, l’utilisation des 

grillages aux portes et fenêtres. 

2.4.2. Réception des échantillons au laboratoire  

Les confettis de cette enquête ont été réceptionnés au laboratoire de l’Unité d’Epidémiologie 

Moléculaire et de Chimiorésistance du Malaria Ressearch and Training Center (MRTC). 

Ensuite, ils ont été triés conformément aux numéros d’identification de la base de données.  

2.4.3. Echantillonnage 

C’était un échantillon aléatoire qui nous a amené à tirer 111échantillons par région sur les 26000 

échantillons collectés dans les 21 régions (voir figure 1) en tenant compte des ressources 

disponibles.  

Pour ce faire, un tri aléatoire du nombre de confettis par région, groupe d’âge et population 

cible a été effectué à l’aide du logiciel SPSS 16.0. En tout 2208 confettis ont été retenus  

2.5. Test statistique :  

Les données ont été saisies sur Excel et analysées sur R. Le Khi² a été utilisé pour la 

comparaison de proportion entre les allèles mutants et les allèles sauvages. Le seuil de 

significativité a été fixé p<0.05. 

2.6. Aspect éthique : 

C’est une enquête conduite sous la direction du ministère de la santé publique avec la mise en 

place d’un comité de pilotage et un comité technique par un arrêté du ministre. Aussi, il faut 
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souligner que tous les participants ont donné leur consentement libre et éclairé avant l´inclusion 

dans l’enquête.   

2.7. Méthodes moléculaires  

2.7.1. Echantillon :   

Le matériel biologique était constitué de sang prélevé sur papiers filtre buvard (Whatman) pour 

les analyses moléculaires.  

2.7.2. L’extraction de l’ADN plasmodial : 

La méthode d’extraction utilisée est le kit Qiagen®. 

Matériel et réactifs 

Il est nécessaire de réunir les matériels et réactifs suivants avant de procéder à l’extraction de 

l’ADN :  

Blouse, paire de gants, paire de ciseaux, papier hygiénique, confettis, marqueur indélébile, 

racks, tubes eppendorf, Becher, poubelle, portoirs pour pipette, micropipette (100, 200, 1000 

µl), embouts (100, 200, 1000 µl), QIAamp DNA Mini Kit, hotte, plaque chauffante ou 

thermocycleur, thermomètre à mercure, Bain-marie, vortex ou agitateur électrique, Eau pour 

nettoyage des ciseaux, congélateur.  

Mode opératoire 

L’extraction de l’ADN plasmodial a été faite à l’aide du Kit QIAGEN Cat. No. 51306. 

La procédure d’utilisation du Kit QIAGEN est décrite comme suite : 

 Ouvrir le Kit Qiagen et reconstituer le Buffer AW1 et AW2 en ajoutant de l’éthanol 

pur ;  

 Découper les languettes de confettis imbibés de sang et séché à l’aide de ciseaux et 

introduire dans les cryotubes labéllés conforment au numéro de chaque confetti ;  

 Ajouter 180 μl de Buffer ATL, s’assurer que les échantillons sont vraiment au fond de 

chaque tube, incuber à 85°c pendant 10 minutes, centrifuger brièvement ; 

  Ajouter 20μl de protéinase K, mélanger à l’aide d’un vortex, incuber à 56°c pendant 1 

heure ensuite centrifuger brièvement pour faire descendre le liquide qui se trouve sur la 

paroi du tube ; Cette étape correspond à la lyse des hématies. 

  Ajouter 200 μl de Buffer AL, agiter à l’aide d’un vortex et incuber à 70°c pendant 10 

minutes, centrifuger brièvement ;  

NB : Ne jamais verser la protéinase K sur le Buffer AL selon le fabricant. 
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 Ajouter 200 μl d’éthanol (96 -100%), agiter au vortex et centrifuger brièvement, 

transférer tout le contenu du tube de 0,5 ou 1,5 ml dans la colonne munie de filtre tout 

en évitant les mousses, bien fermer la colonne et centrifuger à 8000 tours par minute 

pendant une minute. Retirer délicatement le tube contenant le filtre sans que le bout ne 

touche le liquide ; 

  Prendre la mixture de l’étape N°6 et mettre dans le tube spin colonne, centrifuger à 

8000 tours/mn pendant 1mn, transférer la membrane (spin) dans une autre colonne de 

2ml.  

