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1. INTRODUCTION

Le paludisme reste un probleme écrasant en Afrique, ou se produisent environ 90%
de la morbidité et de la mortalité liées au paludisme dans le monde [1]. Dans la plus
grande partie de I'Afrique subsaharienne, la majorité des cas sont causés par
Plasmodium falciparum, le parasite le plus virulent du paludisme humain, et le
parasite présentant la plus grande probabilité de résistance aux meédicaments. Le
réle clé des médicaments antipaludiques en Afrique est le traitement de l'acceés
palustre simple. Les maladies non compliquées constituent la grande majorité des
épisodes de paludisme, et la maladie est principalement observée chez les enfants
[1]. Le traitement est axé sur le paludisme a P falciparum, et doit étre dirigé contre
les organismes potentiellement résistants aux médicaments. Depuis le début du 21e
siécle, les traitements de choix pour le paludisme en Afrigue sont les CTA [2].
Presque tous les pays d'Afrique subsaharienne recommandent ['artéméther-
lumefantrine, I'artésunate-amodiaquine ou lI'un de ces schémas pour le traitement du
paludisme non compliqué [[3] [4]]. Les autres CTA pertinents pour I'Afrique et
recommandés par 'OMS sont la dihydroartémisinine-piperaquine,
'artésunateméfloquine et ['artésunate-pyronaridine [4]. D'autres schémas
thérapeutiques non approuvés par I'OMS pour I'Afrigue mais disponibles dans
certains contextes sont l'artésunate-sulfadoxine-pyriméthamine, I'artémisinine-

pipéraquine, lI'artémisinine-naphtoquine et I'artérolane-pipéraquine.

Le traitement standard du paludisme grave est I'artésunate intraveineux, qui a mon-
tré une meilleure efficacité et une diminution de la mortalité par rapport a la quinine
dans deux grands essais randomisés, dont I'un a porté sur plus de 5 000 enfants
africains [[5] [6]] L'artésunate rectal [7], I'artéméther intramusculaire [8] et l'artémé-
ther rectal [9] peuvent étre administrés dans des contextes ou la thérapie intravei-
neuse n'est pas possible. La quinine intraveineuse reste une thérapie alternative
pour le paludisme grave [10]. En plus du traitement des maladies aigués, des médi-
caments antipaludéens sont utilisés pour prévenir le paludisme en Afrique. Les stra-
tégies recommandées par 'OMS sont la thérapie préventive intermittente, avec la
sulfadoxine-pyriméthamine mensuelle pour prévenir le paludisme pendant la gros-

sesse [[11] [12]] et la chimioprévention du paludisme saisonnier, avec I'amodiaquine-
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sulfadoxine-pyriméthamine mensuelle pour diminuer l'incidence du paludisme infan-

tile pendant la saison

des pluies dans certaines parties de la sous-région du Sahel ou la transmission du
paludisme est trés saisonniére [13]. D'autres stratégies, notamment la thérapie pré-
ventive intermittente dans d'autres populations [14], le traitement de masse [[15] [16]]
et la détection et le traitement curatif des cas [17], sont & I'étude. La chimioprophy-
laxie pour le paludisme est une pratique de routine pour les voyageurs qui se rendent
en Afrique a partir de régions ou le paludisme n'est pas endémique, le plus souvent

avec de l'atovaquone-proguanil, de la méfloquine ou de la doxycycline [18].

L'utilisation de médicaments pour le traitement ou la prévention du paludisme en
Afrigue est menacée par la résistance. La résistance aux médicaments plus anciens,
notamment la chloroquine et les aminoquinoléines et antifolates apparentés, est
répandue depuis des décennies [19]. Les nouvelles CTA semblent rester trés
efficaces [20], mais une résistance aux CTA est apparue en Asie du Sud-Est [21]. Il
convient de noter que la résistance a de nombreux antipaludiques, notamment la
chloroquine, la méfloquine, la quinine et les artémisinines, est apparue
indépendamment en dehors de I'Afrique. La sélection de la résistance pourrait étre
moins probable en Afrique que dans d'autres régions en raison du niveau élevé
d'immunité des populations africaines, du haut niveau de complexité des infections
africaines et d'autres facteurs qui limitent I'émergence de souches résistantes
relativement inaptes [22]. La sensibilité aux médicaments en Afrique est surveillée

sur la base de criteres cliniques, parasitologiques et moléculaires standardisés.

L'émergence et la propagation incontrdlée des parasites Plasmodium falciparum reé-
sistants a l'artémisinine dans la sous-région du Grand Mékong au cours des 13 der-
niéres années représentent une grave menace potentielle pour la lutte contre le pa-
ludisme dans le sous-continent Indien et en Afrique. La résistance a l'artémisinine
compromet les combinaisons thérapeutiques a base d'artémisinine (CTA), le traite-
ment de premiére ligne du paludisme a P. falciparum [4]. La résistance a l'artémisi-
nine augmente le risque d'échec du traitement par les CTA et sélectionne donc les
médicaments partenaires pharmacorésistants [[23] [24]]. La résistance a l'artésunate-

meéfloquine dans I'est du Myanmar et a la dihydroartémisinine-pipéraquine au Cam-
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bodge, dans le nord-est de la Thailande et dans le sud du Vietnam a été rapportée
par différentes études [[25] [26] [27]].

Les mutations du géne codant pour une protéine Kelch (pfkelch ; PF3D7_1343700)
sur le chromosome 13 de P falciparum sont fortement associées a la résistance a
l'artémisinine [28], entrainant une réduction de la sensibilité au stade du cycle et une
lente élimination des parasites. L'amplification de la plasmepsine [[23] [24]]
(PF3D7_1408000) et les mutations dans le transporteur de résistance a la
chloroquine de P falciparum (pfcrt ; PF3D7_0709000) en aval du locus de résistance
a la 4-aminoquinoléine (positions 72-76 avec Lys76Thr) ont toutes deux été
associées a la résistance a la piperaquine [[26] [29] [30] [31] [32]]; pfmdrl
(PF3D7_0523000) est un marqueur bien établi de la résistance a la méfloquine [[25]
[33]], qui contribue également a réduire la sensibilité a la luméfantrine en Asie du
Sud-Est [34].

Le Mali est actuellement parmi les dix pays les plus touchés par le paludisme en
Afrique. Les mesures visant a contréler le paludisme ne peuvent étre efficaces que si
elles reposent sur des données globales, fiables et actualisées. L'amélioration des
connaissances sur la chimiosensibilité des antipaludiques au Mali permettra
d'orienter les interventions de maniére tant réfléchie qu'objective. La prévalence du
paludisme dans la population, la distribution des especes plasmodiales, I'efficacité
des molécules antipaludiques et des moustiquaires imprégnées d’insecticides et
l'apparition de nouvelles souches chimiorésistances, ne sont que quelques
indicateurs tres utiles parmi d'autres servant de justificatifs visant a réduire la morbi-
mortalité liée au paludisme au Mali. Le présent travail a donc été réalisé en vue de
mettre a jour les connaissances sur la chimiosensibilité de P. falciparum au Mali tout
en utlisant des méthodes moléculaires. Nous avons cherché a évaluer les
marqueurs de résistance dans des isolats de parasites obtenus dans le cadre d’une
étude menée dans deux sites du Mali, le village de Dangassa et la ville de Nioro du

Sahel.
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2. OBJECTIFS

2.1. Objectif général

Etudier la fréquence des marqueurs moléculaires de résistance aux principales
molécules antipaludéens pouvant étre associées a l'artémisinine a Dangassa et a
Nioro en 2016.

2.2. Objectifs spécifiques

> Décrire les aspects cliniques et biologiques du paludisme chez les patients re-
cus au CScom de Dangassa et au Csref de Nioro du Sahel pendant la saison

de transmission 2016

» Déterminer la proportion des marqueurs moléculaires de résistance de P. fal-

ciparum aux antipaludiques a Dangassa et a Nioro du Sahel en 2016

» Comparer les proportions de marqueur moléculaire de résistance de P. falci-
parum a Dangassa et a Nioro du Sahel pendant la saison de transmission
2016

4
These de Médecine M. Cheick Oumar TRAORE




Epidémiologie Moléculaire de la Résistance de P. falciparum aux Antipaludiques a Dangassa et a Nioro du
Sahel au Mali

3. GENERALITES

3.1. Paludisme a P. falciparum

3.1.1. Particularités biologiques de P. falciparum

P. falciparum est actuellement I'espéce la plus répandue dans le monde et occupe la
premiere place en termes de morbidité et de mortalité palustres. Plusieurs
caractéristiques biologiques propres a ce parasite expliguent en partie son
importance. Il est l'agent étiologique de la malaria tropicale, la principale cause de
déceés due a une maladie infectieuse a transmission vectorielle, faisant 0,5 million de
victimes chaque année [35]. L'eucaryote unicellulaire subit un cycle de vie complexe
et est un parasite intracellulaire obligatoire des hépatocytes (cliniguement silencieux)
et des érythrocytes (responsables de la maladie, figure 1.). Les Plasmodium sont
haploides une grande partie de leur cycle, et se retrouvent diploides uniquement
chez leur héte définitif, entre la fécondation et la formation des sporozoites. Une
infection peut évoluer vers un large éventail de pathologies, notamment une anémie
sévére et un paludisme cérébral, qui peuvent entrainer la mort. P. falciparum se
reproduit de maniere répétée pendant 48 heures a l'intérieur des érythrocytes, ce qui
entraine une croissance exponentielle et une progression rapide de la maladie. En
tant que principale maladie infectieuse touchant les enfants, aucun autre agent
pathogene n'a exercé une pression de sélection aussi forte sur le génome humain.
Plus de 20 polymorphismes, dont le trait drépanocytaire, ont été sélectionnés dans
les populations humaines, malgré les colts d'adaptation élevés, car ils offrent une
protection contre les infections mortelles a P. falciparum [36]. Il n'existe pas de

vaccin efficace, mais plusieurs traitements curatifs sont disponibles.

En 2002, le génome nucléaire du clone de laboratoire 3D7 de P. falciparum a pu étre
séquenceé par Gardner et al. [37], via une stratégie de « shotgun sequencing » sur
chaque chromosome. Il comporte 23,3 Mb portées par 14 chromosomes, et est
particuliéerement riche en adénine et thymine (80 %). Environ 5300 genes codant
pour des protéines ont pu étre dénombrés. En plus de ce génome nucléaire,
Plasmodium est aussi doté d’'un génome mitochondrial de 6 kb et d’'un génome de 35
kb, propre a son apicoplaste [38]. La connaissance de la séquence compléte de P.
falciparum pose les bases de la compréhension de ses diverses voies métaboliques

et de l'identification de nouvelles cibles thérapeutiques potentielles. Gardner et al.
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ont ainsi pu établir un schéma offrant une vue d’ensemble du métabolisme de

Plasmodium.

Trophozo:te

Gametocyte ? \ A\
stage / @ ~ Schlzont

Ring Asexual
blood stage

Ei rythrocyte\
-t

By 1

Sporozoite ( =
S

Microgamete

Liver stage

Hepatocyte

Trends in Parasitology

Source: [35]

Figure 1 : Cycle de vie biologique de P. falciparum

3.1.2. Taxonomie et classification

P. falciparum est classé comme suit :
PHYLUM : Apicomplexa

CLASSE : Aconoidasida

ORDRE : Haemosporida

FAMILLE : Plasmodiidae

GENRE : Plasmodium

ESPECE : falciparum

3.1.3. Epidémiologie de l'infection palustre

Le paludisme est une maladie provoquée par des hématozoaires appartenant au
genre Plasmodium. Deux espéces parmi les cing qui infectent ’lhomme, Plasmodium

falciparum et Plasmodium vivax, ont un impact majeur en santé publique. P.
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falciparum provoque une infection aigué, potentiellement mortelle chez les sujets peu
ou non immuns. P. vivax, longtemps considéré comme provoquant des infections
bénignes, est maintenant reconnu comme un pathogéne susceptible de provoquer

des complications graves, responsables de déces [1]

3.1.4. Clinique et pathophysiologie de I'infection a P. falciparum

P. falciparum est la cause majeure de mortalité infantile, principalement en Afrique
subsaharienne. Il est le facteur majeur de pauvreté en Afrique et dans d’autres
régions endémiques du monde. La maladie est causée par les stades sanguins
asexués. La triade classique d’'un acces palustre comprend fiévre, sueurs et frissons,
qui surviennent de facon plus ou moins réguliere, et qui correspondent a la rupture
synchrone des schizontes et a la libération des déchets issus du métabolisme du
parasite dont 'hémozoine. A cette symptomatologie peuvent s’associer & d’autres
signes non spécifiques tels que la myalgie, I'asthénie, les céphalées ou les troubles
digestifs. Les accés récurrents sont responsables d’anémies potentiellement

séveres, et de splénomégalies, quelle que soit 'espéce en cause.

La morbidité et la mortalité sont dues a un large éventail de pathologies, dont
l'acidose métabolique, la défaillance d'un organe, I'anémie et le coma (figure 1.) et
'acquisition d'une immunité partielle est lente et de courte durée, méme aprés des

années de réinfections continues.

Erythrocyte

—
Female f Male™,
gametocyte gametocyte

Splenic Placental

clearance Cerebral malaria

malaria

Trends in Parasitology

Figure 2 : Principales manifestations cliniques du paludisme
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Les formes cérébrales sont presque exclusivement I'apanage de P. falciparum, qui
entraine I'expression a la surface des érythrocytes qu’il contamine, de molécules
d’adhésion telles que PfEMP1. De ce fait, les hématies parasitées par des formes
agées de P. falciparum (schizontes) sont séquestrées au niveau des capillaires de
différents organes et notamment le cerveau, pouvant entrainer la défaillance de ces
organes [39]. La traduction clinique peut consister en des troubles de la conscience,
des convulsions, une défaillance respiratoire ou cardiovasculaire, une acidose, ou
encore une insuffisance rénale. Il convient d’identifier au plus vite ces formes graves,
pour mettre en place en urgence les traitements spécifiques et symptomatiques qui
s’imposent alors. L’'OMS a établi en 2000 la liste des critéres cliniques et biologiques
de gravité en zone immune, et plusieurs de ces critéres sont retrouvés parmi ceux
établis par la Société de Pathologie Infectieuse de Langue Francaise (SPILF) pour

définir le paludisme grave d’importation [40].

Le traitement par une thérapie combinée a base d'artémisinine permet de sauver des
vies, mais aucun médicament prophylactique causal n'est utilisé. Une résistance
s'est développée sur le terrain a tous les médicaments antipaludiques disponibles.
Les moustiquaires imprégnées d'insecticide ont un impact majeur sur la réduction de
la transmission ainsi que les traitements preventifs intermittents et la

chimioprévention saisonniére palustre (CPS).

3.1.5. Diagnostic de I'infection a P. falciparum

Etant donné la sévérité potentielle de cette maladie et sa clinique peu spécifique,
'adage « Toute fievre chez un enfant en zone d’endémie est un paludisme jusqu’a
preuve du contraire » est martelé aux étudiants en santé tout au long de leur cursus.
Et pour affirmer le diagnostic, différentes techniques peuvent étre utilisées, mais un
rendu de résultat est impératif dans les 2 heures. La classique association frottis /
goutte épaisse est encore largement utilisée a travers le monde et particulierement
au Mali. Des techniques plus récentes s’incréementent aussi désormais dans les

logigrammes de diagnostic.

3.1.5.1. Frottis mince

L’étalement en monocouche des cellules sanguines et la coloration de celles-ci au

Giemsa constitue une technique de diagnostic direct qui permet a la fois d’identifier
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'espece impliquée dans l'infection en cours par ses caractéristiques morphologiques
et d’évaluer la parasitémie en déterminant le pourcentage d’hématies parasitées par
des formes asexuées. D’autre part, elle est simple et peu colteuse, mais nécessite
une certaine expertise du microscopiste, et sa sensibilité est de l'ordre de 50
parasites par pl [41].

