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1 | Mahamadou CISSE Biologie
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3 | Daouda SANOGO Gestion pharmaceutique
4 | Mouctar DIALLO Parasitologie/mycologie
5 | Souleymane DIALLO Bacteériologie/Virologie
6 | Kaourou DOUCOURE Physiologie humaine
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PROFESSEURS DECEDES

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

DER : SCIENCES BIOLOGIQUES ET MEDICALES

1. PROFESSEURS/DIRECTEUR DE RECHERCHE

N° PRENOMS NOM Grade SPECIALITE
1 | Mounirou BABY Professeur Hématologie
2 | Mahamadou DIAKITE Professeur Immunologie-Génétique
3 | Alassane DICKO Professeur Santé Publique
4 | Abdoulaye A DJIMDE Professeur Parasitologie-Mycologie
5 | Amagana DOLO Professeur Parasitologie-Mycologie
5 Aldjouma GUINDO Professeur gtlaznl;atologle. Chef de
7 | Akory Ag IKNANE Professeur Santé Publique/Nutrition
Dir r nté Publi Bio-
8 Kassoum KAYENTAO recﬁgtgﬁe de sStZt;[;iqﬂg el Blo
9 | Ousmane KOITA Professeur Biologie-Moléculaire
Issaka SAGARA Directeur de Bio-statistique
10 recherche
Maitre de Santé Publique/Santé
11 | Ousmane TOURE Recherche Environ.
12 | Boubacar TRAORE Professeur Parasitologie-Mycologie

2. MAITRE DE CONFERENCES/MAITRE DE RECHERCHE

N° | PRENOMS NOM Grade SPECIALITE
Maitre de
1 | Bourema KOURIBA Conférences Immunologie
Almoustapha Maitre de
2 | Issiaka MAIGA Recherche Bactériologie-Virologie
Maitre de
3 | Mahamadou S. | SISSOKO Recherche Bio-statistique
Djibril Maitre de
4 | Mamadou COULIBALY Conférences Biochimie clinique
Djénéba Maitre de
5 | Koumba DABITAO Conférences Biologie Moléculaire
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Maitre de

6 | Antoine DARA Conférences Biologie Moléculaire
Maitre de
7 | Souleymane DAMA Conférences Parasitologie - Mycologie
Maitre de Biotechnologie
8 | Laurent DEMBELE Conférences Microbienne
Maitre de
9 | Seidina A. S. DIAKITE Conférences Immunologie
Maitre de
10 | Fatou DIAWARA Conférences Epidémiologie
Maitre de
11 | Ibrahima GUINDO Conférences Bactériologie-Virologie
Amadou Maitre de
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Maitre de Santé Publique/Santé
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Maitre de
14 | Yéya dit Dadio | SARRO Conférences Epidémiologie
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2 | Charles ARAMA Maitre-Assistant | Immunologie
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3 | Tiétié BISSAN Maitre-Assistant | Biologie Clinique
4 | Djénéba COULIBALY | Assistant Nutrition/Diététique
5 | Seydou Sassou | COULIBALY Maitre-Assistant | Biochimie Clinique
Klétigui
6 | Casimir DEMBELE Maitre-Assistant | Biochimie Clinique
7 | Yaya GOITA Maitre-Assistant | Biochimie Clinique
8 | Aminatou KONE Maitre-Assistant | Biologie Moléculaire
9 | Birama Apho LY Maitre-Assistant | Santé Publique
10 | Dinkorma OUOLOGUEM | Maitre-Assistant | Biologie Cellulaire

4. ASSISTANT/ATTACHE DE RECHERCHE

N° | PRENOMS NOM Grade SPECIALITE
Cheick Attaché de

1 | Amadou COULIBALY Recherche Entomologie/parasitologie
Michel Attaché de

2 | Emmanuel COULIBALY Recherche Entomologie/parasitologie
Abdallah Attaché de

3 | Amadou DIALLO Recherche Entomologie/parasitologie
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Attaché de
4 | Bakary FOFANA Recherche Recherche clinique
Merepen dit
5 | Agnes GUINDO Assistant Immunologie
) Attaché de Santé Publique / Santé
6 | Falaye KEITA Recherche Environnement
N'Deye Lallah
7 | Nina KOITE Assistant Nutrition
Attaché de
8 | Oumou NIARE Recherche Biologie appliquée
Attaché de
9 | Lamine SOUMAORO Recherche Entomologie/parasitologie
Attaché de Sciences biologies
10 | Aliou TRAORE Recherche appliquées
11 | Djakaridia TRAORE Assistant Hématologie

DER : SCIENCES PHARMACEUTIQUES

1. PROFESSEUR/DIRECTEUR DE RECHERCHE

Nl]

PRENOMS

NOM

GRADE

SPECIALITE

1

Rokia

SANOGO

Professeur

Pharmacognosie Chef
de DER

2. MAITRE DE CONFERENCES/MAITRE DE RECHERCHE

N° | PRENOMS NOM GRADE SPECIALITE

1 | Loséni BENGALY Maitre de Pharmacie hospitaliére
Conférences

2 | Mahamane HAIDARA Maitre de Pharmacognosie
Conférences

3. MAITRE ASSISTANT/CHARGE DE RECHERCHE

N° | PRENOMS NOM GRADE SPECIALITE
1 | Bakary Moussa | CISSE Maitre-Assistant Galénique
2 |lssa COULIBALY Maitre-Assistant Gestion
3 | Balla Fatogoma | COULIBALY Maitre-Assistant Pharmacie hospitaliére
4 | Adama DENOU Pharmacognosie Pharmacognosie
5 | Hamma MAIGA Maitre-Assistant | Galénique
Boubacar
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Adiaratou