NB : Au cas où le bout de spin touche le déchet liquide, il est préférable de reprendre la 

centrifugation ; 

 Ajouter 500 μl de Buffer AW1 dilué avec de l’éthanol, centrifuger à 8000 tours par 

minute pendant une minute ensuite jeter le tube contenant le déchet, remplacer par une 

autre colonne stérile ;  

 Ajouter 500 μl de Buffer AW2 dilué avec de l’éthanol, centrifuger à 1400 tours par 

minute pendant 3 minutes, transférer le spin dans les tubes correspondants au numéro 

d’identification du tube qui doit recueillir l’ADN ; 

 Ajouter 150 μl de Buffer AE dans les tubes et incuber pendant 1mn à la température 

ambiante, centrifuger à 8000 tours par minute pour faire descendre l’ADN et conservé 

à –20° c (température selon laquelle l’ADN ne perdra pas sa propriété)  

2.7.3. Les analyses moléculaires : 

L’étude moléculaire a été réalisée au laboratoire de l’Unité d’Epidémiologie Moléculaire et de 

Chimiorésistance du Malaria Research and Training Center (MRTC). L’analyse moléculaire a 

été réalisée en utilisant la méthode RFLP (17). Pour les marqueurs moléculaires de résistance à 

la Sulfadoxine-Pyrimétamine les mutations d’intérêt étaient sur les codons 59 du gène Pfdhfr 

et les codons 437 et 540 du gène Pfdhps. Quant à l’Amodiaquine, les mutations d’intérêt sur 

les codons 86 du gène Pfmdr1 et le codon 76 du gène Pfcrt.  

Après l’extraction, nous avons procédé à l’amplification, à la digestion avec les enzymes de 

restriction. Ensuite on a interprété les photographies de l’ensemble de gels.  

2.7.3.1. Principe : 

Le principe est basé sur l’amplification exponentielle in vitro de l’ADN en présence d’amorces 

spécifiques, de nucléotides, de Taq polymérase et d’un milieu tampon. 
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2.7.3.2. Amplification de l’ADN plasmodial : 

 Matériels 

Blouse, gants, marqueur indélébile, tubes de 200 μl ou 500 μl et 1500 μl, pipettes (2 ; 10 ; 20 ; 

100 ; 200 et 1000 μl) embout (2 ; 10 ; 20 ; 100 ; 200 et 1000 μl), racks, portoirs pour pipettes, 

Thermocycleur, poubelle. 

 Préparation des réactifs de PCR 

 dNTPs :  

Une solution de travail équimolaire des quatre dNTPs (désoxy Nucléotide Triphosphate) de 2 

mM était préparée à partir d’un stock de 100mM.  

 Solution tampon (PCR Buffer) :  

La solution mère est concentrée à 10X, elle était fournie par les compagnies commerciales avec 

le Mg2+. Pour le stock de travail, on préparait des aliquotes concentrés à 7,5 mM de MgCl2, 

12,5mM MgCl2 et 17,5mM MgCl2.   

 Amorces  

En général, elles venaient sous forme de poudre (lyophilisée) depuis la firme, à partir de la 

poudre, le stock de travail de 100 µM était préparé ; la concentration finale dans le tube 

réactionnel était de 1μM. 

 Taq Polymérase 

C’est une enzyme isolée d’une bactérie thermophile d’après Thermus aquaticus. Cette bactérie 

est adaptée à la vie dans des sources d’eau chaude. Cette enzyme est responsable de la 

polymérisation en respectant la complémentarité des bases nucléotidiques. 

 Réactifs pour la révélation  

 Solution de migration, TBE (Tris Borate EDTA) :  

Pour composer une solution de stock de travail d’un litre avec une concentration de 5 fois ou 

5X et avec un pH=8. On a pris 54g de Tris base (89mM) (RAD-1610719) ; 27,5g d’acide 

borique (89mM) (SIG-B6768-1KG) ; et 0,37g d’EDTA (Ethyl-diamine trichloro-acétate) Na 

(2mM) (SIG-E6758-100G), ensuite dissoudre dans de l’eau de-ionisée jusqu’à obtenir 1 litre. 

La solution finale de migration d’ADN était 0,5 fois concentrée soit 0,5X.   