3.1.5.2. Goutte épaisse

Cette technique de concentration présente une bonne sensibilité de 4 parasites / pl
et a 'avantage d’étre peu colteuse, mais elle est assez longue a réaliser et difficile a
lire [42]. Elle consiste a déposer en cercle concentrique sur une lame, une goutte
d’'un volume connu de sang, et a la colorer au Giemsa aprés une étape d’hémolyse.
Une estimation de la parasitémie est possible, mais l'identification de I'espéce est

difficile. Elle est donc généralement utilisée en association au frottis mince.

3.1.5.3. Tests de diagnostic rapide

Les tests de diagnostic rapides (TDR) Les TDR sont fondés sur la détection de
protéines spécifigues de Plasmodiums dans le sang des personnes infectées a l'aide
d’'une membrane en nitrocellulose contenant des anticorps anti-plasmodiums. IIs
détectent les antigénes circulants de Plasmodium par immunochromatographie. Ces
antigenes sont généralement la lactate déshydrogénase (LDH), I'aldolase ou la
protéine 2 riche en histidine (HRP2) qui est spécifique de P. falciparum. lls ne
nécessitent ni source électrique, ni équipement de laboratoire particulier et
permettent de diagnostiquer assez rapidement une infection plasmodiale. De plus ils
se conservent jusqu’a 30°C pour la plupart. Il a été cependant mis en lumiére la
possibilité d’obtenir des faux négatifs en cas d’utilisation de tests basés sur la
détection du HRP-2, certaines souches de P. falciparum n’exprimant pas ce géne
[[43] [44]].

3.1.5.4. Biologie moléculaire

Les techniques de biologie moléculaire ont longtemps été réservees a quelques
centres spécialisés du fait de leur lourdeur, de leur colt, du temps technique qu’elles
demandent et de [limpossibilité de les réaliser en urgence [45]. Elles se
démocratisent désormais grace aux avancées technologiques dans ce domaine, qui

les rendent accessibles, simples d’utilisation et surtout rapides. Pour exemple, le test
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lllumigéne® Malaria (Meridian Bioscience Inc., USA) a obtenu en 2016 le marquage
et permet en 40 min, d’obtenir un résultat qualitatif quant a la présence d’ADN de
Plasmodium spp., et ce avec un seuil de détection de 0,125 a 2 parasites / pl. Il
utilise la technique d’amplification isotherme de I'ADN facilité par boucle (Loop-
mediated isothermal amplification, LAMP), et la présence de I'ADN cible est détectée
par modification d’absorbance du milieu. En cas de positivité, ce test doit étre
complété par une technique microscopique classique pour identifier I'espéce en

cause et déterminer la parasitémie.

3.1.5.5. Quantitative buffy coat (QBC)

Il s’agit d’'une technique de concentration commerciale utilisant un capillaire
contenant de l'acridine orange, marqueur de I'ADN (Drucker Diagnostics, Port
Matilda, USA). Ce capillaire est partiellement rempli du sang du patient, puis
centrifugé, et une lecture au microscope a fluorescence permet ensuite de distinguer
les formes parasitaires au sein de la couche érythrocytaire ou leuco-plaquettaire. Le
seuil de détection est comparable a celui de la goutte épaisse (de l'ordre de 1
parasite / pl), et les compétences nécessaires a sa réalisation et sa lecture sont
rapidement acquises, ce qui fait de cette technique une bonne alternative a la goutte
épaisse [46]. Elle nécessite cependant un équipement particulier, et son codt est
supérieur a celui des techniques de microscopie classique. De plus, l'identification de

I'espéce est complexe, et la quantification n’est pas réalisable.

3.1.5.6. Sérologie

A la suite d’une infection, les anticorps dirigés contre le Plasmodium sont
généralement produits dans les 10 a 20 jours aprés le début de I'accés [47], et ils
persistent environ 6 mois [48]. La sérologie n’est de fait, pas adaptée au diagnostic
d’'urgence, mais peut permettre le dépistage dans le cadre de dons de sang ou
d’'organe, en prévention de la transmission transfusionnelle du paludisme. Elle est
aussi utilisée a visée épidémiologique, ou pour le diagnostic des formes chroniques
de l'infection en zone d’endémie [49]. Les techniques utilisées sont I'enzyme-linked

immunosorbent assay (ELISA) ou 'immunofluorescence
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3.1.6. Traitement et prévention de I'infection a P. falciparum

Si pendant longtemps la chimiothérapie antipaludique a reposé sur I'écorce de
quinquina et la quinine qu’elle contient, 'arsenal thérapeutique s’est peu a peu étoffe.
Aux quinoléines, dérivés synthétiques de la quinine, sont venues s’ajouter d’autres
familles de molécules au mode d’action différent. La combinaison de différents
antipaludiques est la méthode aujourd’hui utilisée pour contrer le phénomeéne de

résistance, et les quinoléines restent ainsi au coeur du traitement antipaludique.

3.1.6.1. Principaux antipaludiques et mécanismes d’action

Les données épidémiologiques, le mode d'action, les mécanismes de résistance et
les marqueurs moléculaires de résistance sont présentés pour chaque médicament

antipaludique utilisé actuellement.

[ éomblﬁalsons
avec artémisinine
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Figure 3 : Introduction des antipaludiques et apparition des résistances (R) de P.
falciparum [50].

L’essentiel de [Il'arsenal antipaludique actuel (figure 4) agit sur les formes
intraérythrocytaires de P. falciparum.
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Figure 4 : Structures chimiques des principaux antipaludiques

3.1.6.1.1. Schizonticides érythrocytaires

3.1.6.1.1.1. Dérivés quinoléiques

Les dérivés quinoléiqgues comprennent la quinine, traitement historique du
paludisme, et ses dérivés, plus ou moins récents. Bien que leur mécanisme d’action
ne soit pas entiérement élucide, il semblerait qu’ils s’accumulent au sein de la
vacuole digestive des Plasmodium, et en modifient le pH le rendant moins acide.
Cette modification s’accompagne d’une incapacité du parasite a détoxifier 'héme
libéré lors de la métabolisation de I'hémoglobine [51]. En effet, le parasite utilise
I’'hémoglobine pour se procurer les acides aminés nécessaires a sa survie, et 'héme
ou ferriprotoporphyrine IX (Fe(ll)PPIX) alors libéré s’oxyde et devient un composé
toxique pour le parasite, la Fe(ll)PPIX. Pour détoxifier ce produit de dégradation, les

plasmodies le transforment en hémozoine, le pigment malarique [52].
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On distingue parmi les dérivés quinoléiques utilisés en traitement des accés palustre,
les amino-4-quinoléines (chloroquine, pyronaridine, amodiaquine, pipéraquine) et les
arylamino-alcools (quinine, quinidine, méfloquine, halofantrine et luméfantrine), qui

différent par leur solubilité et leur basicité.

La chloroquine (CQ) est une amino-4-quinoléine de synthése qui a fait son apparition
aprés la seconde guerre mondiale. Efficace, rapide et bon marché, la CQ s’est
imposée comme un remarquable antipaludique. Cependant, dés 1957, les premiers
cas de résistance a la CQ sont apparus en Asie et en Amérique du Sud. Cette
résistance s’est ensuite rapidement répandue sur les deux continents, puis en
Afrique et elle touche aujourd’hui la totalité des zones d’endémie palustre. Pendant
plus de 30 ans, la CQ a été le médicament de premiere ligne pour prévenir et traiter
le paludisme. La résistance a la CQ s’est accompagnée d'une augmentation

importante de la mortalité due au paludisme [53].

Son activité est liee a ses propriétés d’accumulation sélective dans I'’hématie
parasitée et sa localisation préférentielle dans la vacuole digestive. La CQ, dont le
mécanisme d’action est le plus documenté, est active exclusivement sur les formes
érythrocytaires du parasite. La CQ, base soluble, traverse les différentes membranes
de I'érythrocyte et du parasite et s’accumule dans la vacuole digestive acide, suivant
le gradient de pH. A Tintérieur de la vacuole, la CQ est protonée et ne peut plus
traverser librement la membrane vacuolaire. Prise au piege dans la vacuole, elle y
exerce son action létale pour le parasite. Selon ce mécanisme, I'entrée de CQ dans
la vacuole est directement dépendante du pH. D’autres hypothéses s’accordent sur
I'existence d’un transporteur permettant I'entrée de la CQ dans la vacuole digestive.
Des études ont mis en évidence le lien entre l'altération du pH et 'accumulation de
CQ. Par exemple, I'inhibition de pompes a protons telles que I'échangeur Na*/H" (P.
falciparum Na'/H"® exchanger : PfNHE) localisé dans la membrane plasmique
inhiberait I'accumulation de CQ [54], cependant d’autres études n’ont pas confirmé
'implication de cette pompe dans 'action de la CQ [55]. Le mécanisme d’action de la
CQ n’est toujours pas déterminé avec précision mais serait en relation avec
l'inhibition de la cristallisation de 'heme en hémozoine, processus qui permet au
parasite de se protéger de la toxicité de I’'heme qu'il libére en digérant 'hémoglobine

pour en récupérer les acides aminés. C’est aussi la molécule qui a été la plus étudiée
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au niveau des marqueurs moléculaires de résistance. De nombreux travaux
suggerent que différents génes, codant des protéines de transport, sont impliqués
dans la résistance a la CQ [[56] [57] [58] [59] [60] [61]]. La biologie moléculaire a

permis d’affiner la compréhension de la résistance a la CQ.

La quinine (QN) était utilisée par les médecins avant méme que le paludisme soit
une maladie parasitaire reconnue. La QN reste le principal antipaludique
recommandé dans le traitement du paludisme grave et chez la femme enceinte en
Europe et en Afrique. Elle est un antipaludique efficace cliniquement contre des
souches résistantes a la CQ ou a la méfloquine (MQ). Les premiers cas documentés
de résistance a la QN ont été rapportés dans les années 1960 au Brésil et en Asie
du Sud-Est [[62] [63]] puis deviennent moins rares depuis les années 1980 en Asie,
en Amérigue du Sud et en Afrique [[64] [65] [66] [67]]. En Asie du Sud-Est, la QN est
utilisée en association avec la tétracycline [[68] [69]] ou la clindamycine [70]. Elle est
associée maintenant dans le traitement du paludisme en Guyane. La QN se lie aussi
a ’heéme [71] et inhibe la cristallisation de I’'héme [72]. Le complexe quinine-héme est
capable d’endommager les membranes parasitaires par peroxydation lipidique [73] et
par libération d’héme en présence de glutathion [74]. La sensibilité des isolats a la
QN est généralement indépendante de celle a la CQ ou a la MQ. Cela suggere que
les mécanismes de résistance a la QN sont différents de ceux de la résistance a la
CQ ou a la MQ. Le phénotype de réponse a la QN semble affecté par les genes pfcrt
[75] et pfmdrl [76]. L'introduction expérimentale de mutations sur pfmdr1 a été
associée in vitro a une résistance a la QN [77]. Alors que la surexpression in vitro du
gene pfmdrl entraine une résistance a la fois a la QN et a la MQ [[78] [79]], les
isolats résistants a la MQ sont le plus souvent sensibles a la QN et vice versa [80].
Cependant, la QN reste efficace contre des souches résistantes a la CQ, indiquant
que les phénotypes de réponse a la QN sont sans doute affectés par d’autres genes.
Cette hypothése est étayée par l'identification de 5 génes supplémentaires associés
significativement a la réponse a la QN d’isolats de P. falciparum provenant de trois
continents différents [77]. Le polymorphisme du gene pfnhe-1 semble associé a la
résistance a la QN [[81] [82]].

L’amodiaquine (AQ) a récemment connu un regain d’intérét, dans le traitement de

laccés simple, en association avec les dérivés de l'artémisinine (ACT) et plus
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particuliéerement en association avec I'artésunate, leur combinaison ayant un pouvoir
synergique puissant. Le mode d’action de ’AQ semble étre le méme que celui de la
CQ. L’accumulation de I'AQ est corrélée a celle de la CQ et est aussi diminuée chez
les isolats chloroquinorésistants [83]. Des résistances croisées a CQ et AQ ont été
observées in vivo et in vitro [84], cependant il existe des souches qui ne présentent
pas de résistance croisée in vitro [85]. Les taux d’échecs parasitologiques et
cliniques a I’'AQ sont plus faibles que ceux a la CQ, dans le traitement d’enfants en
Gambie [86] et au Sénégal, au Cameroun, au Gabon et au Congo [[87] [88]]. L'AQ
semble plus efficace que la CQ méme dans des zones ou la résistance a la CQ est
élevee [89]. Il semblerait que l'utilisation de 'AQ dans les CTA sélectionnerait des
parasites de sensibilité diminuée a la monodéséthylamodiaquine, le métabolite actif
de 'AQ, suggérant une perte d’efficacité rapide de cette association en Afrique [90].
Du fait de sa toxicité pour le foie et la moelle osseuse dans les traitements de longue

durée, elle n'est pas recommandée en prophylaxie.

Peu d’études ont exploré les bases moléculaires de la résistance a I'AQ, les études
réalisées font I'hnypothése de certains points communs entre 'AQ et la CQ. La
résistance a 'AQ semble étre liée aux genes pfert [71] et pfmdrl [[91] [92] [93]]. La
présence de la mutation Asn86Tyr sur pfmdrl multiplie le risque de résistance in-vivo
a 'amodiaquine par 5,4 (OR; IC95 % : 2,6-11,2, méta analyse de 6 études) [94] et
par 7,9 (p < 0.01) le risque d’échec thérapeutique par la combinaison amodiaquine

plus sulfadoxine-pyriméthamine [95].

La méfloquine (MQ) Autre molécule de synthése, la méfloquine est un
arylaminoalcool. Elle a fait son apparition a la fin des années 1970. Elle reste une
des molécules recommandées pour la prophylaxie en zone de poly-résistance. La
MQ a été utilisée avec efficacité sur des souches poly-résistantes de P. falciparum
[96] et notamment comme traitement de premiére ligne d’accés simples de
paludisme en Thailande apres la QN. Depuis, il a été observé une diminution de son
efficacité dans certaines régions [97], et notamment I'apparition et la propagation de
souches résistantes en Asie [98]. Elle reste tres largement utilisée en Asie associee
a l'artésunate. Cependant, méme des résistances a I'association artésunate-MQ se

sont développées sur le continent asiatique [[99] [100] [101]].
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La primaquine, une amino-8-quinoléine, occupe quant a elle une place a part parmi
ces molécules, du fait de son mécanisme d’action sur la chaine respiratoire
mitochondriale, et de son activité sur les hypnozoites [102]. Elle est de fait utilisé en
cure radicale pendant 14 jours pour prévenir les reviviscences apres le traitement

des acces palustres a P. ovale ou P. vivax [40].

Au cours des dernieres années, de nouvelles quinoléines ont fait leur apparition sur
le marché des antipaludiques, essentiellement utilisées en association avec les
dérivés de I'artémisinine (luméfantrine, pyronaridine, pipéraquine). L’augmentation du
nombre de copies du géne pfmdrl (de 1 a 2 copies ou plus) a été associée a la
résistance a la luméfantrine [103]. Les résistances a 'AQ (associée a la mutation
Asn86Tyr et a une copie unique du géne pfmdr1 dans le génome du parasite) d’'une
part et a la MQ ou la luméfantrine (associées a une augmentation du nombre de
copie du géne pfmdr1, sans mutation) d’autre part semblent sélectionnées de fagon
opposeées [[93] [103]].