TOGOLA

Maitre-Assistant

Pharmacognosie

Aminata

TRAORE

Assistant

Pharmacie hospitaliere

4. ASSISTANT/ATTACHE DE RECHERCHE

N° | PRENOMS NOM GRADE SPECIALITE
1 | Seydou Lahaye COULIBALY Assistant Gestion Pharmaceutique
2 | Daouda Lassine | DEMBELE Assistant Pharmacognosie
3 | Sékou DOUMBIA Assistant Pharmacognosie
4 | Assitan KALOGA Assistant Législation
5 | Ahamed MAIGA Assistant Législation
6 | Aichata Ben MARIKO Assistant Galénique
Adam
7 | Aboubacar SANGHO Assistant Législation
8 | Bourama TRAORE Assistant Législation
9 | Sylvestre TRAORE Assistant Gestion Pharmaceutique
10 | Aminata Tieba TRAORE Assistant Pharmacie Hospitaliere
11 | Mohamed dit TRAORE Assistant Pharmacie Hospitaliére
Sarmoye

DER SCIENCES DU MEDICAMENT

1. PROFESSEUR/DIRECTEUR DE RECHERCHE
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N° | PRENOMS NOM GRADE SPECIALITE

1 | Sékou BAH Professeur Pharmacologie

2 | Benoit KOUMARE Professeur Chimie Analytique
3 | Ababacar . MAIGA Professeur Toxicologie

2. MAITRE DE CONFERENCES/MAITRE DE RECHERCHE

N° | PRENOMS NOM GRADE SPECIALITE

1 | Tidiane DIALLO Maitre de Toxicologie
Conférences

2 | Hamadoun Abba | TOURE Maitre de Bromatologie Chef de
Conférences DER

3. MAITRE ASSISTANT/CHARGE DE RECHERCHE

N° | PRENOMS NOM GRADE SPECIALITE
1 | Dominique ARAMA Maitre- Pharmacie Chimique
Patomo Assistant

2 | Mody CISSE Maitre- Chimie Thérapeutique
Assistant

3 | Ousmane DEMBELE Maitre- Chimie Thérapeutique
Assistant

4 | Madani MARIKO Maitre- Chimie Analytique
Assistant

5 | Karim TRAORE Maitre- Pharmacologie
Assistant

4. ASSISTANT/ATTACHE DE RECHERCHE

N° | PRENOMS NOM GRADE SPECIALITE

1 | Mahamadou BALLO Assistant Pharmacologie

2 | Dalaye Bernadette | COULIBALY Assistant Chimie Analytique
3 | Blaise DACKOUO Assistant Chimie Analytique
4 | Fatoumata DAQU Assistant Pharmacologie

5 | Abdourahamane DIARRA Assistant Toxicologie
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6 | Aiguerou dit GUINDO Assistant Pharmacologie
Abdoulaye

7 | Mohamed El NACO Assistant Chimie Analytique
Béchir

8 | Mahamadou TANDIA Assistant Chimie Analytique

9 | Dougoutigui TANGARA Assistant Chimie Analytique

DER : SCIENCES FONDAMENTALES

1. PROFESSEUR/DIRECTEUR DE RECHERCHE

NO

PRENOMS

NON

GRADE

SPECIALITE

2. MAITRE DE CONFERENCES/MAITRE DE RECHERCHE

N° | PRENOMS NON GRADE SPECIALITE

1 | Lassana DOUMBIA Maitre de Chimie appliquée
Conférences

2 | Abdoulaye KANTE Maitre de Anatomie
Conférences

3 | Boubacar YALCOUYE Maitre de Chimie Organique
Conférences

3. MAITRE ASSISTANT/CHARGE DE RECHERCHE

N° | PRENOMS NON GRADE SPECIALITE

1 | Mamadou Lamine | DIARRA Maitre-Assistant | Botanique-Biologie
Végétale Chef de DER

2 | Boureima KELLY Maitre-Assistant | Physiologie Médicale

4. ASSISTANT/ATTACHE DE RECHERCHE

N° | PRENOMS NON GRADE SPECIALITE

1 | Seydou Simbo DIAKITE Assistant Chimie Organique

2 | Modibo DIALLO Assistant Génétique

3 | Moussa KONE Assistant Chimie Organique

4 | Massiriba KONE Assistant Biologie Entomologie

CHARGES DE COURS (VACATAIRES)
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N° | PRENOMS NON SPECIALITE

1 | Cheick Oumar BAGAYAKO Informatique

2 | Babou BAH Anatomie

3 | Souleymane COULIBALY Psychologie

4 | Yacouba M COULIBALY Droit Commercial

5 | Moussa | DIARRA Biophysique

6 | Mahamoudou KONE Droit et éthique

7 | Satigui SIDIBE Pharmacie Vétérinaire

8 | Sidi Boula SISSOKO Histologie-Embryologie

9 |Fana TANGARA Mathématiques

10 | Djénébou TRAORE Sémiologie et Pathologie
Medicale

11 | Oumar SAMASSEKOU Génétique

12 | Boubacar ZIBEIROU Physique
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sur lui. Merci de m’avoir accompagné tout au long de ce chemin, en me guidant, en
m’accordant la force, le courage, la santé, la patience pour la réalisation de ce modeste
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A notre Maitre et président du jury :

Pr. Boubacar Traoré

e Professeur titulaire en Parasitologie-Mycologie a la FAPH

e Directeur scientifique de I’unité Paludisme/grossesse et Immuno-pathologie
parasitaire du MRTC/ICER

e Doyen de la faculté de Pharmacie

Cher Maitre,

Vous nous faites un grand honneur en acceptant de présider ce jury malgré vos multiples
occupations. VVos admirables qualités scientifiques, sociales, morales font de vous un maitre
exemplaire.