 Colorant de migration :  

C’est du bleu de bromophénol (BB). Ce colorant s’obtenait en mesurant 35ml de glycérol, 15ml 

d’eau de-ionisée et 0,125g de bleu de bromophénol.  
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 Gel de migration :   

La préparation est faite à partir de 2 g de poudre d’agarose dilué dans du TBE à 0,5X pour 

obtenir un volume de 100ml. La solution est ensuite chauffée dans un four à micro-onde pendant 

3 min, permettant ainsi la dissolution complète de l’agarose. Après le chauffage, on y ajoute un 

colorant fluorescent, le bromure d’éthilium (3ul), puis le gel est coulé dans un moule de 

migration contenant les peignes. Au bout de 30 min, le gel est prêt à être utilisé pour la 

migration.  

 Le Bromure d’Éthidium :   

C’est un produit qui va s’intercaler entre les brins d’ADN et les rend fluorescent à la lumière 

ultra violette au moment de la révélation.  

 Marqueur de poids moléculaires :   

Ce marqueur de poids moléculaires constituait la solution de référence. Pour la résuspension en 

solution des lyophilisats d’amorces, diluer 100μl de paires de bases de l’ADN dans 400μl d’eau 

stérile. Puis, ajouter 100μl du colorant bleu six fois concentré, pour former un mélange de 

600μl. 

 Techniques  

Nous avons procédé au génotypage de Pfdhfr et de Pfdhps respectivement au codon 59 et aux 

codons 437 et 540. C’est la méthode basée sur la restriction spécifique à l’allèle qui a été 

utilisée.  

2.15.1. Détermination des polymorphismes aux codons 59 de Pfdhfr  

 Première amplification 

Au cours de cette première étape, nous avons réalisé la procédure ci-après  (18) (19) : 

 Identifier les tubes de 200 µl conformément aux numéros des confettis à traiter.  

 Préparer le mélange des réactifs dans un tube de 1,5ml, en fonction du nombre 

d’échantillons à traiter par réaction selon le tableau.  

 Repartir dans chaque tube identifié 20µl du mélange réactionnel.  

 Ajouter 5µl d’ADN extrait au Qiagen dans le tube correspondant.  

 Centrifuger brièvement les tubes contenant le mélange réactionnel.  

 Placé les tubes bien fermés dans le Thermocycleur pour l’amplification avec le 

programme approprié.  

Couples d’amorces de la première amplification :   

FR51-A : GCGCGCTAATAACTACACATTTA  
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FR51-B : CCCGGGCTCTTATATTTCAATTT 

Tableau I: Mélange réactionnel de la première amplification de Pfdhfr des codons 51 et 

59 pour un volume final de 25 µl : 

Réactifs Concentration 

initiale 

Concentration 

finale 

Volume par 

réaction en µl 

H2O - - 11,875 

Buffer/ Mgcl2 5X/ 12,5 mM 1X/ 2,5 mM 5 

dNTPs 2 mM 200 µM 2,5 

FR51-A 100 µM 1 µM 0,25 

FR51-B 100 µM 1 µM 0,25 

Taq polymérase 5U / µl 0,025U 0,125 

Volume Total - - 20 µl 

Pour un volume total de 25 μl, on ajoute dans chaque tube 5 μl de l’ADN extrait au Qiagen et 

1 μl d’ADN+4 μl d’eau pour les témoins.  

Tableau II : Programme de la première amplification de dhfr  

Etapes Températures Temps 

1 Dénaturation initiale 95°C 5 min 

2 Dénaturation 92°C 30 secs 

3 Hybridation 45°C 30 secs 

4 Elongation 65°C 45 secs 

5 Nombre de cycle, 44 cycles   

6 Elongation finale 72°C 15 min 

 7 Fin du programme                                                      4ºC                                Infini 

 

Deuxième amplification :   

De même que la première amplification, nous avons identifié les tubes de 200 µl conformément 

aux numéros des produits de la première amplification à traiter. Puis nous avons préparé le 

mélange dans un tube 1,5 ml en fonction du nombre d’échantillons à traiter par réaction. Après 

nous avons reparti dans chaque tube identifié 24µl de la solution du mélange. Puis nous avons 

ajouté 1μl du produit de la 1 ère amplification dans le tube correspondant. Ensuite nous avons 

effectué une brève centrifugation des tubes. Les tubes bien fermés sont à la fin mis dans le 
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Thermocycleur pour l’amplification selon le programme approprié. Enfin, faire 

l’électrophorèse sur gel d’agarose à 2% et Prendre de la photo du gel. 