3.1.6.1.1.2. Dérivés de 'artémisinine

En 1967, en plein contexte de révolution culturelle en Chine, Mao Tsé-Toung lance le
programme de recherche secret nommé 523, qui vise a identifier de nouvelles
molécules antipaludiques. C’est au cours de ce programme que l'intérét du Qinghao
(Artemisia annua) dans le traitement de la fiévre est redécouvert, et que
l'artémisinine, molécule active et bientdét chef de file d’'une nouvelle famille
d’antipaludique, est extraite de cette plante. Cette découverte a conduit 'une de ses
auteurs, Youyou Tu, au prix Nobel de Physiologie et de Médecine en 2015 [104].
Parmi les dérivés de l'artémisinine, on retrouve l'artésunate, I'artémether, et la
dihydroartémisinine (DHA) aussi nommée arténimol. Leur mode d’action n’est pas
complétement élucidé, mais il tient au pont endoperoxyde de ces composeés, et a la
formation de radicaux libres au sein du parasite [105]. Ces molécules sont efficaces
et agissent rapidement, mais sont aussi caractérisées par une demi-vie courte, qui
explique leur association frequente a des molécules dont la demi-vie est plus
prolongée (amodiaquine, méfloquine, luméfantrine, sulfadoxine-pyriméthamine ou
pipéraquine). Ces ACT administrées per os sont désormais au cceur du traitement du
paludisme. Elles sont prénées par 'OMS dans le traitement des accés simples, ou en
relais de I'artésunate IV dans les accés graves a P. falciparum [106].
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3.1.6.1.2. Inhibiteurs des acides nucléiques

3.1.6.1.2.1. Antifolates

Ces molécules agissent sur les voies de synthese des folates, cofacteur de la
synthése des bases de 'ADN, en inhibant la dihydropteroate synthase (DHPS) pour
les antifolates de type 1 (sulfadoxine) ou la dihydrofolate réductase (DHFR) pour les
antifolates de type 2 (proguanil, pyriméthamine). Du fait de I'émergence rapide de
résistances, les antifolates sont toujours utilisés en association fixe : la sulfadoxine

est utilisée avec la pyriméthamine, et le proguanil avec I'atovaquone.

Les antifoliniqgues (pyriméthamine et proguanil) ont été développés a la suite de
l'invasion de I'lndonésie par les Japonais pendant la seconde guerre mondiale qui a
privé les armées alliées de leur unique source d’antipaludique, la quinine. Ceci a
conduit a une recherche intensive et au développement du proguanil. Le succés du
proguanil [107] a stimulé la recherche sur les dérivés des pyrimidines et la synthese
de la pyriméthamine [108]. Cependant, leur efficacité a rapidement diminué en raison
du développement rapide d'une résistance du parasite contre cette famille de

molécules.

Les antifoliques (sulfones (dapsone) et sulfonamides (sulfadoxine)) ont été tres
utilisés pendant la seconde guerre mondiale puis nettement moins avec I'utilisation
de la chloroquine et de la pyriméthamine. Le plus utilisé des sulfonamides en Afrique
est la sulfadoxine en association avec la pyriméthamine. Les sulfones et les
sulfonamides inhibent la dihydroptéroate synthase (DHPS) de P. falciparum [[109]
[110]]. La DHPS est une autre enzyme de la voie des folates qui est inhibée par la
SFX et la dapsone dont elle est la cible moléculaire [[111] [112]]. Ces composés sont
des analogues du PABA et agissent comme inhibiteurs compétitifs de la DHPS [110].
Les antifoliniques et les sulfamides agissant a deux niveaux de la méme voie

métabolique. Cela explique 'effet synergique qu’ils ont en association [[113] [114]].

3.1.6.1.2.2. Hydroxynaphtoquinones (Atovaquone)

Les premieres évaluations de l'atovaquone (ATV) dans les accés simples de P.
falciparum ont montré une bonne réponse, mais associée a un taux de
recrudescence élevé [115] pouvant atteindre 30 % [98]. Afin d’éviter I'apparition

rapide de résistances a l'atovaquone, sa combinaison avec le proguanil a été
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développée. Cette association est synergique in vitro [[116] [117]] et l'efficacité
clinique de cette association a largement été démontrée [[118] [119]]. Cette
association atovaguone-proguanil (ratio 2,5-1) est désormais commercialisée sous le
nom de Malarone®. Elle est recommandée en prophylaxie dans les zones de
résistance a la chloroquine et de multirésistance et dans le traitement de I'accés

simple a P. falciparum en Europe.

L’atovaquone est une naphtoquinone analogue du coenzyme Q qui tue le parasite en
inhibant indirectement la dihydroorotate réductase, quatrieme enzyme de la synthese
des bases pyrimidines [[120] [121]]. L'atovaquone se lie au complexe bc1 (complexe
[ll), responsable de [loxydation de [I'ubiquinone générée par différentes
déshydrogénases et de la réduction du cytochrome c, qui est ensuite lui-méme oxydé
par la cytochrome c oxydase [122]. L’analyse de la séquence d’acides aminés
constituant le cytochrome b plasmodial montre qu'il differe de celui des autres
organismes [123]. Le proguanil, qui seul n'‘a aucune action sur le potentiel
membranaire de la mitochondrie, augmente la capacité de I'atovaquone a collapser
ce potentiel lors de l'association [117]. Ceci explique I'efficacité de cette association
dans des régions ou de nombreux échecs au proguanil sont observés [124]. Pfcytb
(génome mitochondrial) code le cytochrome b qui est la cible moléculaire de
'atovaquone. Ses mutations Tyr268Asn et Tyr268Ser induisent une diminution trés
importante de la sensibilité du cytochrome b a I'atovaquone et sont associées a la
résistance du parasite a cette molécule [[125] [126]]. Ces mutations sont trés rares
dans les populations générales de P. falciparum et elles ne sont généralement
détectées qu’a l'occasion des échecs thérapeutiques ou prophylactiques de

I'association atovaquone-proguanil [[127] [128] [129]].

L’atovaquone est la seule naphtoquinone utilisée contre le paludisme. Elle agit sur le
cytochrome bc1, enzyme clé de la chaine mitochondriale de transfert d’électrons, et
n'est utilisée qu’en association avec le proguanil. Cette association limite
'émergence de résistances, et se révele étre synergique, le proguanil interférant
avec le potentiel de membrane mitochondrial [52]. L’atovaquone-proguanil est

utilisée a la fois a visée prophylactique et curative.
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3.1.6.1.3. Antibiotiques

Les plasmodies, comme tous les apicomplexes, possédent un apicoplaste. Cet
organite correspond a un chloroplaste résiduel et est indispensable a la survie du
parasite pour des raisons encore inconnues. Il possede des voies de réplication et de
synthese similaires a celles des bactéries [130]. Ces éléments font de I'apicoplaste
une cible privilégiée, sur laquelle des molécules déja identifi€ées pour leur activité
antibactérienne, peuvent agir. Parmi ces molécules se trouvent les tétracyclines.
Cette famille d’antibiotiques agit en inhibant la synthése protéique bactérienne par
liaison a la sous-unité 30S des ribosomes. De la méme maniere, les tétracyclines
inhibent la synthése protéique de I'apicoplaste plasmodial [131], et entrainent un effet

toxique immédiat et retardé sur le parasite.

S’il s’agit bien d’'une propriété commune a cette famille de molécules, seule la
doxycycline est utilisée dans cette indication, en chimioprophylaxie du paludisme
[68]. La doxycycline, un antibiotique de la famille des cyclines, est recommandée en
prophylaxie dans les zones de multirésistances ou en association a la méfloquine ou
la quinine dans le traitement de I'accés simple ou de I'accés grave a P. falciparum
[[132] [133]].

3.1.6.1.4. Piperaquine, antipaludique remis au goQt du jour

Connue et synthétisée depuis les années 60, la piperaquine a été largement utilisée
pendant une vingtaine d’années en Chine, en tant que prophylaxie ou traitement
curatif contre les souches résistantes a la chloroquine [134]. Son usage a par la suite
décliné du fait de 'émergence de résistance vis-a-vis de cette molécule alors utilisée
en monothérapie. Elle a ensuite connu un regain d’intérét avec le développement
des combinaisons fixes d’antipaludiques, et est utilisée ainsi depuis les années 90 en
Asie. Avec la popularisation de l'usage des CTA par I'OMS, [I'utilisation de la
piperaquine comme molécule associée s’est généralisée, et une spécialité associant
320 mg de piperaquine et 40 mg de DHA est commercialisée en France depuis 2012
sous I'appellation commerciale Eurartesim®. Ce CTA est indiqué dans le traitement
du paludisme non compligué causé par P. falciparum chez les adultes et enfants a
partir de 6 mois et pesant au minimum 5 kg. Les derniéres recommandations de

'OMS préconisent I'usage des CTA, et donc de I'Eurartesim®, Coartem® ou du
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Riamet® (artémether + luméfantrine), un des CTA disponibles au Mali, en premiére
ligne dans le traitement des acces simple a P. falciparum, ainsi qu’en relais de
lartésunate IV dés amélioration dans les formes graves. lls sont aussi en premiéere
ligne au méme titre que la chloroquine lors des accés a P. vivax, P. ovale, P.
malariae ou P. knowlesi. La posologie simplifiée (2 comprimés par jour en 2 prises

pendant 3 jours) du Coartem® en fait une spécialité de choix.

3.1.6.1.5. Avenir des antipaludiques

Les récents progrés dans l'identification et le développement de nouvelles molécules
devraient permettre d’avoir un choix plus important d’antipaludiques. Ceci devrait
partiellement résoudre le dilemme auquel font face la plupart des agences de
contrble du paludisme : distribuer a grande échelle les antipaludiques les plus
efficaces et minimiser le développement et I'extension des résistances. D’autre part,
il est nécessaire de surveiller efficacement I'apparition et la diffusion des résistances
aux antipaludiques en associant tests in-vivo, tests in-vitro, identification des
marqueurs moléculaires et pharmacocinétiques, a I'échelle d’un pays, d’un continent
ou du monde comme le préconise le réseau WWARN (WorldWide Antimalarial
Resistance  Network) qui associe cliniciens, biologistes, chercheurs,
épidémiologistes, biostatisticiens [[135] [136] [137]]. Il est nécessaire d’identifier de
nouveaux marqueurs moléculaires pour les antipaludiques actuellement utilisés en
traitement de premiere ligne et de les valider par rapport a I'efficacité thérapeutique
parasito-clinique des antipaludiques (i.e. par tests in-vivo). Le développement des
méthodes de biologie moléculaire haut débit, la disponibilité des séquences
nucléotidiques de génomes de P. falciparum et la collaboration étroite entre
chercheurs fondamentaux, cliniciens et responsables des programmes nationaux de
lutte contre le paludisme sont les principaux atouts pour le développement de
marqueurs moléculaires de résistances de P. falciparum aux antipaludigues. Cela
devrait faciliter I'identification et la validation de marqueurs moléculaires de la
résistance a l'artésunate et aux autres dérivés de I'artémisinine. Il faut renforcer les
équipes qui réalisent les tests in-vitro qui sont les seuls a permettre actuellement
d’évaluer la sensibilité des isolats de P. falciparum a tous les antipaludiques et aux

associations.
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3.1.7. Résistance aux antipaludiques

La résistance aux antipaludiques est définie par TOMS comme [Iaptitude d'une
souche parasitaire a survivre ou a se multiplier malgré I'administration et I'absorption
d'un médicament donné a des doses égales ou supérieures a celles habituellement
recommandées, mais dans les limites de tolérance du sujet. La forme active du
médicament doit pouvoir accéder au parasite ou a l'érythrocyte infecté pendant la
durée nécessaire a son action normale [138]. Bien que la résistance de P. vivax a la
chloroquine soit désormais reconnue dans diverses régions du globe et ne puisse
étre ignorée, c’est aujourd’hui la résistance de P. falciparum qui inquiéte le plus les
acteurs de santé publique. Cette espéce a en effet développé des résistances a tous
les antipaludigues successivement utilisés contre elle. Ce phénoméne a déja pu par
le passé mettre a mal les programmes de lutte contre le paludisme, et c’est un des

points clés a maitriser pour espérer pouvoir contrdler cette maladie.

Au cours de leur évolution, les micro-organismes ont déjoué les pieges posés par
I'environnement, y compris ceux concus par I'homme (immunité et utilisation de
médicaments anti-infectieux). L'émergence et la propagation de la résistance aux
médicaments antipaludiques constituent une menace grave et croissante pour la
santé publique. Le parasite Plasmodium falciparum est désormais résistant a tous les
médicaments antipaludiques utilisés, méme aux derniers traitements combinés a
base d'artémisinine. Les échecs de la prophylaxie ou des traitements provoquent la
réapparition de la morbidité et de la mortalité liées au parasite. La connaissance des
mécanismes de résistance impliqués peut permettre le développement de nouveaux
médicaments qui minimisent ou contournent la résistance aux médicaments, peut
permettre l'identification de nouvelles cibles pour le développement de médicaments
et d'identifier des marqueurs moléculaires pour la surveillance de la résistance au
paludisme. La résistance est souvent associée a 1) l'inhibition de l'altération des
enzymes clés qui sont des cibles pour les médicaments antipaludiques ou 2)
l'altération de l'accumulation de médicaments dans le parasite qui résulte d'une
diminution de l'absorption du médicament, d'une augmentation de |'écoulement ou

d'une combinaison des deux processus.
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3.2. Outils disponibles pour I'étude de la sensibilité aux antipaludiques (Tests

d’efficacité thérapeutiques)

Méthodes de référence standardisées par 'OMS [139], ces tests permettent
d’évaluer l'efficacité clinique des schémas thérapeutiques recommandés pour traiter
les accés palustres non compliqués. L’efficacité du principe actif est déduite de la
disparition de la parasitémie et de 'amélioration du tableau clinique du patient. Le
suivi biologique et parasitologique, pendant 28 ou 42 jours, des patients traités
permet de distinguer quatre types de réponse au traitement : (i) 'échec thérapeutique
précoce (ETP), (ii) I'échec parasitologique tardif (EPT), (iii) 'échec clinique tardif
(ECT), et (iv) une réponse clinique et parasitologique adéquate (RCPA) qui
caractérise un parasite sensible. Ces études cliniques sont généralement

coordonnées avec des tests in-vitro et moléculaires.

3.2.1. Tests ex-vivo et in-vitro

lls consistent a mettre en culture, soit directement (test ex-vivo), soit apres
adaptation en culture continue (test in-vitro), un isolat sauvage de P. falciparum en
présence d’'une concentration croissante d’'un antipaludique [140]. La mesure de la
croissance des parasites (microscopique, isotopique, ELISA ou fluorimétrique) en
fonction de la concentration d’'un antipaludique permet de définir son niveau de
sensibilité. Le résultat est objectivé par la concentration inhibitrice 50 % (ICsp), valeur
correspondante a la concentration d’antipaludique permettant d’inhiber la croissance
de 50 % des parasites (par rapport au témoin sans drogue). Méme si cette technique
nécessite une logistique et un plateau technique de qualité, elle permet de tester
plusieurs antipaludiques en paralléle et de s’affranchir des facteurs liés a I'héte

(immunité, variation individuelle de la concentration sérique en antipaludique).

3.2.2. Marqueurs moléculaires de résistance

Il s’agit d’'un ensemble de marqueurs impliqués dans les mécanismes moléculaires
de résistance. Pertinents et spécifiques pour prédire le niveau de résistance d’'une
population parasitaire aux antipaludiques, ils ont une place de choix dans la
surveillance de l'activit¢ de tel ou tel antipaludique. Certains marqueurs sont
associés a un défaut d’accumulation des pharmacophores au niveau de la cible

parasitaire, d’autres a une modification de la cible parasitaire. lls présentent I'énorme
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avantage de pouvoir étre étudiés sur une large échelle (a partir d’échantillons
sanguins prélevées au bout du doigt et déposés sur papier filtre) et sont
potentiellement automatisables. Il n’en existe que pour un nombre restreint
d’antipaludiques (Tableau 1). Aucun marqueur n’est actuellement disponible pour
évaluer la sensibilité aux dérivés de lartémisinine. Les principaux marqueurs
moléculaires utilisés dans la surveillance de l'efficacité aux antipaludiques sont les

suivants (Tableau 2) :

3.2.2.1. P. falciparum chloroquine resistance transporter (Pfcrt)

Ce géne situé sur le chromosome 7 code pour un transporteur membranaire de la
vacuole digestive. La mutation sur le codon 76 (K—T), associée a sept autres
mutations ponctuelles [[75] [141]], permet au parasite de limiter 'accumulation de
chloroquine dans sa vacuole digestive, ou elle exerce son action inhibitrice [142].
Pfcrt est également impligué dans la baisse de sensibilité du parasite a
'amodiaquine et a la quinine [[143] [144]]. Dans les zones ou les alleles de
résistance ne sont pas fixés, on observe une augmentation de la fréquence de l'allele
sauvage aprés abandon de la chloroquine [[145] [146]]. L'analyse de ce locus

renseigne sur la pression médicamenteuse exercée au sein des populations.