Cher maitre, permettez-nous de vous exprimer notre profonde gratitude.

Qu’Allah vous accorde santé et longévité. Amen !
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A notre maitre et membre du jury

Mc. Souleymane DAMA
e Maitre de conférences de Parasitologie-mycologie a la FAPH
e Spécialiste en Pharmacologie préclinique et clinique

e Enseignant-chercheur a la FAPH

Cher Maitre,

Nous avons beaucoup appris de vos valeurs humaines et scientifiques. VVotre contribution
nous a été d’un grand atout pour la réalisation de ce travail. Nous ne saurions étre assez
reconnaissant pour toute la considération que vous avez portée a ce travail. Recevez ici nos
sincéres remerciements.

Puisse Dieu vous donner santé et longévité afin que plusieurs générations d’apprenants
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e Enseignant-Chercheur a la FAPH
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Merci d’avoir contribuer a I’amélioration de ce modeste travail.

Que Dieu vous donne une longue vie pleine de sante. Amen !
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A notre maitre et membre du jury
Mc. Djénéba Koumba DABITAO

Docteur en Pharmacie

Spécialiste en Biologie Moléculaire et en Immunologie

Maitre de conférences a la faculté de pharmacie

Cheffe du Laboratoire ImmunoCore du Centre Universitaire de Recherche
Clinique (UCRC) de ’USTT-B

Cher Maitre,
Vous nous faites un grand honneur en acceptant de juger ce travail. Vos qualités humaines

et scientifiques font de vous un maitre apprécié et respecté de tous. Trouvez ici cher maitre

I’expression de nos sincéres remerciements.

Que Dieu vous donne santé et longévité. Amen !
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A notre maitre et codirectrice de thése
Dr. Dinkorma T. OUOLOGUEM
e Maitre assistant en Biologie cellulaire a la FAPH

e Chercheur au MRTC/Parasitologie

Cher Maitre,

Ce travail est avant tout le fruit de vos efforts. Nous avons apprécié vos qualités sociales et
scientifiques tout au long de ce travail. VVotre patience et votre amour pour le travail bien fait
font de vous un maitre respecté et admiré. Avec vous, nous avons été confiante, écoutée,
soutenue et conseillée de la plus belle maniére. Cher maitre, sachez que vous étes une
référence pour nous et recevez ici ’expression de notre profond respect et de nos sinceres

remerciements. Qu’Allah vous accorde santé et longévité. Amen !
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A notre maitre et directeur de thése
Pr. Abdoulaye A. DJIMDE
e Professeur Titulaire de Parasitologie-Mycologie a la FAPH
e Directeur du MRTC Parasitologie
e Chef de I’Unité d’Epidémiologie Moléculaire et de la Chimiorésistance
e Directeur du Programme DELGEME
e Membre de I’Académie Malienne des Sciences

e Membre de I’Académie Africaine des Sciences

Cher Maitre,

C’est une grande joie pour nous de vous avoir comme directeur de these.

Malgré vos multiples occupations vous avez accepté de diriger ce travail, Soyez-en remercié.
Nous espérons que cet humble travail sera a la hauteur de vos espérances.

Cher maitre, veuillez trouver ici, 1’expression de notre profond respect.

Qu’Allah vous accorde santé et longévité. Amen !
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LISTE DES SIGLES ET ABREVIATIONS

ACD . Acid-Citrate-Dextrose

ACM . Albumax Culture Media (milieu de culture a base d’Albumax)

ADN . Acide désoxyribo- nucléique

CMI . Concentration minimale inhibitrice

Clso . Concentration inhibitrice médiane

CPM . Coups par minute

CQ . Chloroquine

CPS : Chimio prévention du Paludisme Saisonnier

CTA . Combinaison Theérapeutique a base d'Artémisinine

DEAP : Département d’Epidémiologie des Affections Parasitaires

DHA . Dihydroartémisinine

DSFA . Direct skin feeding assay, « test de repas sanguin direct sur la peau
» en francais

DMFA . Direct membrane feeding assay « test de repas sanguin direct sur
membrane artificielle » en francais

DMSO . Diméthylsulfoxide

FM . Frottis Mince

FAPH . Faculté de Pharmacie

G6PD . Glucose-6 Phosphate —Déshydrogénase

GE . Goutte Epaisse

GTP . Guanosine triphosphate

LAMP . Loop-mediated isothermal Amplification

LAV . Lutte anti-vectorielle

LDH . Lactate Déshydrogénase

MCA . Milieu de culture a Albumax

MEDRU : Molecular Epidemiology and Drug Resistance Unit « Unité
d’Epidémiologie Moléculaire et de Chimioresistance » en francais

MRTC . Malaria Research and Training Center, « Centre de Recherche et de
Formation sur le Paludisme » en francais

ONG . Organisation Non Gouvernementale

ORY : Oryzalin

OMS . Organisation Mondiale de la Santé

PCR . Polymerase Chain Reaction, « Réaction de Polymérisation en
Chaine » en francais