Couple d’amorces de la deuxième amplification :  

FR51-D : CTAGGAAATAAAGGATATTACCATGG 

FR59-D : ATTTTTCATATTTTGATTCATTCACATATGTTGTAACTGTAC 

Tableau III: Mélange réactionnel de la deuxième amplification des codons 51 et 59 de 

Pfdhfr pour un volume final de 25 µl 

Réactifs Concentration 

initiale 

Concentration 

finale 

Volume par 

réaction en µl 

H2O - - 11,875 

Buffer/ Mgcl2 5X/ 12,5 m 1X/ 2,5 mM 5 

dNTPs 2 mM 200 µM 2,5 

FR59-W 100 µM 1 µM 0,25 

FR59-M 100 µM 1 µM 0,25 

Taq polymérase 5U / µl 0,025U 0,125 

Volume Total - - 20 µl 

On ajoute dans chaque tube 1 µl du produit de la première amplification 

Programme de la deuxième amplification des codons 51 et 59 de Pfdhfr 

 

Tableau IV : Programme de la deuxième amplification des codons 51 et 59 de Pfdhfr  

Etapes Températures Temps 

1 Dénaturation initiale 95°C 2 min 

2 Dénaturation 92°C 30 secs 

3 Hybridation 45°C 30 secs 

4 Elongation 65°C 30 secs 

5 Nombre de cycle, 44 cycles   

6 Elongation finale 72°C 15 min 

7 Fin du programme                                                          4ºC                              Infini 
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Digestion enzymatique du produit de la 2ème amplification :    

Nous avons d’abord sélectionné les échantillons qui ont des bandes correctes de la 2ème 

amplification. Puis nous avons numéroté des nouveaux tubes de 200 µl conformément aux 

numéros du produit de la deuxième amplification à traiter. Ensuite nous avons préparé le 

mélange des réactifs dans un tube 1,5 ml en fonction du nombre d’échantillons à traiter. Après 

nous avons reparti dans chaque tube identifié 15µl du mélange. Ensuite nous avons ajouté 5μl 

du produit de la deuxième amplification dans le tube correspondant. Puis nous avons 

brièvement centrifugé. En fin nous avons placé les tubes dans un Thermocycleur, l’incubateur, 

ou le bain marie, ou les plaques chauffantes. La digestion se fait à une température de 50°C 

pendant 6heures au minimum. Puis nous avons procédé à l’électrophorèse sur gel d’agarose à 

2% pendant au moins 30mn à 100V (volte). Finalement nous avons fait la révélation sous UV. 

Puis nous avons pris la photo du gel, et nous l’avons interprété.   

Composition du Mélange réactionnel des codons 51 et 59 de Pfdhfr de la digestion  

Tableau V: Composition du Mélange réactionnel des codons 51 et 59 de Pfdhfr  

Réactifs  Volume par réaction 

H2O  12,6 µl 

NE Buffer 2.1  2 µl 

BsrGI  0,4 µl 

Total  15 µl 

 

Ajouter dans chaque tube 5 µl du produit de la deuxième amplification. 

Interprétation et validation des résultats :   

Nous avons tenu compte des conditions suivantes lors de l’interprétation de la photographie du 

gel :   

Critères de validité du résultat de l’électrophorèse :  

Conformité de la taille du produit de la digestion par rapport à celle attendue ;  

L’absence de bandes au niveau des contrôles négatifs 

Présence des bandes au niveau des contrôles positifs  

Critères de jugement pour la classification d’un échantillon en sauvage ou mutant : 

L’enzyme de restriction utilisée BsrGI coupe les souches de génotypes sauvages en 65 et 36 

pb.  
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Les échantillons avec des bandes de même taille que le témoin sensible correspondent aux 

souches sauvages.  

Les échantillons avec des bandes de même taille que le témoin résistant correspondent aux 

souches mutantes.   

Un échantillon est considéré comme mixte quand il présente à la fois une bande correspondant 

au sauvage et une bande correspondant au mutant.  

2.15.2. Détermination des mutations ponctuelles aux codons 437 et 540 au niveau de 

dihydropteroate synthétase. 

Première amplification :   

La méthode de préparation des réactifs pour cette première étape est la même que celle utilisée 

pour la première PCR des Pfdhfr triples mutants, les éléments qui changent sont les amorces 

qui sont représentées ci-dessous et l’extension qui se fait à 65oC pendant 45 sec. 