3.2.2.2. P. falciparum multi-drug resistance 1 (Pfmdr-1)

Situé sur le chromosome 5, ce géne code pour un transporteur de type ABC (ATP
binding cassette). La protéine PfMDR-1 est impliquée dans la modulation de la
sensibilité a de multiples antipaludiques et, plus particulierement, dans l'efflux des
antipaludiques hydrophobes [147]. Les mécanismes de résistance sont liés : (i) soit &
des phénomenes de duplication, entrainant une augmentation de I'expression de la
protéine [148] et la résistance aux aryl-amino-alcool (comme la méfloquine ou la
luméfantrine) et une baisse de sensibilité aux dérivés de l'artémisinine (mais sans
lien statistiquement établi avec I'efficacité clinique des CTA [[33] [149] [79]]) ; (ii) soit
a lapparition de mutations au niveau des codons 86 (N—Y), 184 (Y—F), 1034
(S—C), 1042 (N—D) et 1246 (D—Y), entrainant une altération de sensibilité des
parasites a certains antipaludigues comme les amino-4-quinoléines [147]. Il existe un
effet antagoniste entre la sensibilité a la chloroquine et a la méfloquine : la mutation

86Y diminue la sensibilité des parasites a la chloroquine, mais augmente celle de la
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méfloquine. De méme, laugmentation du nombre de copies du gene (86N)
augmente la résistance a la méfloquine et a l'inverse accroit la sensibilité a la

chloroquine.

3.2.2.3. P. falciparum dihydrofolate reductase (Pfdhfr)

Ce géne, situé sur le chromosome 4, code pour une enzyme intervenant dans la voie
de synthese des folates [150]. Elle est la cible des médicaments antifolates
(pyriméthamine, par exemple) qui, en inhibant son activité enzymatique, entrainent le
blocage de la synthése des pyrimidines et la réplication de 'ADN parasitaire [111].
L’accumulation de plusieurs mutations spécifiques au sein de cette protéine (codons
59N—-R, 51C—l, 108S—N et 1641—L) entrainent la résistance clinique des parasites

a l'action des antifolates.

3.2.2.4. P. falciparum dihydropteroate synthase (Pfdhps)

La dihydroptéroate synthase (DHPS) est une autre enzyme intervenant dans la
synthése des folates (le géne correspondant est situé sur le chromosome 8). Elle est
inhibée par les sulfamides. Les mutations se situant au niveau des codons 436
(S—>A/F), 437 (K—G), 540 (K—E), 581 (A—>G), 613 (A—>SIT) conférent une
résistance a la sulfadoxine [151]. L’analyse groupée des mutations au niveau des
géenes Pfdhfr et Pfdhps permet de prévoir l'efficacité clinique de I'association
sulfadoxine-pyriméthamine, largement utilisée en Afrique chez la femme enceinte en
traitement préventif intermittent (TPI) ou en association avec [l'artésunate en

traitement curatif.

3.2.2.5. P. falciparum cytochrome b (Pfcytb)

Porté par le génome mitochondrial, le géne cytb code pour le complexe cytochrome
bc1 intervenant dans le transport des électrons et la synthése de I'ATP, et cible de
latovaquone. Les mutations au niveau du codon 268 (Y—N/S/C) diminuent
I'efficacité théorique de l'association atovaquone/proguanil actuellement largement
utilisée en chimioprophylaxie par les voyageurs [152]. Aucune mutation n’a pu étre
mise en évidence sur des isolats sauvages. Les mutants retrouvés ont tous été

identifiés chez des patients au décours d’un traitement par I'atovaquone (sélection

24
These de Médecine M. Cheick Oumar TRAORE




Epidémiologie Moléculaire de la Résistance de P. falciparum aux Antipaludiques a Dangassa et a Nioro du
Sahel au Mali

intra-hote), et entrainent une diminution importante de la sensibilité du parasite a

I'atovaquone.

3.2.2.6. P. falciparum sodium/hydrogen exchanger gene (Pfnhe-1).

Le gene Pfnhe-1 (chromosome 13) code pour une protéine impliquée dans les
mécanismes d’homéostasie parasitaire comme la régulation du pH, le volume et la
composition ionique du cytoplasme [153]. Il a été en particulier montré que le niveau
d’expression de la protéine PfNHE influencait la sensibilité des parasites a la quinine
en liaison avec d’autres facteurs, et que certains alleles du microsatellite intragénique
ms4760 étaient associés a des diminutions de sensibilité in-vitro d’isolats ou de

clones de P. falciparum adaptés en culture [81].
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Tableau 1 : Génes impliqués dans la chimiorésistance de P. falciparum

Antipaludiques

Genes impliqués*

Amodiaquine

Pfcrt, pfmdrl

Artémisinine pfATPase6, K13
Atovaquone pfcyt b
Chloroquine Pfcrt, pfmdrl
Méfloquine pfmdrl
Luméfantrine pfmdrl

Pipéraquine

Pfcrt, pfmdrl

Pyriméthamine

Pfdhfr, plasmepsine
2,3

Pf exonuclease

Sulfadoxine

Pfdhps

Quinine

Pfcrt, pfmdrl, pfnhe

*Génes mentionnés dans la littérature pour lesquels

établi (in-vivo ou in-vitro)
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Tableau 2 : Marqueurs moléculaires de résistance de P. falciparum aux
antipaludiques [50].

Marmnueur de résistance

aclic: " Alléle associé a la Mivea
Madicamant ) .
GIE_ln_E B résistance ou a la diminuticn de validation
e de sensibilité
pfort Lys?&Thr Aszociation i o
Chiloroouire
efrmrn His191Tyr et Sard3T7Ala Aszsociation i wiro
ofrracie 7 AsnBETyr Association in wiro
Amodiaquine
efrmrn His191Tyr et Sard3T7Ala Aszsociation i wiro
A eflorguire ofrracie 7 Mombre da copie = 1 Aszociation i viano
oot Ser108Asn Assaciation i wheo
Triple mutation : Serl 08Asn
Faifeinise + AsnSt e Aszociation i o
+ CysS8Arg
pfabips Alad 376N Aszaciation i vhsd
Double mutation :
= Llfadoodine- pfahps Alad 376N Aszociation i wivo
Eyrimatharmine + Lys540Giu

Cuintuple mutation -
Sar108Asn (olfr)

it
+ Asns e (o) T
- + . + Cys59a (aihir) Association & o
o + Alad3aTGly (afyos)
+ LysS540Giu (aos)
afrrrn Lys14568A8rg Association i vivo
f='f=ipisg Sar108Thr + Alal&val Aszociation i o
Proguanil Doublastriple mutation :
il Ser1088sn A P
[cyclogu ] ofciinfr + A= 1 Ne alfou Association in wvo
+ -l:ysSEIArg
Atowvacuore ooyt Tyr268Asn ou Tyr268Ser Assaciation i wheo
Salaction d'alléla
AsnBE &
Lumafantrine ofrmaae . en cas d échac
Mombre de copie = 1 the utique
MMombra de motifs :
o ':pfnh_?;;] DRMMD = 2 ou Association i wiro
Quinine =4 FHMNOMHNNDDD < 3
efrmrn His191Tyr et Sard3T7Ala Aszsociation i wiro
oftetC) Mombre de motif KYMRMMNA < 3 Association i wiiro
Doxyoycline Dftet ) Mombre da copie = 1 Aszsociation i wiro
et Mombre da copie = 1 Association in wiro
Aurtéamather pfsarca Ser7Eo8sn Assacietion in wiro

an Guyanes

La sélection et la dissémination des données de nombreux groupes, dont ceux du
RIIP-Palu, ont montré que I'émergence des résistances differe selon les régions et la
molécule utilisée. La résistance a la chloroquine est apparue dans quelques foyers a
partir desquels elle a disséminé. Notre étude multicentrique a confirmé qu’un seul
allele de résistance provenant d’Asie du Sud-Est a disséminé a travers I'Afrique, et

qgue cet alléle est distinct de celui qui a disséminé en Amérique du Sud [154].
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L’analyse des variations temporelles des fréquences alléliques dans une zone
d’endémie permet de reconstituer les flux géniques et, dans le cas d’une ile comme
Madagascar, d’identifier la porte d’entrée des résistances [[155] [156]] et donc de
proposer des mesures de surveillance appropriées. Les facteurs qui contribuent a la
sélection puis a la dissémination des résistances au sein des zones d’endémie sont
encore incompléetement compris. Des travaux de modélisation réalisés sur la
structure des populations et I'influence de I'endémicité, de la taille du réservoir et de
la pression médicamenteuse, ont apporté un éclairage original sur les conditions
dans lesquelles la résistance émerge, puis dissémine [[157] [158]]. Une étude
réalisée dans un village sénégalais, dans lequel nous avons contrdlé de facon tres
stricte l'utilisation des médicaments, a fourni également des résultats surprenants

éclairant d’un jour nouveau cette question [146].

3.2.2.7. Conclusion sur les méthodes de détection de la résistance aux

antipaludiques

La dissémination des résistances de P. falciparum et P. vivax a des médicaments
bon marché et faciles d’accés est un défi important pour les programmes de lutte
contre le paludisme. Les travaux de recherche fondamentale effectués dans les pays
développés qui disposent de technologies de pointe sont souvent réalisés sur les
souches de référence, récoltées puis entretenues en laboratoire depuis plusieurs
décennies. Sur le terrain, les parasites ont depuis été soumis a de nombreuses
pressions médicamenteuses et ont évolué pendant plus dune centaine de
générations. Il est donc indispensable que [lefficacité des médicaments en
développement soit étudiée sur des souches contemporaines et provenant de
différentes régions du monde. Les laboratoires situés en zone d’endémie ont une
position stratégique pour participer au développement de nouveaux médicaments ou
de nouvelles combinaisons médicamenteuses. De nouveaux problemes, comme
'émergence de la résistance aux artémisinines, nécessitent une approche
multidisciplinaire pour explorer de nouvelles hypotheses sur les mécanismes de
résistance et faire avancer les connaissances fondamentales. L’accélération des
développements technologiques et la masse de données générées doivent pouvoir
bénéficier le plus rapidement possible aux équipes sur le terrain. Ceci nécessite une

bonne structuration des réseaux de collaborations locales et internationales.
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4. METHODOLOGIE

4.1. Cadre et lieu d’étude

Cette étude entre dans le cadre d’un projet de recherche sur la diversité génomique
du Plasmodium au Mali. L’étude s’est déroulée dans deux faciés épidémiologiques
différents au Mali : le village de Dangassa dans la région de Koulikoro et la ville de

Nioro du Sahel dans la région de Kayes
4.1.1. Village de Dangassa

Le village de Dangassa et ses hameaux de culture (Kansamana, Somonoso et
Sonkoroni) sont situés a ~82 km au Sud-ouest de Bamako sur la route nationale 7
(RN7), dans le district sanitaire de Ouelessebougou, Cercle de Kati dans la région de
Koulikoro. Autrefois Dangassa, s’appelait Tintinibilé (plateau rouge), selon Ladji
Camara, le vaccinateur de I'Association de Sante Communautaire (ASACO). Le
village aurait été fondé vers le 13° siecle par Mansa Dan Camara venu de Kong. Il
s’installa sur un plateau ou poussait une herbe appelée en malinké Ngasan. Quand
son frere Kamadjan lui rendit visite et dit « nous viendrons nous installer & Dan ka
Ngasanfiera » ce qui signifie en malinké (le plateau ou pousse I'herbe Ngasan) que

le village prend le nom de Dangassa.

La population du village est estimée a onze milles (11 000 ; recensement MRTC
2019) habitants et est composé essentiellement de malinké. On dénombre quelques
familles Peuhls, Somono, Dogon, Mossi et Bambara. Les femmes représentent plus

de la moitié du village. etc.

Il est limité a I'Est par le village de Balla, au Nord-Est par le village de Makono, a
I'Ouest par le village de Niagadina, au Nord par le fleuve Niger, et au Sud par le
village de Faraba (figure 5).

4.1.2. Nioro du Sahel

L’étude s’est déroulée au centre de santé de référence de Nioro du Sahel. La ville de
Nioro du Sahel est située a 241 km au nord-est de Kayes (chef-lieu de la premiere
région administrative du Mali) et a 447 km de Bamako. Il est situé entre la latitude
14°30 et 16°30 nord et la longitude 11°00 et 9°00-Ouest. Nioro du Sahel est le chef-

29
These de Médecine M. Cheick Oumar TRAORE




Epidémiologie Moléculaire de la Résistance de P. falciparum aux Antipaludiques a Dangassa et a Nioro du
Sahel au Mali

lieu de la commune et du Cercle du méme nom. Il compte 16 communes et couvre
une superficie de 11 060 km? (figure 5). La population de Nioro du Sahel est
cosmopolite et composée des Soninkés, Peuls, Maures, Kagoro et Bambara. Elle est
estimée a 260 000 habitants (sources DNCT, 2019). La population du cercle est
confrontée a d'énormes problemes de santé, d'éducation, de communication. Le

manque d’infrastructure et d’équipements est senti a tous les niveaux.

Le climat est nord sahélien avec deux saisons bien marquées : I'hivernage va de
juillet & septembre avec une précipitation moyenne annuelle de 300 mm de pluies.
Une saison chaude allant d’avril en juin ou la température moyenne peut aller jusqu’a
45°C. Ce qui caractérise surtout Nioro du Sahel est le fort taux d'évaporation des
eaux de surface avec 80%. Ceci explique en grande partie le tarissement précoce
des points d'eaux naturels. Les mares de Korkodio et de Gakou constituent des

réservoirs d'eaux importants.

La végétation est essentiellement composée d'arbustes épineux avec une
domination d'Acacia (peuplement d'Acacia senegal au nord du cercle). L’agriculture
et I'élevage restent les deux occupations majeures des ruraux. Le commerce et
'artisanat sont assez bien développés dans la ville de Nioro. La commune urbaine

de Troungoumbé abrite le plus grand marché a bétail de la région.
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Figure 5 : Carte des deux sites d’étude

Source : Unité GIS/RS du MRTC-FMOS-USTTB-Juin 2019

4.2. Type et période d’étude

Nous avons mené une étude transversale qui consistait a collecter des données
chez les patients recus en consultation aux centres de santé de référence de Nioro
du Sahel et au CSCom de Dangassa au cours de la saison de transmission palustre
d’Aolt & décembre 2016

4.3. Population d’étude

La population d’étude était constituée des patients agés de 6 mois et plus se
présentant aux centres de santé des deux sites avec des symptdomes évoquant le
paludisme (fievre, céphalée etc...).
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4.4. Echantillonnage

Au cours de la période d’étude, nous avons fait un échantillonnage exhaustif de tous
les patients recus en consultation dans les centres de santé des deux sites (CSRéf et
CSCom) par prélevement de sang ; les papiers buvard étaient imbibés de sang

parasité ultérieurement utilisés pour extraire ’ADN.

4.5. Critéres d’inclusion et de non-inclusion

4.5.1. Critéres d’inclusion

Nous avons inclus tout patient remplissant les conditions suivantes :

- accepter de participer en donnant son consentement volontaire, libre et éclairé ;
- étre agé d’au moins 6 mois ;

- étre vus en consultation dans les centres de santé des deux sites ;

- avoir un taux d’hémoglobine = 8,5 g/dl ;

- avoir une goutte épaisse (GE) positive au P. falciparum ;

- avoir une parasitémie = 5000 trophozoites /ul de sang.