Pl4K . Phosphatidylinositol 4-Kinase

PKG . Protéine kinase G

PfEMP1 . Plasmodium falciparum Erythrocyte Membrane Protein 1

PfATP4 . Plasmodium falciparum ATPase 4

PRQ . Primaquine

P. falciparum  : Plasmodium falciparum

P. malariae . Plasmodium malariae
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P. ovale
P. vivax
PNLP
QBC
RPMI
RAVEC
RBC
SDRA
SPAQ
SMFA
SCM
SACM

SR
TBA

TDR
TPI
WB

Plasmodium ovale

Plasmodium vivax

Programme National de Lutte contre le Paludisme
Quantitative Buffy Coat

Roswell Park Memorial Institute medium
Recensement Administratif a Vocation d’Etat Civil
Red Blood Cell

Syndrome de Détresse Respiratoire Aigue
Sulfadoxine-pyriméthamine + amodiaquine
Standard membrane feeding assay

Serum culture media (Milieu de culture au sérum)

Serum-Albumax culture media (Milieu de culture au serum +
albumax)
Serum Replacement (Remplacement de Sérum en francais)

Transmission blocking activity (Activité de blocage de la
transmission en francais)
Test de Diagnostic Rapide

Traitement préventif intermittent
Whole Blood, (Sang Total en francais)
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1. INTRODUCTION

Le paludisme demeure un probléme majeur de santé publique et il est endémique dans au
moins 84 pays du monde. Selon le rapport de 1’organisation mondiale de la santé (OMS)
publié en 2022, il y’a eu 247 millions de cas de paludisme dans le monde, dont 95 % survenus
en Afrique au Sud du Sahara (1). Les enfants de moins de 5 ans sont les plus vulnérables.
Les moyens de lutte contre le paludisme ont considérablement évolué au cours des 15
derniéres années, tant au niveau individuel qu'au niveau collectif (communautaire). Les
Combinaisons Thérapeutiques a base d’Artémisinine (CTA), associées a 1’utilisation des
moustiquaires imprégnées d'insecticide, la chimio-prévention du paludisme saisonnier
(CPS), les traitements préventifs intermittents ont contribué a réduire de facon
impressionnante la transmission du paludisme dans le monde (2). Cependant, malgré ces
progrés considérables, le paludisme reste la principale cause de mortalité et de morbidité
dans les pays endémiques (1). L’élimination du paludisme nécessite de nouvelles stratégies

telles que I’interruption de la transmission entre I’homme et le vecteur anophéle femelle.

La transmission du parasite de I’homme au vecteur anophéle est assurée par les gamétocytes,
les seules formes sexuées du parasite chez ’homme capables d’évoluer chez le moustique
aprés le repas sanguin pour devenir des formes infectantes (les sporozoites). Une des
approches prometteuses de la lutte contre le paludisme consiste a bloquer la transmission des
gamétocytes viables de I’hote humain aux vecteurs. Ainsi plusieurs molécules
antipaludiques, déja disponibles ou en cours de développement, ont été investiguées pour
leur activité gamétocytocide. Les composés dérivés de I'artémisinine sont actifs sur les stades
asexués du Plasmodium et ont peu ou pas d’action sur les gamétocytes matures. Ainsi, les
gamétocytes peuvent persister dans le sang plus de deux semaines aprés le traitement et
peuvent étre transmis ultérieurement. D’autres molécules comme la primaquine et la
tafénoquine sont reconnues actifs contre les gamétocytes matures. Toutefois, l'utilisation de
ces médicaments est limitée par leur toxicité hémolytique observée chez les patients
présentant un déficit en glucose-6-phosphate déshydrogénase (G6PD), une maladie
génétique dont la prévalence est élevée dans les régions ou le paludisme est endémique (3—
5).

Des recherches sont en cours pour découvrir de nouveaux médicaments capables de cibler
efficacement les gamétocytes de Plasmodium (6-8). De nouvelles classes de composés, y
compris les spiroindolones (KAF246), les imidazolopipérazines (GNF179), les
imidazopyrazines (KDUG691) et les quinoléines-4-carboxamides (DDD107498) ont montré
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de puissantes activités de blocage de la transmission in vitro et in vivo comme d’autres
molécules étroitement apparentées (KAE609 ou cipargamine, KAF156) ont fait I'objet

d'essais cliniques (9-15).

La découverte et le développement de thérapies fiables et efficaces bloquant la transmission
nécessitent des essais biologiques standard et reproductibles pour mesurer de maniere fiable
les propriétés de blocage. Plusieurs techniques expérimentales sont actuellement disponibles
pour évaluer l'activité gamétocytocide des molécules (16-21). Ces méthodes expérimentales
mesurent principalement I'activité de blocage sur la transmission des molécules in vitro en
utilisant des parasites adaptés au laboratoire qui sont genétiquement identiques. L’utilisation
de parasites adaptés au laboratoire est tres utile pour les études préliminaires d’évaluation de
I’effet antipaludique. Cependant ces méthodes peuvent donner des résultats trés éloignés des
réalités de terrain a cause de I’induction des mutations génétiques par les conditions
d’adaptation des parasites (22). Ainsi nous avons émis 1’hypothése que les gametocytes
présents chez des patients asymptomatiques pourraient étre directement utilisés pour évaluer

en ex vivo I’activité bloquante de nouveaux candidats antipaludiques.

Nous nous proposons de développer un nouveau protocole permettant d’évaluer ex vivo
I’activité bloquante de molécules sur la transmission des gamétocytes de P. falciparum isolés

chez des patients asymptomatiques.