Couples d’amorces de la première amplification :  

Amorces spécifiques au codon 437 :  

Amorce sens PS400-A : GGGGTATTAAATGTTAATTATGATTCT  

Amorce anti-sens PS400-B : GGGGTCACATTTAACAATTTTATT  

Amorces spécifiques au codon 540 :  

Amorce sens PS500-A : GGGCCCAAACAAATTCTATAGTG  

Amorce anti-sens PS500-B : GGCCGGTGGATACTCATCATATA 

Deuxième amplification :   

Même que celle utilisée pour la deuxième PCR des Pfdhfr triples mutants, les éléments qui 

changent sont les amorces qui sont représentées ci-dessous et l’extension qui se fait à 65oC 

pendant 45 secondes. 

Couple d’amorces de la deuxième amplification :  

Amorces spécifiques au codon 437 : 

Amorce sens : PS400-D1 : TGTTCAAAGAATGTTTGAAATGA  

Amorce anti-sens : PS400-D2 : CCATTCTTTTTGAAATAATTGTAAT  

La taille attendue pour les produits de PCR est de 150 pb. 

Amorces spécifiques au codon 540 :  

Amorce sens : PS500-D1 : GCGCGCGTTCTAATGCATAAAAGAGG 

Amorce anti-sens : PS500-D2 : CGGGTAAGAGTTTAATAGATTGATCAGCTTTCTTC 

La taille attendue pour les produits de PCR est de 210 pb. 
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Digestion enzymatique du produit de la 2ème amplification : 

Même procédure que celle utilisée pour la digestion des Pfdhfr triples. Les éléments qui varient 

sont les enzymes qui sont représentées par AVAII pour le Pfdhps 437 et FOK I pour le Pfdhps 

540. 

Interprétation et validation des résultats    

Même que précédemment en termes des critères de validité et de jugement sauf que les éléments 

suivants changent : 

L’enzyme de restriction utilisée AVA II coupe les souches de génotypes résistantes en 75 et 75 

pb.  

L’enzyme de restriction utilisée FOK I coupe les souches de génotypes résistantes en 145 et 56 

pb.  

Détermination du génotype des codons 86 et 76 au niveau de Pfmdr1 et Pfcrt respectivement. 

Première amplification    

La méthode de préparation du milieu réactionnel pour cette première étape est la même que 

celle utilisée pour la première PCR des Pfdhfr triples mutants, les éléments qui changent sont 

les amorces qui sont représentées ci-dessous et l’élongation qui se fait à 60oC pendant 45 sec. 

Couples d’amorces de la première amplification :   

Amorces spécifiques au codon 86 de Pfmdr1 :  

Amorce sens MDR-1 : ATGGGGTAAAGAGAGAAAGA  

Amorce anti-sens MDR-2 : AACGCAAGTAATACATAAAGTCA  

Amorces spécifiques au codon 76 de Pfcrt :  

Amorce sens P1 : CCGTTAATAATAAATACACGCAG  

Amorce anti-sens P2 : CGGATGTTACAAAACTATAGTTACC 

Deuxième amplification  

La méthode de préparation du milieu réactionnel pour cette deuxième étape est la même que 

celle utilisée pour la deuxième PCR des Pfdhfr triples mutants, les éléments qui changent sont 

les amorces qui sont représentées ci-dessous et l’élongation qui se fait à 65oC pendant 45 sec. 

Couple d’amorces de la deuxième amplification :  

Amorces spécifiques au codon 86 de Pfmdr1 :  

Amorce sens : MDR-3 : TGGTAACCTCAGTATCAAAGAA  

Amorce anti-sens : MDR-4 : ATAAACCTAAAAAGGAACTGG 

 La taille attendue pour les produits de PCR est de 521 pb. 
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Amorces spécifiques au codon 76 de Pfcrt :  

Amorce sens : D1 : TGTGCTCATGTGTTTAAACTT  

Amorce anti-sens : D2 : CAAAACTATAGTTACCAATTTTG  

La taille attendue pour les produits de PCR est de 134 pb. 

Digestion enzymatique du produit de la 2ème amplification   

Pour faire la digestion, nous avons utilisé la même procédure que celle qui a été utilisée pour la 

digestion des Pfdhfr triples. Les éléments qui varient sont les enzymes qui sont représentées et 

la température de digestion qui est à 50°C pour l’enzyme APO I pour le Pfcrt et l’enzyme AFL 

III pour le Pfmdr1.    