4.5.2. Critéeres de non-inclusion

Nous n’avons pas inclus les patients suivants :

- les cas de refus de participation ;

bY

- patients présentant une parasitémie inférieure a 5000 trophozoites par
microlitre de sang total ;

- patients ayant un taux d’hémoglobine < 8,5g/dl ont été exclus de I'analyse.

4.6. Variables mesurées

Au cours de notre étude, nous avons étudiés les variables suivantes I'age, le sexe, la

résidence du patient, la densité parasitaire, le taux d’hémoglobine.

En outre, I'analyse moléculaire a porté sur les codons connus impliqués dans la

résistance aux antipaludiques :

e Codons du gene Pfdhfr 51, 59, 108 (Pyriméthamine) ;
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Codons du géne Pfdhps 437, 540 (Sulfadoxine) ;
Codons du géne Pfmdr-1 86, 184, (Amodiaquine; Lumefantrine) ;
Codon du gene Pfexo 415 (Pipéraquine) ; et

Codon du gene Pfcrt 76 (Chloroquine)

4.7. Définitions opérationnelles

>

L’acces palustre a été défini comme la présence d’au moins un signe (fievre,
frisson, sueur, céphalée) évoquant le paludisme et la présence de P.
falciparum dans le sang.

L’acces palustre grave a été défini comme présence de l'un des signes
(fievre intense, vomissement, convulsion, trouble de la conscience,
prostration, détresse respiratoire, anémie séveére, ictere etc...) évoquant le

paludisme grave selon 'TOMS.

Un antipaludique est tout composé naturel ou de synthése qui, administré
par voie oral, parentéral ou rectale, a dose unique ou répétée, permet
d’éliminer les parasites du paludisme ou de bloquer leur croissance dans le

but de prévenir ou de guérir la maladie.

L’Echec thérapeutique se définit comme une incapacité a éliminer les
parasites du sang du patient ou a prévenir leur recrudescence apres

l'administration d'un antipaludique

La chimiorésistance est la capacité d’une souche parasitaire a survivre et/ou
a se multiplier malgré I'administration et I'absorption d’'un médicament donné
en doses égales ou supérieures a celles habituellement recommandées mais

qui restent dans les limites de tolérance du sujet ;

Un marqueur moléculaire de résistance est un allele ou un groupe d’alléles
d’'un géne associés a une réduction significative de la sensibilité du parasite a
une molécule donnée. L’étude a concerné les marqueurs de résistance a la

chloroquine, a la sulfadoxine, a la pyriméthamine, a la luméfantrine, a

'amodiaquine et la pipéraquine.
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4.8. Techniques de laboratoire utilisées

Les technigues de laboratoire (détails en annexe) suivantes ont été réalisées au

cours de notre étude :

- la goutte épaisse : Technigue de concentration permettant un repérage rapide des

parasites sur le frottis sanguin épais.

- le frottis mince : Technique permettant une identification rapide des parasites sur

le frottis sanguin mince et la détermination de I'espéce plasmodiale.

- le taux d’hémoglobine a été déterminé en utilisant un appareil de type

Hemocue® Hb201" et des microcuvette pour 'hémoglobine.

- 'Extraction d’ADN a été faite a partir des papiers buvards imbibés de sang des
patients positifs pour P. falciparum en utilisant le kit d’extraction Qiagen Kit (No.
56504, Qiagen, Crawley, UK)

4.9. Génotypage des marqueurs moléculaires de résistance

L’amplification et le genotypage de I'ADN parasitaire ont été effectués par nos
partenaires de l'Institut Wellcome Trust Sanger de Cambridge au Rayaume-Uni.
Brievement, une amplification compléte [159] ou partielle [160] du génome du para-
site était réalisée a partir de '’ADN ainsi obtenu en utilisant des amorces spécifiques
du génome de P. falciparum. Le génotypage a été réalisé sur le produit de
I'amplification en utilisant la plateforme robotique Agena MassARRAY® iPLEX (Age-
na Bioscience, Hamburg, Germany). Ce systéme est capable de génotyper simulta-
nément avec précision un grand nombre de mutations nucléotidiques et dans un

grand nombre d’échantillon [161].

4.10. Déroulement et procédures d’étude

Avant le démarrage de l'étude, une autorisation communautaire a été obtenue
aupres du chef du village, des chefs de familles et des autorités communautaires et

administratives.

D’Aout & décembre 2016, nous avons procédé a linclusion des participants dans

I'étude. Chaque participant a été vu au niveau des trois postes suivants :
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- poste d’identification, apres I'obtention du consentement individuel libre, éclairé et
volontaire, chaque participant a été identifié en lui affectant un numéro d’identification
unique (ID) qui a été porté sur son dossier médical et sur ses échantillons

biologiques.

- poste d‘examen clinique, un interrogatoire suivi d’'un examen clinique a été réalisé
chez chaque participant. Cela nous a permis de recueillir les données cliniques sur

un formulaire de report de cas.

- poste biologique, un prélevement sanguin était fait au niveau du doigt pour
réaliser les tests de laboratoire (GE, frottis mince, taux Hb). Le prélévement sanguin
veineux était centrifugé pour séparer le plasma du culot. Le plasma était utilisé pour
rechercher des facteurs pouvant influencer les manifestations cliniques du
paludisme. Et le culot contenant les globules rouge parasités était utilisé pour imbiber
des papiers filtres ultérieurement utilisés pour extraire 'ADN parasitaire.

Apres la lecture des frottis sanguins au microscope optique, les cas confirmés
d’infection palustre étaient traités en utilisant la combinaison thérapeutique a base
d’artémisinine (Coartem®) dans le cas des accés palustres non-compliqués. Les
acces palustres graves et compliqués ont été traités en utilisant les sels de quinine
en perfusion ou l'artéméther injectable en intramusculaire. En cas de complication
nécessitant des actions thérapeutiques particuliéres, les patients étaient transférés a

Bamako pour une meilleure prise en charge.

4.11. Collecte, gestion et analyse des données

Les informations ont été collectées sur les formulaires de report de cas (CRF). Les
données ont été saisies sur Microsoft Excel 2007 et analysées avec le logiciel Stata
14. Les résultats ont été présentés sous forme de tableaux et de figures. Le test de
Khi2 de Pearson a été utilisé pour comparer les groupes et le seuil de signification
statistique a été fixé a 5%.

4.12. Considérations éthiques

Le protocole de recherche a été soumis a I'approbation du comité d’éthique de la
faculté de médecine, de pharmacie et d’odontostomatologie. Le consentement libre

et éclairé a été obtenu de chaque participant avant son inclusion dans I'étude. Nous
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avons également travaillé selon les bonnes pratiques de recherche clinique sur
’lhomme et selon les bonnes pratiques de laboratoire telles qu’énoncées dans les
conventions internationales (déclaration d’Helsinki, Conférence internationale
d’harmonisation des bonnes pratiques de recherche biomédicale). En outre, tous les
investigateurs de I'étude ont été bien formés sur ces bonnes pratiques. La
confidentialité et la sécurité des données ont été assurées par les investigateurs sur
le terrain. L’équipe de recherche clinique a utilisé du matériel a usage unique chez

tous les participants.
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5. RESULTATS

5.1. Résultats globaux

Au total, nous avons inclus au cours de notre étude, 269 participants dans les deux
sites dont 79,2% provenaient de Dangassa. Le sexe ratio était de 1,3 en faveur du

sexe féminin a Dangassa et de 2,7 en faveur du sexe masculin a Nioro du Sahel

5.2. Données sociodémographiques et cliniques

Tableau 3 : Répartition des patients en fonction du site d’étude et selon le sexe

Site d’étude/Sexe Masculin Féminin Total

N (%) N (%) N (%)
Dangassa 93 (43,7) 120 (56,3) 213 (100)
Nioro 41 (73,2) 15 (26,8) 56 (100)
Total 134 (49,8) 135 (50,2) 269 (100)

La majorité des participants ont été enrdlé a Dangassa (79,2%, 213/269). Le sexe-
ratio était de 1,3 en faveur du sexe féminin a Dangassa et de 2,7 en faveur du sexe

masculin a Nioro.
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Figure 6 : Répartition des patients en fonction des classes d’age et selon le site
d’étude

Les patients agés de 1 a 17 ans étaient majoritaires dans les deux sites avec 80.8%
a Dangassa et 64,3% a Nioro du Sahel.
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Figure 7 : Répartition des patients en fonction du phénotype cliniqgue du paludisme a
Dangassa et a Nioro du Sahel

La proportion du paludisme grave était plus élevée a Dangassa (44,4%) qu’a Nioro
du Sahel (26,8% ; p = 0,02).
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Dangassa Nioro

Figure 8 : Parasitémie moyenne en fonction des sites d’étude

Il n’y avait pas de différence statistiguement significative entre Dangassa et Nioro du

Sahel selon la moyenne géométrique de la densité parasitaire (p = 0,17).
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Figure 9 : Taux moyen d’hémoglobine en fonction des sites d’étude

Le taux moyen d’hémoglobine était statistiquement plus élevé a Nioro du Sahel qu’a
Dangassa. (P = 0,03)
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5.3. Analyse moléculaire des marqueurs de résistance aux antipaludiques
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Figure 10 : Proportion des isolats de P. falciparum portant les génotypes Pfcrt_K76,
Pfcrt_76T ; Pfmdrl_86Y et Pfmdrl_F184 a Dangassa et a Nioro-du-sahel

Le génotype Pfcrt-76T était significativement plus prévalent a Dangassa [64,3%
(45,9% 76T + 18,4% 76K/76T)] qu’a Nioro-du-Sahel [45,2% (37,7% 76T + 7,5%
76K/76T)] (p = 0,025). Une forte prévalence du génotype Pfmdr_F184 a été observé
dans les deux localités avec 39,9% et 48,2% a Dangassa et Nioro par contre le gé-
notype Pfmdr_Y86 a été retrouvé a une prévalence relativement faible avec respecti-

vement 14,8% a Dangassa et 14,2% a Nioro du Sahel

Tableau 4 : Proportion de la mutation PfExo415G a Dangassa et a Nioro-du-sahel

EXO 415 Dangassa Nioro-du-sahel
P
N % N %
E 206 99.5 53 100
G 1 0.5 0 0.0 0.566
Total 207 100 53 100

Seuls 1 isolats de Dangassa présentaient la mutation Exo-E415G de résistance a la

piperaquine avec 0,5%. Une telle mutation n'a pas été trouvée a Nioro du Sahel
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Figure 11. Proportion du nombre de substitution de codons accumulés dans le géne
Pfdhfr aux positions 51, 59, 108 et 164 a Dangassa et a Nioro-du-sahel

Au cours de notre étude, nous avons observé un taux tres élevé mais similaire de
substitution dans les codons du gene Pfdhfr de résistance a la pyriméthamine aux
positions 51, 59, 108 et 164 tant a Dangassa qu'a Nioro-du-Sahel (p = 0,2).
Respectivement, 83,9% et 73% des isolats de Dangassa et de Nioro du Sahel ont
montré au moins une substitution au niveau de ces codons. Cependant, la
prévalence du génotype particulier de résistance a la pyriméthamine Pfdhfr_51I-59R-

108N a atteint 14,1 % et 19,6 % a Dangassa et a Nioro-du-Sahel, respectivement.
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Figure 12: Proportion du nombre de substitution de codons accumulés dans le
gene Pfdhps aux positions 436, 437A, 540, 581 et 613 a Dangassa et Nioro-du-sahel

Un taux plus élevé de substitution de codons a été observé dans le gene Pfdhps
résistant a la sulfadoxine aux positions 436, 437, 540, 581 et 613. Ces substitutions
étaient plus fréquentes a Dangassa qu’a Nioro-du-Sahel (p = 0,035). Jusqu'a 17,86%
des isolats de Dangassa contre 7,13% pour les isolats de Nioro-du-Sahel accumulant
au moins deux (2) substitutions de codons ont été détectées au niveau de ces

codons.
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Figure 13 : Prorportion des mutations constitutives des marqueurs moléculaires de

résistance a la pyriméthamine et a la Sulfadoxine

L'haplotype particulier de résistance aux sulfadoxines Pfdhps_437G-540E a été
trouvé dans quatre isolats de Dangassa, dont un seul présentait le génotype de
résistance a la pyriméthamine (Pfdhfr_511-19R-108N, la quintuple substitution
Pfdhps_437G-540E/Pfdhfr_511-19R-108N).

De toutes les mutations constitutives du marqueur moléculaire de résistance a la
pyriméthamine (Pfdhfr_511-59R-108N), la mutation Pfdhfr_59R était la plus
prévalente avec 57% et 67,9%, respectivement a Dangassa et a Nioro du Sahel. Ces
proportions étaient de 18,7% et 25% pour la mutation Pfdhfr_511 et de 14% et 19,6%
pour la mutation Pfdhfr_108N. La mutation Pfdhps 437G du marqueur moléculaire
de résistance a la sulfadoxine (Pfdhps_437G, -540E) était présente chez 64% des
échantillons & Dangassa contre 37,5% a Nioro alors la mutation Pfdhps_540E n’a été
détectée que chez 1,9% des échantillons de Dangassa. Aucun échantillon de Nioro

n’a présenté cette mutation.
5.4 Resultats descriptifs

Tableau 5 : Proportion des haplotypes du gene Pfcrt76T a Dangassa et a Nioro-du-

sahel
PfCrt 76 Dangassa Nioro-du-sahel
P
N % N %
T 85 45.9 20 37.7
T/K 34 18.4 4 7.5
K 66 35.7 29 54.7 0.025
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Tableau 6 : Proportion des haplotypes du géne Pfdhfr & Dangassa et a Nioro-du-

sahel

Pfdhfr 51, 59, 108, 164,

-CNI

ok |
[-*I
I*NI
ICNI
N*SlI

Dangassa Nioro-du-sahel
N % N %
67 31.5 21 37.5
43 20.2 4 7.1
30 141 11 19.6
17 8.0 10 17.9
10 4.7 3 5.4
8 3.8 1 1.8
7 3.3 1 1.8
4 1.9 1 1.8
4 1.9 0 0.0
4 1.9 0 0.0
4 1.9 0 0.0
2 0.9 1 1.8
3 1.4 0 0.0
2 0.9 0 0.0
1 0.5 0 0.0
1 0.5 0 0.0
0 0.0 1 1.8
1 0.5 0 0.0
1 0.5 0 0.0
1 0.5 0 0.0
0 0.0 1 1.8
0 0.0 1 1.8
1 0.5 0 0.0
1 0.5 0 0.0
1 0.5 0 0.0

P

0.213
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Tableau 7 : Proportion des haplotypes du géene Pfdhps a Dangassa et a Nioro-du-

sahel

Pfdhps 436, 437, 540, 581,

613
-GKAA
-AKAA
SGKAA
SG-AA
AAKAA
SAKAA
-A-AA
*KAA
-G-AA
-GKAS
*AKAA
*GKAA
AA-AA
AGKAA
SA-AA
*A-AA
-G-A*
-GEAA
-GKA*
*KAA
AG-AA
AGKAS
---AS
--KAA
*KA*
-*KAS
-A-A*