La mise en place de ce nouveau protocole pourrait, d’une part, accélérer la découverte de
nouveaux antipaludiques a propriétés gamétocytocides bloquant la transmission, d’autre
part, cette approche ex vivo pourrait aider dans la sélection et I’avancer d’un composé lors

de son développement.
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2. OBJECTIFS

2.1. Objectif général
Développer un nouveau protocole pour 1’évaluation ex-vivo de ’activité bloquante de
candidats antipaludiques sur la transmission d'isolats cliniques de gamétocytes de

Plasmodium falciparum.

2.2. Objectifs spécifiques

1. Déterminer la condition optimale pour maintenir viables et infectieux les gamétocytes
isolés chez des patients asymptomatiques ;

2. Mesurer ex vivo ’activité bloquante des antipaludiques de référence sur la transmission
des gamétocytes de Plasmodium falciparum aux anopheles ;

3. Mesurer I’activité bloquante des molécules candidates sur la transmission.
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3. GENERALITES

3.1. Historique du paludisme

L’origine géographique du paludisme est controversée et se perd dans la nuit des temps. 11
fait partie des plus vieilles affections de I’humanité et des indices suggerent que I’homme
préhistorique en était atteint (23). On trouve ainsi dans les anciens manuscrits chinois et
égyptiens, de méme que dans la littérature grecque et romaine, des témoignages relatifs aux
fievres épidémiques dont les signes ressemblent beaucoup a ceux du paludisme. Mais il a
fallu attendre 1717 pour que Giovanni Lancisi attribue cette maladie aux émanations nocives
des marais, d’ou le nom malaria, de I’italien « malaria » ou air vicié ; puis enfin 1880 pour
que Docteur Alphonse Laveran, un médecin de I’armée frangaise, soit témoin de
I’exflagellation d’un gamétocyte male lors de I’observation au microscope d’échantillons de
sang de patients impaludés (24). Deux ans plus tard précisément en 1882 1’hypothése de la
transmission du paludisme par le moustique était déja émise. Cette hypothése fut confirmée
en 1897 par Ronald Ross qui fit la découverte de I’importance du moustique dans le cycle
de vie du paludisme aviaire et décrivit des kystes paludéens dans les parois de I'estomac
d'Anopheles. En 1898, Grassi décrivit le cycle de transmission complet du parasite et prouva
que le paludisme observé chez I'nomme est transmis par des moustiques du genre Anopheles.
La nomenclature concernant les différents stades de développement du parasite sera publiée
en 1900 par Schaudinn. Successivement, furent mis en évidence les especes P.vivax (Grassi
et Leletti, 1890) ; P.malariae (Laveran, 1891) et P.ovale (Stephens, 1992) et P. falciparum
(Welch, 1897). Les dégats causés par le paludisme pendant la premiére guerre mondiale vont
susciter la recherche et la mise a disposition des nouvelles molécules antipaludiques telles
que les dérivés des amino-8-quinoleines, des amino-9-acridines et des amino-4-quinoleines
dont la plus représentative est la chloroquine (25). La chloroguine sera ensuite largement
utilisée aussi bien en traitement curatif qu’en prophylaxie jusqu’a ce que I’OMS ait lancé en
1950 un programme d’éradication du paludisme a I’échelle mondiale :*’ le monde unit contre
le paludisme’’. C’est ainsi qu’il y a eu le développement de nombreux antipaludiques de
syntheéses dont les plus connus sont ’amodiaquine, la pyriméthamine, le cycloguanil et le
proguanil. L activité antiplasmodique de 1’extrait d’Artemisia annua L. dont le principe actif
est I’artémisinine a été mis en évidence en 1971 (25). Malgré I’isolement de deux alcaloides
fondamentaux des écorces de quinquina (quinine et cinchonine) en 1920 par Pelletier et
Caventou, ’OMS met fin a son programme mondial d’éradication du paludisme a cause de

son échec, car I’enthousiasme thérapeutique était menacé dés le début des années 60 par des
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premiers cas de résistance a la chloroquine. La Méfloquine et I’Halofantrine ont été
découvertes par I’armée américaine a la suite d’un vaste programme de criblage entrepris
apres 1’échec du programme mondial d’éradication et des nombreux cas de paludisme parmi
les troupes américains envoyées au Vietnam. Ces molécules seront plus tard développées

par les firmes pharmaceutiques.
3.2. Epidémiologie

3.2.1. Le vecteur

Le paludisme humain est transmis par des moustiques appartenant a I’embranchement des
Arthropoda, a la classe des Insecta, a la sous-classe Pterygota, a I’ordre des Diptera, au sous-
ordre des Nematocera, a la famille des Culicidae, a la sous-famille des Anophelinae et au
genre Anopheles. Ce genre regroupe environ 480 especes de moustiques dont 80 seulement
sont capables de transmettre le paludisme ; 15 de celles-ci sont considérées comme vecteurs
majeurs du paludisme (26). Au Mali, les especes de moustique responsable de la
transmission du paludisme sont Anopheles gambiae s.I, Anopheles gambiae, Anopheles
coluzzii, Anopheles arabiensis et Anopheles funestus s.l (27,28). Les vecteurs du paludisme
sont reparties entre les zones éco-climatiques selon quatre faciés épidémiologiques qui sont
la zone désertique, la zone sahélienne, la zone soudanienne et la zone guinéenne (Figure 1)
(27).

&

- Anopheles gambiae s.. Asesann
I An. gambiae — .