Interprétation et validation des résultats :   

Les conditions de validité et de jugement pour la classification en génotype sauvage ou mutant 

sont les mêmes que précédemment, les éléments qui changent sont les suivants :    

L’enzyme de restriction utilisée AFL III coupe les souches de génotypes résistantes en 295 et 

226 pb.  

L’enzyme de restriction utilisée APO I coupe les souches de génotypes sensibles en 100 et 34 

pb.  
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3. Résultats 

L’étude a porté sur les participants âgés de moins de 5 ans et 5 ans et plus pendant la période 

de l’enquête de 2017. Elle s’est déroulée dans les 21 régions identifiées comme sites d’études 

répartis entre 9 zones sur le territoire du Tchad. 

3.1 Résultats socio-démographiques 

Tableau VI: répartition des participants selon les tranches d'âge 

Tranches d'âge Effectif Pourcentage 

<5ans 963 45,4 

5ans et plus       1157 54,6 

Total            2120 100 

Les enfants de moins de 5 ans représentait 45, 4% de notre population d’étude tandis que la 

tranche d’âge de 5 ans et plus représentait à 54,6%.    

 

Tableau VII: répartition des participants en fonction des zones 

Zones Effectif Pourcentage 

Sahélienne 

Zone2 41 1,9 

Zone3 62 2,9 

Zone4 51 2,5 

Soudanienne 

Zone1 91 4,3 

Zone5 314 14,8 

Zone6 355 16,7 

Zone7 472 22,2 

Zone8 402 18,9 

Zone9 335 15,8 

 Total 2123 100 

Les zones soudaniennes sont beaucoup plus représentées en effectif que les zones sahéliennes. 
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3.2 Etude moléculaires 

 

Tableau VIII: prévalence des allèles mutants du codon 59 du gène Pfdhfr selon les 

classes d’âge  

 <5ans 5 ans et plus p 

Allèles  

dhfr59  
n % n % 

 

Sauvage  25 2,9 33 2,9  

Mutant  849 97,1 1119 97,1 0,99 

Total  874 43,1 1152 56,9  

La prévalence des allèles mutants de Pfdhfr59 était identique dans les deux tranches d’âges 

(97,1%) avec une valeur de p= 0,99.  

 

Tableau IX: prévalence des allèles mutants du codon 437 du gène Pfdhps selon les classes 

d’âge  

 <5ans 5 ans et plus p 

Allèles 

dhps437  
n % n % 

 

Sauvage  566 61,3 736 65,2  

Mutant  358 38,7 393 34,8 0,06 

Total  924 45 1129 55  

La prévalence des allèles mutants de Pfdhps437 était de 38,7% et 34,8% respectivement chez 

les sujets de moins de 5 ans et les sujets de 5 ans et plus avec une valeur de p= 0,06. 
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Tableau X : prévalence des allèles mutants du codon 540 du gène Pfdhps selon les classes 

d’âge.  

  <5ans 5 ans et plus p 

Allèles 

dhps540 
n % n % 

 

Sauvage 796 87 1010 91,9  

Mutant 119 13 89 8,1 < 0,001 

Total 915 45,4 1099 54,6  

 

Pour les mutations du codon 540 du gène Pfdhps, nous avons constaté que la prévalence des 

allèles mutants des isolats dans la tranche d’âge de moins de 5 ans (13%) était plus élevée que 

celle de la tranche d’âge de 5 ans et plus (8,1%) avec une différence statistiquement significative 

(p < 0,001).  

 

Tableau XI : prévalence des allèles mutants du codon 86 gène Pfmdr1 selon les classes 

d’âge. 