Dangassa Nioro-du-
sahel

N % N %

49 23.0 2 3.6
32 15.0 10 17.9
28 13.1 10 17.9
11 5.2 6 10.7
7 3.3 6 10.7
9 4.2 4 7.1
4 1.9 5 8.9
7 3.3 0 0.0
7 3.3 0 0.0
7 3.3 0 0.0
4 1.9 1 1.8
5 2.3 0 0.0
2 0.9 3 5.4
2 0.9 2 3.6
3 1.4 1 1.8
3 1.4 0 0.0
2 0.9 0 0.0
2 0.9 0 0.0
2 0.9 0 0.0
2 0.9 0 0.0
2 0.9 0 0.0
1 0.5 1 1.8
1 0.5 0 0.0
1 0.5 0 0.0
1 0.5 0 0.0
1 0.5 0 0.0
0 0.0 1 1.8
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-AKG- 1 0.5 0 0.0
-GK-A 0 0.0 1 1.8
*-K-- 1 0.5 0 0.0
*AKA* 1 0.5 0 0.0
*G-A* 1 0.5 0 0.0
*G-AA 1 0.5 0 0.0
*GEA* 1 0.5 0 0.0
AAKA* 0 0.0 1 1.8
AAKG- 1 0.5 0 0.0
AG-A* 1 0.5 0 0.0
AG-AS 1 0.5 0 0.0
AGKA- 1 0.5 0 0.0
FA-AS 1 0.5 0 0.0
S---- 1 0.5 0 0.0
S—AA 0 0.0 1 1.8
S-K-- 1 0.5 0 0.0
S-KAA 0 0.0 1 1.8
SA-A* 1 0.5 0 0.0
SGEAA 1 0.5 0 0.0
SGKA* 1 0.5 0 0.0
SGKAS 1 0.5 0 0.0
SGKG- 1 0.5 0 0.0 0.035
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Tableau 8: Proportion des haplotypes du gene Pfmdr a Dangassa et a Nioro-du-

sahel
Dangassa Nioro-du-sahel
P

Pfmdr 186, 184, 1246 N % N %
NFD 85 39.9 27 48.2
NYD 42 19.7 11 19.6
N*D 26 12.2 2 3.6
N-D' 19 8.9 4 7.1
YFD 11 5.2 4 7.1
*FD 8 3.8 2 3.6
**D 4 19 1 1.8
*- 4 1.9 0 0.0
*YD 3 14 0 0.0
NF- 2 0.9 1 1.8
N-- 0 0.0 2 3.6
N*- 2 0.9 0 0.0
--D 1 0.5 0 0.0
-*D 1 0.5 0 0.0
-Y- 1 0.5 0 0.0
-YD 0 0.0 1 1.8
NY- 1 0.5 0 0.0
NYY 1 0.5 0 0.0
YFY 1 0.5 0 0.0
YYD 1 0.5 0 0.0
YYY 0 0.0 1 1.8
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6. COMMENTAIRES ET DISCUSSION

La résistance des agents pathogenes aux antimicrobiens, menace la vie des gens
dans le monde entier. Le paludisme touche des centaines de millions de personnes
chaque année, dont la quasi-totalité sont des enfants dans les pays ou l'acces aux
soins de santé est le plus limité. Dans ce contexte, la résistance aux antimicrobiens a
des conséquences désastreuses. Le traitement du paludisme est basé sur des
directives qui peuvent étre lentes a changer en réponse aux schémas de résistance
et ne sont pas adaptées a linfection spécifique de chaque patient. Lorsqu'un
médicament antipaludique est défaillant, les résultats cliniques ne sont pas
immédiatement évidents. Méme lorsque l'efficacité est compromise, les patients
réagissent d'abord au traitement, mais en quelgues semaines, les parasites
réapparaissent et l'infection réapparait. Lorsque l'acces aux soins de santé est limité,
un deuxiéme épisode d'infection peut ne pas étre pris en charge par un médecin.
Ainsi, méme avec une efficacité clinique légere et réduite, une résistance aux
médicaments peut apparaitre et se propager rapidement, ce qui se traduit par une
augmentation de la gravité du paludisme et de la mortalité en Afrique subsaharienne.
La propagation de la résistance a la chloroquine a été I'un des principaux facteurs de
I'échec de la premiere campagne d'éradication du paludisme au milieu du XXe siécle.
Aujourd'hui, I'émergence d'une résistance aux antipaludiques actuellement utilisés

menace les derniers efforts visant a éliminer et, a terme, a éradiquer le paludisme.

6.1. Choix et caractéristiques des sites d’étude

L’étude s’est déroulée dans deux zones éco-climatique différentes du Mali arborant
des parameétres d’endémicité palustre différents. Nioro du Sahel est une ville située
dans une zone de faible transmission palustre avec une courte saison de pluies de
juillet & septembre. Il est représentatif de 'ensemble du septentrion Malien avec un
paludisme instable. En revanche, Dangassa est un village situé le long du fleuve
Niger dans la zone guinéenne avec une longue saison des pluies de juin a
octobre/novembre. Le paludisme est stable avec une longue saison de transmission
palustre. Dangassa est représentatif de 'ensemble des régions situées au sud du
Mali.
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La majorité des participants résidait a Dangassa, soit 79,2%. Le sex-ratio était de 1,3
en faveur du sexe féminin a Dangassa et de 2,7 en faveur du sexe masculin a Nioro.
La grande représentativité des échantillons de Dangassa pourrait s’expliquer par la
différence d’endémie palustre entre les deux localités. La transmission du paludisme
est plus longue et plus intense a Dangassa comparée a Nioro du Sahel. La
proportion des accés palustres graves et compliqués était plus élevée a Dangassa
(44,4%) comparée a Nioro du Sahel (26,8% ; p = 0,02 ; figure 7). En revanche, a
linverse du taux moyen d’hémoglobine (p = 0,03 ; figure 9) Dans les zones
d’endémies palustres comme Dangassa, le phénotype clinique dominant du
paludisme est 'anémie. Cette observation pourrait étre liee a la forte endémicité du
paludisme a Dangassa. En effet, dans les zones d’endémie palustre, la prémunition
contre le paludisme, une immunité non stérilisante qui s’installe avec I'age, maintient
chez les sujets une parasitémie subclinique responsable d’inflammation chronique

elle-méme induisant une anémie [162],

La moyenne géométriqgue de la parasitémie était comparable entre les deux sites
avec 29342,771+31265,7184 Tf/ul & Dangassa contre 23281,473+£20015,8429 Tf/ul a
Nioro du Sahel (p = 0,17 ; figure 8). Dans les zones d’endémie palustre, le portage
des parasites est fréquent sans manifestation clinique a cause de limmunité
naturellement acquise ce qui explique des parasitémies plus élevées dans ces zones

gue dans les zones instables.

Nous avons également remarqué que les enfants étaient prédominants a Dangassa

qu’a Nioro du sahel, confirmant la grande vulnérabilité des enfants au paludisme.

6.2. Etude des marqueurs moléculaires de résistance aux antipaludiques

La pression exercée par les médicaments est 'une des pressions sélectives les plus
fortes sur le génome du paludisme, fournissant certains des exemples les plus
illustratifs de balayage sélectif dans la littérature scientifigue. Au cours d'un balayage
sélectif, les loci neutres liés augmentent en fréquence avec des alleéles avantageux.
Ces 'cicatrices" génomiques peuvent étre utilisées pour identifier les loci
responsables de la résistance aux médicaments, comme cela a été fait recemment
pour la résistance aux artémisinines et a d'autres médicaments [[163] [164] [165]
[166]].
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Dans cette étude, nous avons exploré la dynamique de I'émergence et de la
propagation de la résistance aux médicaments antipaludiques, ainsi que le sort de la
résistance aux médicaments a mesure que les politiques de traitement évoluent.
Notre objectif est d'identifier les marqueurs moléculaires de résistance aux
médicaments au Mali et de décrire comment la compréhension actuelle de la
résistance aux nouveaux meédicaments antipaludiques peut aider a prédire leur utilité

future.
6.2.1. Résistance a la chloroquine et autres amino-quinoléines

La chloroquine agit en empéchant la détoxification de I'hématine dans la vacuole
digestive du parasite [[167] [114]]. La résistance est causée par des mutations dans
le transporteur de résistance a la chloroquine de Plasmodium falciparum (PfCRT), la
mutation en position 76 (K76T) étant particulierement critique pour le phénotype de
résistance [168]. Si la mutation du pfcrt conduisant a la substitution K76T est
nécessaire pour la résistance a la chloroquine, elle n'est pas isolée et fait partie d'une
série complexe de neuf substitutions d'acides aminés, qui peuvent étre de nature
compensatoire. L'examen des loci microsatellites flanquant le pfcrt a indiqué que la
résistance a la chloroquine est apparue au moins quatre fois : une fois en Asie du
Sud-Est (s'étendant a I'Afrique), une fois en Papouasie-Nouvelle-Guinée et deux fois
en Amérique du Sud [169]. La propagation de la résistance a la chloroquine a
nécessité I'émergence d'une souche résistante de Plasmodium ayant une aptitude
suffisante pour survivre et se propager a travers les continents dans le contexte
d'une utilisation généralisée de la chloroquine. Si le schéma de propagation de la
résistance a la chloroquine et la présence de I'utilisation de la chloroquine sont clairs,
la suppression de la pression exercée par la drogue en Asie du Sud-Est, dans le
Pacifique Sud et en Amérique du Sud n'a pas modifié la forte prévalence des

parasites résistants a la chloroquine.

Au cours de notre étude, la proportion du marqueur de résistance a la chloroquine
(Pfcrt76T) était plus élevée a Dangassa (64,3%) comparée a Nioro du Sahel (45,2% ;
p = 0,025 ; tableau 4). Dans le village de Kollé situé dans la méme zone éco-
climatique que Dangassa, la prévalence de ce marqueur était de 85% en 2002 et
64,5% en 2003 [170]. La présence de parasites résistants a la chloroquine en Asie

du Sud-Est reste fixée a 100% ou presque, méme dans les études publiées
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récemment [[171] [172]]. En Amérique du Sud, des résultats similaires ont été
observés dans divers pays. Au Venezuela et en Amazonie péruvienne, les parasites
chloroquinorésistants sont restés fixes dans la population apres que I'utilisation de la
chloroquine a été remplacée par une thérapie combinée a base d'artémisinine (CTA)
[[173] [174]].

La mutation de résistante Pfmdr1-N86Y a I'amodiaquine a été identifiee dans 14,8%
(6% Pfmdrl-Y86 + 8,8% Pfmdrl-N86/Y86) et 14,2% (8,9% Pfmdrl-Y86 + 5,3%
Pfmdrl-N86/Y86) des échantillons de Dangassa et de Nioro-du-Sahel,
respectivement (figure 10). Comparée a la chloroquine, 'amodiaquine a été trés peu
utilisée au Mali et a donc eu une faible sur P. falciparum dans la zone. Seuls deux (2)
isolats de Dangassa présentaient la mutation Ex0-E415G de résistance a la

piperaquine avec 1%. Une telle mutation n'a pas été trouvée a Nioro du Sahel.

Plus important encore, la mutation Pfmdrl 184F de sensibilité réduite a la
luméfantrine a été trouvée dans 39,9% et 48,2% des échantillons de Dangassa et de
Nioro-du-Sahel, respectivement. Les prévalences élevées du marqueur de résistance
a la luméfantrine, observés au cours de notre étude, paraissent inquiétantes dans la
mesure ou cette molécule est la plus freiguemment associée aux dérivés de
'artémisinine au Mali pour le traitement de l'accés palustre simple selon la
recommandation du programme nationale de lutte contre le paludisme. Cette
observation demande des investigations plus approfondies par rapport a I'efficacité

de cette molécule sur les isolats de parasites dans nos zones d’études.

6.2.2. Retour de la sensibilité a la chloroquine observé en Afrique

Malgré la reconnaissance de la résistance généralisée a la chloroquine en Afrique,
les pays africains étaient réticents a changer de politique de traitement. En 1993, le
Malawi a été le premier pays africain a modifier la thérapie de premiére ligne de la
chloroquine a la sulfadoxine-pyriméthamine (SP) en raison des taux élevés d'échec
du traitement a la chloroquine. Un an seulement apres I'élimination de la chloroquine,
la proportion des infections dues a des parasites présentant la mutation critique Pfcrt
K76T a commencé a diminuer [175], était indétectable a Blantyre en 2001, et s'est
révélée plus tard indétectable 12 ans apres I'élimination de la chloroquine, I'efficacité
de la chloroquine étant estimée a 99 %15, et la sensibilité a la chloroquine a été

maintenue lorsqu'elle a été utilisée pour des épisodes répétés de paludisme au
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Malawi [145]. Le retour spectaculaire de l'efficacité de la chloroquine en 2005 peut
étre d0 a plusieurs mécanismes différents : la propagation d'un génotype sensible
trés bien adapté, tout comme la résistance a la chloroquine s'est répandue ; une
rétromutation en position 76 du Pfcrt pour rétablir la sensibilité & la chloroquine dans
le méme contexte génétique ; ou la réexpansion de divers parasites sensibles a la
chloroquine qui ont survécu a une période de pression médicamenteuse de la
chloroquine et dont la fréquence a augmenté aprés I'élimination du médicament.
Dans une étude publiée en 2010, des microsatellites ont été utilisés pour examiner
les régions génomiques flanquant le pfcrt chez les parasites avant et apres le
changement de politique en matiére de médicaments au Malawi et les auteurs ont
constaté que le retour de la sensibilité a la chloroquine était di a la résurgence de
divers parasites sensibles a la chloroquine qui avaient survécu a la pression des
médicaments, peut-étre chez des hétes cliniguement immunisés [176]. Ces résultats
suggerent qu'il y a un colt d'adaptation pour le parasite associé aux mutations du
pfcrt en I'absence de pression de la chloroquine.

6.3. Résistance a la sulfadoxine-pyriméthamine

La sulfadoxine-pyriméthamine (SP) est une thérapie combinée qui cible la
dihydrofolate réductase (PfDHFR) et la dihydropteroate synthase (PfDHPS) dans la
voie de biosynthese du folate. La résistance est associée a l'accumulation
progressive de mutations dans les genes codant pour ces enzymes, y compris au
niveau des codons 51, 59, 108 et 164 de la PfDHFR et des codons 437, 540 et 581
de la PfDHPS [[177] [178]]. Plus les mutations s'accumulent dans ces genes, plus la
résistance conférée au parasite est importante. Par exemple, la mutation S108N
confére au parasite une certaine tolérance a la pyriméthamine, tandis que le triple
mutant N511/ C59R/S108N est trés résistant a la pyriméthamine. Au cours de notre
étude, nous avons observé un taux élevé de substitution du géne Pfdhfr impliquées
dans la resistance a la pyrimethamine aux positions 51, 59, 108, 164 tant a
Dangassa qu’a Nioro du Sahel (figure 11 ; p = 0,02). Cependant, la prévalence du
génotype particulier de résistance a la pyriméthamine Pfdhfr_511-59R-108N a atteint

14,1 % et 19,6 % a Dangassa et a Nioro-du-Sahel, respectivement.

D'apres l'examen des microsatellites flanquant le pfdhfr, la mutation ponctuelle

entrainant la mutation DHFR S108N se produit localement et relativement
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frequemment, tandis que I'haplotype triple mutant N51I/C59R/S108N hautement
résistant a la pyriméthamine semble avoir émergé une fois en Asie du Sud-Est,
s'étendant en Afrique [179]. Un schéma similaire a été observé avec le DHPS, avec
des lignées hautement résistantes qui ont émergé en Asie du Sud-Est et en
Ameérique du Sud, puis se sont propagées de I'Asie du Sud-Est vers I'Afrique [180].
Comme le schéma de la persistance du paludisme chloroquinorésistant observé en
Asie du Sud-Est et en Amérique du Sud, une forte prévalence des mutations DHFR
et DHPS est restée dans certaines populations de parasites dans ces régions, méme
apres la suppression de l'utilisation courante de la SP. Par exemple, on a constaté
gue les mutants DHFR et DHPS résistants a la SP étaient fixés au Venezuela 8 ans
aprés la suppression de la SP. Il a été démontré que ces parasites avaient une

origine unique différente de celle des parasites d'Asie et d'Afrique [181].