- An. coluzzii @
B An. araviensis s
I 4. runestus s.i

Source: MRTC GIS/RS
Author: A. M. Dolo
Edition: March 2021

Figure 1: Distribution des vecteurs du paludisme au Mali

Les schémas sectoriels montrent la présence de différentes especes vectrices au Mali de 2010
a2019. (Cissoko M. et al.;2022(27))
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3.2.2. Le parasite
Le paludisme est d a un protozoaire appartenant a I’embranchement des Apicomplexa, a la
classe des sporozoaires, a 1’ordre des eucoccidies, a la famille des plasmodidae et au genre
Plasmodium. Six especes plasmodiales sont connues comme agents pathogenes pour
I’homme :
—Plasmodium falciparum : responsable de la fievre tierce maligne, trés fréquente en Afrique
(98% des cas de paludisme en Afrique).
—Plasmodium vivax : responsable de la fievre tierce bénigne.
—Plasmodium ovale wallikeri : responsable de la fievre tierce bénigne.
—Plasmodium ovale curtisi : responsable de la fievre tierce bénigne.
—Plasmodium malariae : responsable de la fiévre quarte bénigne.
—Plasmodium knwolesi : responsable de la fievre quarte.
Au Mali, les principales especes rencontrées sont P. falciparum (plus de 85 % des parasites),
P. malariae (10-15 %), P. ovale (1 %) (28), et des cas de P. vivax ont été observés et
documentés (29,30).

3.3. Cycle biologique du Plasmodium
Le cycle évolutif de Plasmodium se déroule chez deux hétes : un hote intermédiaire
(vertébrés) ou a lieu une phase de multiplication asexuée ou schizogonie et 1’hote définitif

(Moustique) ou a lieu une phase de différenciation sexuée (figure 2).

3.3.1. Cycle asexué chez I’homme (schizogonie)

3.3.1.1. Phase hépatique ou exo-érythrocytaire
Cette phase commence chez I’homme par 1’inoculation des sporozoites contenus dans la
glande salivaire de 1’Anophéle femelle infestée lors du repas sanguin. La survie des
sporozoites dépend de leur capacité a migrer sur des distances considérables et différents
tissus de plusieurs micrometres en quelques minutes pour finalement atteindre une cellule
hépatique parenchymateuse, la cellule cible appropriée ou se transforme et se réplique le
parasite (31). Une fois a destination, les sporozoites pénétrent 1’hépatocyte par invagination
et établisse la vacuole parasitophore. La vacuole parasitophore protege le parasite du cytosol
de I’érythrocyte (32). Les sporozoites se transforment en trophozoites qui se divisent pour
former des schizontes hépatiques. Apres 12 jours environ, le schizonte éclate et libere des

mérozoites qui migreront via la voie sanguine vers les hématies amorgant ainsi la phase
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érythrocytaire. Lors de I’infection par P. ovale et P. vivax, une partie des sporozoites
hépatiques reste sous forme quiescente uni nucléée dans les hépatocytes, appelées

hypnozoites (33). Ces formes sont a I’origine des rechutes observées lors d’infections par
ces deux especes.

3.3.1.2. Laphase érythrocytaire et réplication asexuée
Cette phase commence par I’invasion des érythrocytes par les mérozoites hépatiques libéres
dans le sang (34). Aprés D'infestation de 1'hématie, le parasite, entouré d’une vacuole
parasitophore, se développe en anneau, puis en trophozoite. A I'intérieur de 1’hématie, le

parasite se multiplie de facon asexuée conduisant a la formation de schizontes
érythrocytaires.
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Figure 2 : Le cycle de vie de Plasmodium falciparum

(Image adaptée de Ouologuem et al. 2023 (35))
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La rupture de la membrane de I’hématie par le schizonte mature (stade en rosette) libére 8 a
32 meérozoites dans le sang. Ces mérozoites infectent de nouvelles hématies (dans un délai
de 15 & 30 mn) réalisant ainsi un nouveau cycle schizogonique érythrocytaire (qui dure 48
heures chez P. falciparum, P. ovale et P. vivax, et 72 heures chez P. malariae). Les signes
pathologiques de la maladie sont genéralement détectés au cours de la schizogonie
érythrocytaire : I’éclatement des globules rouges contenant les schizontes matures libére
outre les mérozoites, de I’hémozoine (pigment malarique provenant de la dégradation de
I’hémoglobine) et des substances toxiques inductrices des acces fébriles caractéristiques de
la maladie. Certains mérozoites se developpent en trophozoites qui se différencient en
gamétocytes males et femelles (formes sexuées du parasite) qui sont les seules formes
infectieuses pour le moustique. Ces gamétocytes n’entrainent aucun symptome et leur durée

de vie dans la circulation sanguine est estimée a 3-4 semaines (36).

3.3.1.3. Laphase érythrocytaire et la gamétocytogénese
Les gamétocytes sont des stades observés dans la circulation sanguine chez 1’homme. Les
gametes proprement dits sont observés chez le moustique et résultent de I’activation des
gamétocytes ingérés lors du repas sanguin. La morphologie des gamétocytes varie selon les
especes de Plasmodium. Alors que les gamétocytes matures de P. ovale, P. malariae, P.
vivax et P. knowlesi possédent une forme ronde a ovale, P. falciparum adopte une forme de
croissant ou de falciforme a maturité (37,38). Le nom P. falciparum fait référence a la forme
en croissant ou falciforme des stades matures de ses gamétocytes. Au cours de son
développement, le gamétocyte de P. falciparum passe par 5 stades morphologiquement
distincts (I — V). Les premiéres observations sur la morphologie des gamétocytes de P.
falciparum ont été faites dans les années 1950, et ont permis de définir les cing stades de
développement (39). Plus tard, en utilisant des approches de microscopie optique et
électronique, les formes et les temps d'apparition des différents stades ont été détermines
(40). Des études ont montré que les stades I-1V sont séquestrés dans la moelle osseuse, tandis
que les stades V circulent dans les vaisseaux sanguins périphériques (41). Le gamétocyte de
stade | a une forme arrondie, semblable au jeune trophozoite asexué. Au stade Il tardif, le
parasite commence a s'allonger en forme de D. Les gamétocytes de stade 11l adoptent une
forme déformant Iégérement le globule rouge en raison de I'allongement supplémentaire du
parasite. Au stade 1V, il est possible de distinguer les gamétocytes males et femelles. Les
deux sexes ont un format mince et allongé avec des extrémités pointues. Dans les