 <5ans 5 ans et plus p 

Allèles 

Pfmdr1_86  
n % n % 

 

Sauvage  620 74,5 919 83,2  

Mutant  212 25,5 186 16,8 < 0,001 

Total  832 43 1105 57  

De ce tableau, ressort que la prévalence des allèles mutants du codon 86 de Pfmdr1 des isolats 

dans la tranche d’âge de moins de 5 ans (25,25%) était statistiquement plus élevée que celle des 

sujets d’âge de 5 ans et plus (16,8%) (p <0,001). 
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 Tableau XII: prévalence des allèles mutants du codon 76 du gène Pfcrt selon les classes 

d’âge  

 <5ans 5 ans et plus p 

Allèles 

Pfcrt76  
n % n % 

 

Sauvage  525 59,8 692 63,9  

Mutant  353 40,2 391 36,1 0,0627 

Total  878 44,8 1083 55,2  

La prévalence des allèles mutants de Pfcrt76 de la tranche d’âge de moins de 5 ans (40,2%) 

était comparable à celle de la prévalence de la tranche d’âge des 5 ans et plus (36,1%) avec un 

p = 0.0627. 
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4. Discussions et commentaires :  

Le Programme National de Lutte contre le Paludisme (PNLP) du Tchad a entrepris une enquête 

transversale de prévalence des marqueurs moléculaires de la résistance à la Sulfadoxine-

Pyriméthamine et à l’Amodiaquine sur l’ensemble du territoire du Tchad dénommée « Enquête 

Nationale sur les Indicateurs du Paludisme au Tchad en 2017 ». L’étude s’est déroulée dans les 

21 régions identifiées comme sites d’études répartis entre 9 zones sur le territoire. Le but de 

notre présent travail était d’évaluer la prévalence des marqueurs moléculaires de résistance de 

P. falciparum à la SP plus AQ au Tchad dans le contexte de l’implémentation de la CPS.  

Nous avons recherché s’il y avait une sélection des marqueurs moléculaires de résistance dans 

la population cible de la CPS comparée aux autres tranches d’âges.  

La population cible de la CPS de notre étude était des enfants de moins de 5 ans (45, 4%) et les 

autres tranches d’âge étaient de (54,6%).  

4.1 Les marqueurs de résistance à la Sulfadoxine-Pyriméthamine et à l’Amodiaquine :  

La méthode RFLP a été utilisée pour la recherche des allèles mutants des gènes Pfdhps, Pfdhfr, 

Pfcrt et Pfmdr1  

4.1.1. Prévalence de l’allèle mutant du codon 540 du gène Pfdhps 

La prévalence de l’allèle mutant 540 du Pfdhps était faible, elle était inférieure au seuil de 50% 

défini par l’OMS pour l’utilisation de la SP dans une zone d’intervention. Cette prévalence était 

statistiquement plus élevée dans la tranche d’âge de moins de 5 ans avec 13% comparée à la 

prévalence de 8,1% de la tranche d’âge de 5 ans et plus (p < 0.001). Ces résultats sont supérieurs 

à ceux d’une étude conduite au Cameroun par Tuedom A.G.B et al., en 2021, qui a trouvé une 

prévalence de 0,33% de l’allèle mutant 540 de Pfdhps (20). Cette différence avec l’étude du 

Cameroun pourrait s’expliquer par l’inachèvement de l’implémentation de la CPS dans cette 

région. Nos résultats étaient également supérieurs à ceux trouvés au Mali et au Sénégal 

respectivement par Mahamar A. et al., en 2022 avec 4% de prévalence (21) et par Lo A.C. et 

al., en 2013 qui n’ont trouvé aucune mutation (22). Ces différences pourraient s’expliquer par 

une différence géographique entre les populations parasitaires ou par une utilisation 

inappropriée de la Sulfadoxine-Pyrimêthamine au Tchad.   

4.1.2. Prévalence de l’allèle mutant du codon 437 du gène Pfdhps selon les classes d’âge 

La prévalence de l’allèle mutant de Pfdhps437 était de 38,7% et 34,8% respectivement chez 

les sujets de moins de 5 ans et les sujets de 5 ans et plus avec une valeur de p= 0,0655.  
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Nos résultats étaient largement en dessous des résultats de l’étude du Sénégal où la prévalence 

de l’allèle mutant Pfdhps437 était élevée dans les villages CPS avec une prévalence de l'allèle 

mutant Pfdhps437 qui était de 87,5 % contre une prévalence de 67,56% dans les villages 

témoins (22). Cette différence de prévalence entre les résultats de ces deux études pourrait 

s’expliquer par le niveau relativement faible de la couverture de la CPS au Tchad au moment 

de cette étude comparée au Sénégal qui serait beaucoup plus en avance dans l’implémentation 

de la CPS.  

4.1.3. Prévalence de l’allèle mutant du codon 59 du gène Pfdhfr  

La prévalence de l’allèle mutant de Pfdhfr59 était comparable dans les deux tranches d’âges 

(97,1%) avec un p= 0,996. 