~

Aucun marqueur de résistance a la sulfadoxine (Pfdhps 437G, -540E) et a
'association sulfadoxine-pyriméthamine (Pfdhps 437G, -540E/ Pfdhfr_511-59R-
108N) n’a été détectée a Nioro du Sahel. En revanche, des proportions trés faibles
de ces marqueurs ont été retrouvés a Dangassa avec respectivement 1,9% et 0,5%.
Nos résultats confirment les observations rapportées par Tékété et al en 2003 a Kollé
[182] une localité située dans la méme zone géographique que Dangassa sur l'autre
rive du fleuve ; ce qui confirme l'efficacité du SP dans les différentes zones du Mali.
La SP est actuellement utilisée en traitement préventif intermittent chez les femmes
enceinte et en chimio prévention saisonniere chez les enfants de moins de 5 ans.
Cette stratégie maintient une forte pression sur la SP, augmentant le risque de
propagation de la résistance. Elle doit s'accompagner d’'une surveillance accrue de

parasites résistants a la SP.

Au Mali, il y a eu des rapports sur le Pfdhps 581G, I'un provenant d'une enquéte
menée a Bandiagara en 2000 [183] et un autre effectué avant 1997 [184]. Les
implications de cette mutation sur l'efficacité de la SP-IPTi sont inconnues et
malheureusement, les enquétes récentes n'ont pas testé le 581G, de sorte que la
situation actuelle en ce qui concerne cette mutation au Mali est inconnue.
Cependant, la rareté du 540E au Mali a été confirmée par des enquétes récentes a
grande échelle [[170] [185] [186]]. Une étude qui a eu lieu au sud du Mali dans la
région de Sikasso avait montré une augmentation de la prévalence des marqueurs

de résistance a la pyriméthamine et a la sulfadoxine [187].
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6.4. Maintien de la résistance a la SP en Afrique

L'utilité de la SP a également été gravement compromise en Afrique en raison d'une
résistance généralisée. Alors que l'efficacité de la chloroquine était estimée a 99 %
15 dans l'essai clinique mené a Blantyre en 2005, I'efficacité de la SP n'était plus que
de 21 % [145]. Au moment ou la thérapie de premiére ligne est passée de la SP aux
CTA en 2007, la prévalence du triple mutant DHFR N51I/C59R/S108N et du double
mutant DHPS A437G/K540E hautement résistant était >95 %. Cette prévalence est
restée élevée en 2012, 5 ans aprés le passage de la SP aux CTA, et était élevée a
Blantyre, ainsi que dans deux autres sites ruraux ou la transmission du paludisme est
plus élevée. En outre, la prévalence du triple mutant DHPS 437G/540E/581G, qui est
associée a I'échec du traitement préventif intermittent chez les femmes enceintes
[188], est passée de 0% en 1999 a 4% en 2012 [189]. L'examen des balayages
sélectifs avant, pendant et apres le passage de la SP aux CTA a montré que les
caractéristiques des balayages n'ont guére changé avec le temps. Contrairement a la
chloroquine, ces résultats suggérent un codt d'adaptation faible ou nul des mutations
de résistance a la SP en l'absence de pression médicamenteuse dans ce contexte
épidémiologique. Par ailleurs, [l'utilisation continue de la SP pour une thérapie
préventive intermittente chez les femmes enceintes et/ou [l'utilisation du
triméthoprime/sulfaméthoxazole chez les personnes séropositives pourraient avoir
entrainé un certain maintien de la pression médicamenteuse, méme apres le
changement de politique en matiere de médicaments. Cependant, a ce jour, Il
n'existe aucune preuve que le triméthoprime/sulfaméthoxazole ait un impact sur la
prévalence des alléles SP résistants, ou que la résistance a la SP affecte I'efficacité
du triméthoprime/sulfaméthoxazole [[183] [190]]. De plus, Iriemenam et al. ont trouvé
gue l'impact de la SP-IPTp (traitement préventif intermittent pendant la grossesse)
sur l'augmentation des parasites résistants a la SP chez les femmes enceintes était
mineur compareé a l'utilisation de la SP pour la gestion des cas dans la population
générale [191]. Ainsi, ce ne sont probablement pas les seuls facteurs responsables

de la prévalence élevée et soutenue des mutants résistants a la SP au Malawi.

6.5. Résistance aux dérivés de I'artémisinine

Les dérivés de l'artémisinine sont des médicaments a action rapide et bien tolérés

gui sont souvent associés a des médicaments partenaires a action prolongée sous
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forme de CTA, qui constituent aujourd'hui le traitement de premiére ligne contre P.
falciparum dans le monde endémique palustre. Une résistance a l'artémisinine est
apparue en Asie du Sud-Est, se manifestant par une clairance retardée de la
parasitémie aprés un traitement aux dérivés de l'artémisinine [[23] [192] [193] [194]].
Il a réecemment été démontré que cette résistance était associée a des mutations au
sein d'une protéine kelch située sur le chromosome 13 (hélice K13) de P. falciparum
[[28] [195]], et des loci secondaires peuvent également étre impliqués [165]. Les
mutations de I'hélice K13 ont été associées a un retard dans ['élimination des
parasites dans plusieurs pays d'Asie du Sud-Est, notamment au Cambodge, au
Vietham et au Myanmar, et il a été démontré gu'elles se sont propagées entre les
pays et qu'elles ont émergé indépendamment dans différents pays [[165] [24]].

Aucune PGB résistante aux artémisinine n'a été détectée dans nos isolats
génotypés. Cependant, des substitutions isolées constitutives dans les codons de la

PGB de résistance a l'artémisinine ont été trouvées.

6.6. Résistance de P. falciparum aux dérivés de I'artémisinine en Afrique

L'émergence de la résistance aux artémisinines en Asie du Sud-Est offre une
occasion sans précédent d'éviter de maniere proactive la propagation en Afrique, ou
le paludisme est endémique, et le Plan mondial pour le confinement de la résistance
a l'artémisinine [196], établi par I'Organisation mondiale de la santé, est mis en
ceuvre a cette fin. Cependant, la capacité du marqueur candidat de la résistance a
l'artémisinine & émerger sur une variété de milieux peut signifier que la résistance a
l'artémisinine émergera en Afrique indépendamment des efforts de confinement en

Asie.

Le suivi des taux d’élimination des parasites apres traitement par les CTA a été
effectué sur différents sites en Afrique [[197] [198] [199]]. Dans l'ensemble, les
parasites de P. falciparum semblent disparaitre rapidement dans la plupart des pays
africains échantillonnés a ce jour [[200] [198] [199]]. En revanche, une seule étude
de Borrmann et al. a fait état d'une augmentation des taux de parasitémie au jour 1
et d'un risque accru de recrudescence parasitaire aprés un traitement par ACT de
2005 a 2008. Si les indices de retard de clairance observés dans |'étude de
Borrmann pourraient suggérer une diminution de la sensibilité aux CTA, ils pourraient

également refléter une diminution de l'immunité clinique au sein de la population
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étudiée [201]. Malgré une clairance rapide des parasites dans toutes les études
africaines menées jusqu'a présent, des mutations de I'hélice K13 ont été observées a
de faibles niveaux chez les parasites des sites d'étude africains [[20] [198] [199]].
Beaucoup de ces mutations se trouvent dans la région de I'hélice K13, mais sont
différentes des mutations observées en Asie du Sud-Est, et se produisent a de
faibles fréquences, souvent au sein d'un seul site d'étude. La présence de mutations
de I'nélice K13 en Afriqgue, ou I'élimination du parasite est généralement rapide,
suggere que toutes les mutations de I'hélice K13 ne sont pas associées a une
résistance, que des loci secondaires sont impliqués dans la résistance et se trouvent
en Asie mais pas en Afrique jusqu'a présent, ou que le phénotype de résistance est
masqué par des niveaux élevés d'immunité antipaludique. Les implications pour la
propagation ou I'émergence de la résistance a l'artémisinine en Afrique sont
complexes. L'émergence indépendante de la résistance au Myanmar (par opposition
a la propagation a partir du Cambodge) et la présence de mutations existantes de
I'nélice K13 dans les pays africains mettent en évidence la possibilité d'une
émergence indépendante de la résistance en Afrique. Cependant, si des mutations
secondaires et/ou de fond sont nécessaires pour augmenter la résistance et que
celles-ci ne sont pas trouvées chez les parasites africains, alors le niveau de
résistance conféré par les mutations de I'hélice K13 peut étre inférieur a celui
observé chez les parasites ayant un fond génétique asiatique. Si les mutations K13
sur un fond génétique asiatiqgue devaient se propager en Afrique, toute association
avec des loci secondaires sur différents chromosomes pourrait étre rapidement
dissociée car les parasites se reproduisent avec divers parasites africains. Il est donc
possible qu'il soit plus difficile pour la résistance a l'artémisinine de s'établir en
Afrique qu'en Asie, bien que cela reste a voir. Des recherches supplémentaires sont
nécessaires pour comprendre le role des mutations de I'hélice K13 africaine dans la

résistance a l'artémisinine.

6.7. Comparaison de la résistance de P. falciparum aux antipaludigues en

Afrique et en Asie

Alors que le paludisme résistant a la chloroquine a rapidement été dépassé apres
I'élimination de la chloroquine comme traitement de premiere ligne au Malawi, un

retour similaire des infections sensibles a la chloroquine n'a pas été observé en Asie.
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Le caractére unique de ce phénomene en Afrique, mais pas en Asie, est
probablement multifactoriel. L'utilisation de la chloroquine n'a jamais pu étre éliminée
en Asie ou en Amérique du Sud parce qu'elle continuait a étre administrée pour le
traitement de linfection & Plasmodium vivax. Ainsi, elle reste disponible dans les
secteurs formel et informel de la santé et continue a étre une source de pression
meédicamenteuse sur P. falciparum. En revanche, des années d'enquétes
démographiques et sanitaires indiquent que les enfants du Malawi ne recgoivent pas
de chloroquine. La faible transmission du paludisme dans des régions telles que
'Asie et I'Amérique du Sud se traduit par des caractéristiques uniques de la
population parasitaire, notamment une petite taille de population efficace et une
faible diversité. Chaque personne affectée recoit une piqlre infectieuse d'un seul
génotype de paludisme qui est ensuite reprise au cours d’'un repas de sang d'un

autre moustique Anopholes.

Avec un seul génotype de parasite dans l'intestin moyen du moustique, il n'y a pas
de possibilité de recombinaison génétique pour augmenter la diversité des parasites.
Dans ces conditions, y compris avec des populations parasitaires plus petites, des
alleles spécifiqgues peuvent se fixer plus rapidement dans les zones a faible
transmission, ne laissant aucun parasite sensible aux médicaments, qui peut
potentiellement survivre, se développer avec la suppression de la pression des
médicaments. Les alléles de résistance a la chloroquine sont fixés dans de
nombreux pays d'Asie du Sud-Est, ainsi que dans certains pays d'Amérique du Sud,
ce qui rend peu probable un retour a la sensibilité. En revanche, dans les zones de
transmission plus élevée telle qu’au Mali, il y a plus d'infections polyclonales et donc
plus de possibilités de recombinaison et de compétition directe entre les différentes
souches de parasites. L'immunité de I'héte peut également jouer un réle important.
L'immunité au paludisme s'acquiert par des expositions répétées. Les personnes
vivant dans des zones a forte transmission auront également tendance a avoir un
degré d'immunité plus élevé, ce qui permet d'avoir un réservoir plus important de
parasites sensibles chez les personnes cliniquement immunisées et non traitées.
Tous ces facteurs font de I'Afriqgue un environnement plus favorable au retour de la

sensibilité a des médicaments tels que la chloroquine.
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6.8. Devenir des anciens antipaludiques de premiere ligne en Afrique

Les données actuelles du Malawi indiquent que les mutations de résistance a la SP
ont un colt d'adaptation au parasite faible ou nul, ce qui suggere que la sensibilité a
la SP ne devrait pas revenir dans des régions géographiques épidémiologiquement
similaires dans un avenir proche, en particulier avec I'utilisation continue de la SP
pour une thérapie préventive intermittente. L'efficacité de la thérapie préventive
intermittente chez les femmes enceintes est également menacée par I'émergence du
triple mutant DHPS 437G/540E/581G au Malawi et dans d'autres régions. Par
conséquent, dans des régions comme le Malawi, ou la résistance a la SP est élevée,
ce médicament pourrait ne plus étre utilisé a I'avenir. En revanche, la sensibilité a la
chloroquine risque de revenir en Afrique subsaharienne, car les CTA suppriment la
pression sélective de la chloroquine. Ceci est maintenant observé dans toute la
région [[202] [203] [204] [205] [206]]. En plus de la réduction de la pression de la
chloroquine, le composant luméfantrine de l'artéméther/luméfantrine, 'un des CTA
les plus utilisés au Mali par exemple, peut sélectionner les alleles sensibles a la
chloroquine, augmentant ainsi la probabilité du retour de la sensibilité a la
chloroquine dans les zones ou ces CTA sont utilisés et ou les parasites sensibles
existent encore [207]. Si le paludisme sensible a la chloroquine réapparait dans toute
I'Afrique subsaharienne, il pourrait jouer un rble important dans la prévention et le
traitement du paludisme a lavenir. Comme la chloroquine a un profil
pharmacocinétique connu, un marqueur moléculaire validé pour la résistance et un
excellent profil de sécurité, ces informations peuvent étre utilisées pour développer
des thérapies rationnelles combinant plusieurs médicaments afin de prévenir
I'émergence ou la réémergence de la résistance a la chloroquine. Si une association
de chloroquine peut étre utilisée a l'avenir pour le traitement du paludisme, elle est
encore plus attrayante comme option de prévention dans les populations vulnérables
telles que les femmes enceintes ou les jeunes enfants car elle est sre a tous les
trimestres, a des schémas posologiques pour tous les groupes d'age, a une longue
demi-vie d'élimination et offre une protection pendant 4 a 6 semaines apres

I'administration de la dose.

Cette étude confirme la tendance a la baisse de la proportion de parasites résistants

dans cette zone. Cependant, cette baisse semble moins lente qu’entre 2002 et 2003.

58
These de Médecine M. Cheick Oumar TRAORE




Epidémiologie Moléculaire de la Résistance de P. falciparum aux Antipaludiques a Dangassa et a Nioro du
Sahel au Mali

Depuis la recommandation de I'OMS de retirer la chloroquine de Iarsenal
thérapeutiqgue du paludisme dans les années 2000, plusieurs études ont rapporté
une baisse substantielle de la prévalence du marqueur de résistance a la
chloroquine dans différents pays suggérant une possible réintroduction de la

molécules dans les années a venir [175, 208-210]..
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7. CONCLUSION ET RECOMMANDATIONS

7.1. CONCLUSION

Cette étude a révelé une forte prévalence du marqueur de résistance a la
luméfantrine (génotype Pfmdrl_Y184F), la molécule associée a I'artémisinine la plus
utilisée au Mali, a été détectée. Des recherches supplémentaires sont nécessaires
pour explorer la résistance a la luméfantrine au Mali. Nous avons également observé
une prévalence élevée de marqueur de résistance a la Chloroquine chez les isolats
de P. falciparum circulant & Dangassa et Nioro. Par contre les marqueurs de
résistance aux molécules comme la sulfadoxine, I'amodiaquine, la pyriméthamine et
la pipéraquine restent trés peu fréquents dans nos sites d’étude. De fagon générale,
les marqueurs de résistance aux antipaludéens étudiés sont plus fréquents a

Dangassa qu’a Nioro du sahel.
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7.2. RECOMMANDATIONS

Au terme de la présente étude et au vu de nos résultats, nous pouvons formuler les

recommandations suivantes :
Aux autorités sanitaires et administratives

% encourager la formation du personnel sanitaire sur les tests de détection de la
sensibilité de P. falciparum aux antipaludiques au Mali,
% financer la recherche antipalustre enfin d’adapter nos stratégies de lutte contre

le paludisme aux réalités basées sur des évidences scientifiques.

Aux chercheurs

®,

% continuer a surveiller la résistance aux molécules antipaludiques dans les
zones d’endémie palustre afin de fournir des résultats fiables au PNLP pour
une meilleure implémentation des interventions contre le paludisme au Mali ;

7

% investiguer les facteurs susceptibles d’influencer le développement de la

résistance de P. falciparum aux antipaludiques utilisés au Mali.