gamétocytes méles, le pigment a tendance a étre dispersé tandis que chez la femelle, il est
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plus dense. Le gamétocyte de stade V est le plus distinct de tous les stades en raison de la

forme en croissant ou falciforme.

3.3.2. Cycle sexué chez le moustique (sporogonie)
Lors de son repas sanguin chez un sujet infecté, le moustique ingere les gamétocytes males
et femelles du Plasmodium qui sont infectieux pour lui. Une fois dans le tube digestif du
moustique, les gamétocytes se différencient rapidement en microgametes males flagellés
mobiles et macrogamétes femelles. La fertilisation de la macrogameéte par un microgameéte,
pour donner un zygote, est réalisée dans les minutes suivant I’exflagellation. Ce zygote
évolue en ookinéte mobile qui traverse la paroi de I’estomac du moustique et forme sur sa
face externe un oocyste. Ce dernier se développe en quelques jours et donne des nombreux
sporozoites. Ces sporozoites migrent alors jusqu'a la cavité secrétoire et, finalement, au
conduit salivaire. Ils sont alors préts a étre injectés a ’homme lors d’un nouveau repas

sanguin.

3.4. Physiopathologie du paludisme

3.4.1. Accés palustre non compliqué

La schizogonie intra-hépatique entraine une destruction des cellules hépatiques. Cependant,
cette destruction des cellules parenchymateuses du foie est cliniquement asymptomatique.
On observe une prolifération des cellules de Kupffer responsables de la phagocytose des
débris cellulaires et du pigment malarique. Ultérieurement le dép6t de ces débris entraine
une hépatomegalie.

Lorsque la densité parasitaire atteint un certain seuil, les pigments malariques (hémozoines),
libérés apres la destruction des hématies par les trophozoites, agissent sur le centre bulbaire
de la thermorégulation.

La synchronisation progressive du cycle intraérythrocytaire entraine la libération réguliere
et répétée des pigments malariques, d’ou la périodicité de 1’acces palustre. La splénomégalie
survient a la suite d’une hyperactivité du systéme phagocytaire mononucléé chargés de

débarrasser I’organisme des pigments malariques et des débris érythrocytaires.

3.4.2. Neuropaludisme
La séquestration des formes matures de P. falciparum au niveau du cerveau et d’autres

organes tels que le coeur, les poumons, les reins, la rate et le placenta (42), explique en partie
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la gravité du paludisme. Cette séquestration se fait apres interaction entre la protéine 1 de la
membrane érythrocytaire appelée PfEMP1 (P. falciparum Erythrocyte Membrane Protein 1)
et les différents récepteurs présents a la surface de I’endothélium vasculaire. Ce phénomeéne
est appelé cytoadhérance des globules rouges parasités. Cependant d’autres hypotheses ont
été évoquées pour expliquer la physiopathologie du paludisme grave (43):

— Sécrétion de cytokines pro-inflammatoires : INF-y et TNF-a

— Augmentation de la perméabilité de la barriere méningée entrainant une fuite du liquide
céphalorachidien et un cedéme cérébral

— Coagulation intravasculaire disséminée

— Phénomeéne immuno-pathologique avec dépot de complexes immuns

Quel que soit le mécanisme, le ralentissement du flux capillaire intracérébral provoque
I’anoxie, voire tardivement une ischémie responsable d’une hémorragie périvasculaire et de

Iésion de la substance blanche qui ne sont pas sans séquelles.

3.5. Manifestations cliniques

Les manifestations cliniques du paludisme sont exclusivement liées a la schizogonie
intraérythrocytaire. Les principaux signes, que sont la fi¢vre, I’anémie et le sub-ictére, sont
dus a I’éclatement des hématies et des rosaces avec libération du pigment malarique.
L’expression et la gravité de la maladie dépendent du parasite (espéce plasmodiale et densité
parasitaire) et de I’état de prémunition de I’individu. Selon le cas, il est possible de distinguer
le paludisme de primo-invasion, I’accés de reviviscence, I’accés pernicieux ou

neuropaludisme, le paludisme viscéral évolutif et la fievre bilieuse hémoglobinurique (44).

3.5.1. Paludisme de primo-invasion
Il est caractérisé par une fievre allant de 39°C a 40°C qui s’accompagne de myalgie et de
céphalée brutale. Cette fievre diminue d’intensité (frisson et sueur) aprés quelque temps. Ces
signes sont souvent associés a de petits troubles digestifs de type « embarras gastrique »
(nausée, vomissement et/ou diarrhée) (45). Les signes traduisant 1’hémolyse apparaissent

souvent de facon différée : paleur, sub-ictére, hépato-splénomégalie.