Nos résultats étaient largement supérieurs à la prévalence de 30% d’allèle mutant Pfdhfr59 

trouvée au Tchad par Souleymane I.M. et al., en 2018 (23). Cette différence de prévalence dans 

le même pays pourrait s’expliquer par la petite taille d’échantillons utilisée dans cette étude, car 

ces auteurs ont travaillé juste sur 30 échantillons et dans une seule région, alors que notre étude 

a porté sur 2208 échantillons à l’échelle nationale.   

Cependant, nos résultats étaient comparables aux résultats de l’étude faite au Mali par Mohamar 

A et al., en 2014, qui a révélé une prévalence de 98,8% d’allèle mutant du Pfdhfr59 (21). Cette 

similarité des résultats pourrait s’expliquer par le fait que le Mali et le Tchad auraient un niveau 

comparable d’implémentation de la CPS. 

4.1.4. Prévalence de l’allèle mutant du codon 76 du gène Pfcrt  

La prévalence de 40% de l’allèle mutant de Pfcrt76 dans la tranche d’âge de moins de 5 ans 

était comparable à celle de la prévalence de 36,1% de la tranche d’âge des 5 ans et plus avec 

une valeur de p = 0.0627.   

Cette prévalence était comparable à celle de 30% trouvée par Tuedom A.G.B et al., en 2021 au 

Cameroun (20).   

Par contre, la prévalence d’allèle mutant de la population cible de notre étude était le double de 

la prévalence de 20% trouvée dans la population cible d’une étude menée au Burkina Faso par 

Sondo P. et al., en 2021 (24). Cette élévation de la prévalence de l’allèle mutant Pfcrt76 au 

Tchad et au Mali par rapport au Burkina Faso pourrait s’expliquer par l’utilisation élevée des 

combinaisons thérapeutiques à base d’artémisinine impliquant les molécules partenaires 

comme la pipéraquine ou l’amodiaquine qui sont des analogues structuraux de la chloroquine 

pouvant entrainer une sélection croisée de l’allèle mutant Pfcrt76.   
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 4.1.5. Prévalence de l’allèle mutant du gène Pfmdr1  

La prévalence de 25,25% de l’allèle mutant du codon 86 du Pfmdr1 dans la tranche d’âge de 

moins de 5 ans était plus élevée que celle de 16,8% des sujets d’âge de 5 ans et plus avec une 

différence statistiquement significative (p < 0,001). 

Nos résultats étaient en dessous de la prévalence de 50% trouvée au Cameroun par Tuedom 

A.G.B et al., en 2021 (20), mais comparables à la prévalence de 20% trouvée par Lo A. C. et 

al., en 2013 au Sénégal (22). 

Cette baisse de prévalence des allèles mutants du gène Pfmdr1 au Tchad et au Sénégal par 

rapport à celle du Cameroun pourrait s’expliquer par la pression médicamenteuse liée à la 

luméfantrine qui est connue pour son effet sélectif des allèles sauvages du Pfmdr1. 

L’augmentation de la prévalence de l’allèle mutant du codon 86 de Pfmdr1 dans la population 

cible pourrait s’expliquer par le fait que cette tranche d’âge présente des concentrations 

résiduelles des médicaments de la CPS donc une possibilité de sélection de cet allèle. 
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  5. Conclusion :  

Les résultats de cette étude ont montré une sélection des allèles mutants du codon 540 du gène 

Pfdhps et du codon 86 du gène Pfmdr1 plus élevée dans la population cible de la CPS comparée 

aux autres tranches d’âges.   
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Recommandations :  

Au terme de cette étude, nous voudrions formuler les recommandations suivantes :  

 Au Ministère de la Santé Publique et de la Solidarité Nationale : 

Allouer un fond de la recherche pour le suivi de l’évolution des marqueurs moléculaires 

de résistance aux médicaments de la CPS ;  

 Au Programme National de Lutte contre le Paludisme :  

Mettre des mesures de surveillance pour continuer à évaluer l’évolution des marqueurs 

moléculaires de résistance de P. falciparum aux médicaments de la CPS.  

 Aux partenaires techniques et financiers :  

Aider le PNLP à se doter d’un laboratoire de biologie moléculaire pour mener à bien les 

activités de recherche dans le domaine du paludisme sur ses différents sites sentinelles 

et les études sur les enquêtes nationales. 
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