A la population

*

% adhérer aux recommandations sur I'utilisation des antipaludiques faites par les
professionnels de santé afin de retarder la survenue de la résistance ;
% participer massivement aux activitts de recherche sur le paludisme en

collaborations avec les chercheurs.
8. Limites de notre étude

Notre étude s’est intéressée particulierement a déterminer la prévalence des
marqueurs moléculaires de résistance de P. falciparum aux antipaludéens au Mali
dans deux localités d’endémicité différente. La connaissance des mécanismes de
résistance permet le développement de nouvelles molécules qui diminueront la
résistance, d’identifier les cibles de nouveaux antipaludiques et enfin d’identifier des
marqueurs moléculaires pour la surveillance de la résistance aux antipaludiques.
Une surveillance des mutations, au niveau du gene PfKelch13 directement associées
a la résistance a l'artémisinine pourra permettre une détection précoce des cas de

résistance a ces médicaments au Mali.
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10. ANNEXES

10.1. Procédures standard opératoires (SOP) de la goutte épaisse

Principe

C’est une technique de concentration permettant un repérage rapide des parasites

dans le sang.

Matériel

Lames et vaccinostyles

- Des gants de protection en latex a usage unigue

- Lames de microscopie a usage unique

- Des lancettes stériles a usage unique

- De I'éthanol a 700

- Du coton hydrophile

- Boite de collection des aiguilles sécurisées

- Un bac pour le séchage des lames

- Des formulaires de rapport de résultats ou un registre

- Un stylo a bille

Un crayon a mine

Mode opératoire

Prélever une grosse goutte de sang capillaire (environ 5-10ul) en la déposant
directement a I'extrémité supérieur d’'une lame (I'autre extrémité étant généralement
réservée au frottis sanguin mince). A l'aide du coin de la deuxieme lame, étaler la
goutte sur 1 cm de diamétre en tournant pendant quelques secondes. Laisser sécher

avec soins, ne jamais fixer la goutte (cela altere la coloration).

Coloration
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Il y a deux méthodes de coloration avec le Giemsa : la méthode rapide (colorant a
10%) et la méthode lente (colorant a 3%). On emploie la méthode lente pour colorer
un plus grand nombre de lames, c’est le cas dans les enquétes transversales ou
épidémiologiques et pour les travaux de recherche sur le terrain. La méthode rapide
est la technique de coloration la plus courante pour la coloration simultanée de 1 a

15 lames.

Lecture et quantification

Une goutte d’huile a immersion est placée sur la goutte épaisse (GE). Les parasites
sont recherchés en utilisant I'objectif a immersion (x100) du microscope optique.
Pour le comptage des parasites, la lame est examinée de gauche a droite ou de haut
en bas afin d’identifier les parties de la GE ou la répartition des leucocytes est

distribuée de facon homogene.

Les formes asexuées (trophozoites) et les formes sexuées (gamétocytes) de chaque
espéece plasmodiale observée sont comptée en notant simultanément les leucocytes.
Le comptage se faisait sur 300 leucocytes. Une lame n’est déclarée négative
gu'aprés lecture d’au moins 100 champs de la GE sans détecter une forme
plasmodiale. La densité parasitaire par pl de sang est calculée en divisant le nombre
de parasites comptées par 300 leucocytes multiplié par 7500 (nombre moyen de

leucocytes par ul de sang).

Avantages et inconvénients

= Avantages : la réalisation de la GE est relativement simple et donne une
concentration parasitaire d’environ 20 fois plus élevée que celle d’'un frottis
mince et peut détecter des parasites au taux extrémement faible (5

parasites/ul) soit une parasitémie de 0.0001%.

= Inconvénients : le temps de coloration de la GE est clairement long (45
minutes) et la lecture nécessite des expérimentés. En outre, le diagnostic des

especes plasmodiale est difficile a la GE.

10.2. Procédures standard opératoires (SOP) du frottis mince (FM)

Principe
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Le frottis mince est utilisé pour I'examen morphologique plus détaillé et pour

déterminer les espéeces de parasites. Elle consiste a étaler de fagon homogéne une

goutte de sang sur une lame porte objet. En général, le prélevement se fait a partir

du sang capillaire au bout du doigt.

Matériel

Lancette stérile a usage unique

Sous paillasse

Coton alcoolisé

Gant a usage unique

Lame porte objet dégraissée a usage unique
Sac poubelle

Etiquettes ou crayon

Prélevement

Piqure au niveau du 3™ ou 4°™ doigt de la main gauche

Chez les nourrissons de moins de 6 mois, la pigure se fait au niveau du talon

ou du gros orteil.

Nettoyer I'endroit choisi avec I'alcool

Piquer d’'un coup sec et rapide

Essuyer la premiere goutte de sang avec un tampon de coton sec
Presser le doigt pigué pour faire sortir une goutte de sang
Confectionner les frottis sanguins mince, sur une surface dure et plane

Déposer 2,5ul de sang sur la lame.

Confection frottis mince (FM)

Glisser le bord du frottis jusqu’a ce qu’elle touche la goutte de sang (laisser

fuser)
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- Etaler d’'un coup sec et régulier en respectant un angle de 45°. Tout le sang

doit étre étalé avant d’atteindre I'autre extrémité de la lame

- La queue du FM a couche monocellulaire doit étre réguliére et non striée.

goutte de
— sang
N 2
APPROCHE
ADHESION
/
AVANCEMENT

Figure 14. Technique de la goutte épaisse et frottis minces

Fixation et séchage du frottis sanguin mince

- Apres séchage, fixer le frottis mince en la lame dans le méthanol pendant 3 a

5 secondes

- Laisser sécher le frottis mince sur une surface plane

Coloration

- Recouvrir le frottis avec une solution de Giemsa a 10% pendant 10-15
minutes pour la coloration rapide ou de Giemsa a 3% pendant 30 minutes

pour la coloration longue classique

- Rincer doucement la lame sous un filet d’eau distillée ou du robinet dans
I'évier

- Laisser sécher le frottis a l'air libre au moins pendant 1h au minimum ou

utiliser un séchoir

- Le pH du colorant doit étre Iégérement alcalin (pH= 7,2 — 7,4). Une coloration

acide pourrait empécher la mise en évidence des parasites.

Lecture
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- Ajouter une goutte de I'huile d'immersion sur le frottis mince (vers la queue)
puis lire avec 'objectifx100 ; sélectionner une zone dans laquelle les globules

rouges sont bien étalés sans exposition des uns sur des autres.

- Examiner la queue ou les bords du frottis et identifier les espéces de parasites

en notant les caractéristiques suivantes :
v' La forme du trophozoite
v' Le nombre de trophozoites dans le globule rouge
v' Lataille du globule infecté
v" Le nombre de mérozoite par schizonte
v' La forme du gamétocyte
v' Et autre parasite dans les globules rouges infectés.

Compter tous les globules rouges, puis les globules rouges infectés dans au moins
cing champs.

Calculer le pourcentage de globules rouges. Une fois le comptage terminé, on
calcule le nombre relatif de parasites par rapport au nombre de leucocytes et I'on
exprime le résultat en « nombre de parasites par champ microscopique ou en

pourcentage d’hématies infectées ».

Avantages

Le frottis mince est une technique rapide pour la détermination de I'espéce
plasmodiale (diagnostic d'urgence). La lecture est facile car on recherche les

parasites a I'intérieur des globules rouges.

Inconvénients

La réalisation du frottis sanguin mince est difficile et demande de I'expérience. La
technique est peu sensible pour détecter des parasitémies fables.

11.2. Procédures Standard Opératoire (SOP) : Confection du confetti (papier
filtre)

Matériel
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- Papier buvard

- Gants stériles

- Vaccinostyle stérile

- Coton hydrophile

- Alcool 70%

- Ciseaux

- Poubelle pour vaccinostyles
- Registre

- Crayon

- Enveloppes

- Agrafeuse

- Agrafe

- Scotch type OMS

- Insecticides (Timor®)

- Cantine + cadenas

Lieu de prélévement

Face latérale de 'annulaire gauche indemne de toute pathologie

Mode opératoire

- Découper du papier buvard a l'aide d’'une paire de ciseaux environs 4 cm de

long sur 2 cm

- Diviser un des bouts du confetti en quatre dents (1/2 cm de largeur sur 1 cm

de hauteur).
- Mettre en confiance le papier

- Inscrire le numéro d’identification du patient sur le buvard a 'aide du crayon
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- Désinfecter la face latérale de l'annulaire gauche a l'aide d’'un coton

hydrophile imbibé d’alcool a 70%

- Prendre ledit doigt du patient entre le pouce, I'index et le majeur et le piquer a

I'aide d’un vaccinostyle stérile.

- Ensuite, imbiber les 4 dents du papier buvard de sang en massant doucement

toujours le doigt piqué de bas en haut.

- Aprés le prélevement, appliquer du coton sec sur la partie piquée du doigt

pour faire hémostase.

- Laisser sécher le confetti en I'accrochant sur un scotch adhésif suspendu a
l'intérieur d’'un carton qui se ferme bien. Laisser sécher complétement le

confetti a I'abri de la poussiére et des mouches.

Gestion du confetti

Apres séchage, mettre chaque confetti dans une enveloppe portant le numéro
d’identification du patient, la date du prélevement et les garder soigneusement
dans une cantine a I'abri des insectes et rongeurs. Enfin, consigner chaque jour

dans un registre, le numéro des confettis confectionnés.

10.3. Détermination du taux d’hémoglobine

Le taux d’hémoglobine a été mesuré en utilisant un appareil Hemocue® Hb201+

et des microcuvette pour 'hémoglobine
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© Source

Figure 15. Analyseur et Microcuvette Hemocue : www.hemocue.com

Principe de la méthode

La réaction dans la microcuvette repose sur une réaction modifiée de formation
d’azoture de méthémoglobine. Les érythrocytes sont hémolysés pour libérer
'hémoglobine. L’hémoglobine est convertie en méthémoglobine laquelle réagit
avec de I'azoture pour donner I'azoture de méthémoglobine dont 'absorbance est
mesurée dans I'analyseur. Cette absorbance est directement proportionnelle a la

concentration de 'hémoglobine.

Matériel et réactifs

e Appareil analyseur Hemocue®

Microcuvette pour ’hémoglobine

Lancette stérile a usage unique

Alcool 70°

Coton hydrophile

Mode opératoire

- Cibler un doigt, bien désinfecté avec le tampon d’alcool a 70°
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- Pigquer en un coup sec avec une lancette ; nettoyer la premiere goutte de

sang, presser le bout du doigt pour avoir une deuxieme goultte ;

- Appliquer la microcuvette sur la goutte de sang. La quantité nécessaire est

aspirée automatiquement dans la microcuvette par capillarité.

- Apres avoir enlevé minutieusement toute trace de sang présente a la surface
de la microcuvette, la mettre sur son support et I'insérer ensuite dans le
photometre. Le résultat est exprimé en gramme d’hémoglobine par décilitre de

sang (g/dl)

Figure 16. Mécanisme de mesure du taux d’hémoglobine par [l'appareil

Hemocue201+

Source : www.hemocue.com

10.4. Techniques et outils de collecte des données

Un formulaire de report des cas a été élaboré et validé avant le démarrage des
activités. Les données cliniques, parasitologique et hématologique ont été recueillies
sur ce formulaire de report de cas et saisies dans une base de données de type
Microsoft Excel. La méthode face a face a été utilisée pour 'administration du
guestionnaire. Les données sociodémographiques ont été obtenues a partir de
I'interrogatoire. Les données cliniques ont été obtenues lors de I'examen physique et
celles de la biologie par la prise de sang. Le sang collecté sur confettis chez les
patients a été utilisé pour extraire 'ADN du parasite. L’ADN parasitaire obtenu était
analysé pour la détection des mutations ponctuelles au niveau des nucléotides
d’intérét en utilisant la technique de MALDI-TOF (Matrix Laser Désorption lonisation
— Time of Flight). Chaque patient inclus dans I'étude a fait I'objet d’'un prélevement
sanguin capillaire sur confettis au début de I'étude. Sur ces prélevements sanguins,
nous avons effectué les analyses suivantes telles que la goutte épaisse, le test du
diagnostic rapide (TDR) et le taux d’Hb.
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Résumeé

Des progrés majeurs ont été accomplis dans la lutte contre le paludisme en Afrique
ces deux derniéres décennies grace a l'essor et surtout a la vulgarisation des
techniques de biologie moléculaire dans le monde. Dans la présente these, nous
avons voulu explorer I'épidémiologie ainsi que I'’évaluation de la chimiosensibilité de
P. falciparum, agent responsable majeur de cette pathologie au Mali. Pour ce faire,
nous avons mené une étude réalisée dans deux villages d’endémicité différente au
Mali (Dangassa et Nioro du Sahel). Nous avons analysé les polymorphismes connus
au niveau des geéenes Pfcrt, Pfdhps, Pfdhfr, pfmdrl et PfK13 en utilisant TADN
parasitaire extrait a partir des isolats cliniques collectés a Dangassa et a Nioro du
Sahel au Mali. Le génotypage des polymorphismes a été fait au Wellcome Trust
Genome Campus de Sanger, Cambridge, Royaume-Uni, et en utilisant la plateforme
robotique Agena MassARRAY® iPLEX (Agena Bioscience, Hamburg, Germany).

Au total, nous avons collecté 269 échantillons de sang auprés de patients positifs a
P. falciparum en 2016 (213 & Dangassa et 56 a Nioro-du-sahel). Cette étude n’a
révélé aucun fond génétigue de résistance a l'artémisinine, mais une forte
prévalence des marqueurs de résistance a la luméfantrine (génotype
Pfmdrl_Y184F), la molécule associée a l'artémisinine la plus utilisée au Mali, a été

détectée. Notre étude a aussi revélé que les marqueurs de résistance a la
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sulfadoxine-pyriméthamine et a 'amodiaquine sont trés fréquents a Dangassa et a
Nioro du Sahel et pourrait compromettre leur utilisation dans la traitement intermittent
chez la femme enceinte et dans la Chimioprévention du paludisme saisonnier chez

les enfants au Mali.

Des recherches supplémentaires sont nécessaires pour explorer la résistance a la
luméfantrine, les mécanismes et les facteurs impliqués dans le développement de la

résistance au Mali.

Mots clés. Plasmodium falciparum — Résistance aux antipaludiqgues — Marqueurs

moléculaires, Mali
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12. Summary

Major progress has been made in the fight against malaria in Africa over the last two
decades thanks to the development and especially the popularization of molecular
biology techniques throughout the world. In this thesis, we wanted to explore the
epidemiology and the evaluation of the chemosensitivity of P. falciparum, the major
agent responsible for this pathology in Mali. To do so, we conducted a study in two
villages of different endemicity in Mali (Dangassa and Nioro du Sahel). We analyzed
known polymorphisms in the Pfcrt, Pfdhps, Pfdhfr, pfmdrl and PfK13 genes using
parasite DNA extracted from clinical isolates collected in Dangassa and Nioro du
Sahel in Mali. The genotyping of the polymorphisms was done at the Wellcome Trust
Genome Campus in Sanger, Cambridge, UK, and using the Agena MassARRAY®
iPLEX robotic platform (Agena Bioscience, Hamburg, Germany).

In total, we collected 269 blood samples from P. falciparum positive patients in 2016
(213 in Dangassa and 56 in Nioro du Sahel). This study revealed no genetic
background for artemisinin resistance, but a high prevalence of markers of resistance
to lumefantrine (genotype Pfmdrl_Y184F), the most widely used artemisinin-
associated molecule in Mali, was detected. Our study also revealed that sulfadoxine-
pyrimethamine and amodiaquine resistance markers are very common in Dangassa
and Nioro du Sahel and could compromise their use in intermittent treatment in

pregnant women and in the chemoprevention of seasonal malaria in children in Mali.

Further research is needed to explore lumefantrine resistance and the mechanisms

and factors involved in the development of resistance in Mali.

Keywords: Plasmodium falciparum — Antimalarial drug resistant - Molecular markers,
Mali
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