3.5.2. Acceés de reviviscence
On observe ce type d’acces palustre avec ’acquisition d’un certain degré d’immunité et il
correspond aux crises schizogoniques, toutes les 48 heures (P. falciparum, P. ovale, P. vivax)

ou toutes les 72 heures (P. malariae), caractérisées par : un grand frisson inaugural, une
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fievre a 40°C durant quelques heures puis de sueurs profuses (45). La périodicité manque
souvent en raison d’un polyparasitisme. Seule la fi¢vre tierce a P. falciparum est susceptible

d’évoluer vers un paludisme cérébral (45).

3.5.3. Paludisme viscéral évolutif :
Ce cas de paludisme est rencontré dans des zones d’endémie chez les sujets jeunes
insuffisamment ou non prémunis et qui ont été soumis a une chimioprophylaxie incorrecte.
La splénomégalie en est le signe majeur associée a une hépatomégalie. Les signes généraux
(fievre intermittente, asthénie, retard staturo-pondéral) et I’anémie (paleur, ictére) sont trés
variables, allant d’une forme peu symptomatique a une forme qui pourrait se confondre avec

une leucémie.

3.5.4. Lafiévre bilieuse hémoglobinurique :
En général elle survient chez des sujets en zone d’endémie avec des antécédents d’acces
palustres et observant une prophylaxie et/ ou des traitements intermittents par des amino-
alcools (46). Plus recemment, la fievre bilieuse hémogloginurique a été rapportée apres
I’administration de 1’halofantrintre (47). Le début est brutal avec une hémolyse intra
vasculaire chez le patient aprés un traitement aux sels de quinine. Il y a la présence de douleur
intense en barre au niveau de la ceinture pelvienne, une oligurie avec des urines
particulierement rouges et foncées. La parasitémie est faible et indétectable par les
techniques classiques, goutte épaisse (GE) et frottis mince (FM) (48). Cette forme nécessite

une réanimation.

3.5.5. Le neuropaludisme et les autres formes graves et compliquées
C’est le paludisme des sujets non immun comme nourrisson, femme enceinte, enfant et
migrants venant d’une zone non impaludée. Ces formes sont propres au P. falciparum et sans
traitement ils peuvent conduire a la mort au bout de 72 heures. L’OMS a établi des critéres
afin de poser le diagnostic du paludisme grave et compliqué permettant ainsi une meilleure
prise en charge (49). Il s’agit de la présence des formes asexuées de P. falciparum dans le
sang, associée a I’un des signes suivants :
—Neuropaludisme
—Troubles de la conscience
—Convulsions répétées

—Prostration : extréme faiblesse (incapacité de se tenir droit)
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—Vomissements itératifs

—Syndrome de détresse respiratoire

—Ictere clinique

—Acidose metabolique : bicarbonates plasmatiques < 5g/dl, hématocrite (Ht)< 2,2 mmol/L
—Hémoglobinurie macroscopique

—Insuffisance rénale : diurése <400 ml/ 24h ou créatinémie > 265uM chez I’adulte ; diurese
< 12 ml/ kg/ 24h ou créatinémie ¢élevée pour I’age chez I’enfant

—Collapsus circulatoire : Tension Artérielle Systolique < 50 mmHg avant 5 ans, TAS < 80
mmHg apres 5 ans

—Hémorragie anormale

—(Edéme pulmonaire (radiologique).

3.6. Diagnostic biologique :

Aprés un diagnostic clinique, le diagnostic biologique est indispensable dans la confirmation
d’un cas de paludisme car il permet de réduire I'utilisation d’antipaludiques dans le
traitement injustifié pour des fiévres non palustres (50). En effet la recherche d’un diagnostic
précoce et d’un traitement efficace sont des actions mises en ceuvre par des programmes de
lutte contre le paludisme. Ce diagnostic du paludisme comprend les techniques de diagnostic

indirect et direct.

3.6.1. Diagnostic biologique indirect
Le principe est basé sur la rechercher d’anticorps dans le sérum du malade. Les techniques
sont indicatives d une infection antérieure (persistance des anticorps méme apres 1’infection)
et présente. Ces techniques incluent: les tests de diagnostic rapide (tests
immunochromatographiques), I’immunofluorescence indirecte, I’hémagglutination passive
et le test Elisa (51,52).

3.6.2. Diagnostic biologique direct
Le diagnostic direct est fiable et a pour but de confirmer ou infirmer le diagnostic clinique.
Ces techniques comprennent la goutte épaisse, le frottis mince, le « buffy coat test »
quantitatif (QBC ; « quantitative buffy coat »), et la PCR (Réaction de Polymérisation en
Chaine) (53).
La goutte épaisse (GE) et le frottis mince (FM) sont une technique de concentration qui
consiste a étaler 5-10 pl (GE) et 3-6 pl (FM) de sang sur une lame porte-objet. Apres séchage
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le frottis mince est fixé au méthanol puis la lame est colorée au GIEMSA préparé a 10 %
pendant 15-20 mn. La lecture est faite au microscope a I’objectif 100 en immersion. Ainsi le
noyau du Plasmodium est coloré au rouge vif et le cytoplasme en bleu. L’association GE/FM
est la technique la plus recommandée et demeure la référence pour le diagnostic du

paludisme dans les pays en développement (54).

La PCR est une technique de biologie moléculaire permettant d'obtenir in vitro un grand
nombre de segments d'ADN identiques, a partir d'une séquence initiale. Il s’agit d’amplifier
un fragment d’ ADN extrait & partir du sang ou tout autre prélévement biologique infecté par
le parasite en utilisant des amorces spécifiques. La détection de I’ADN parasitaire par la
technique de PCR est I’une des approches les plus sensibles pour diagnostiquer le paludisme,
mais le colt élevé limite leur utilisation. La PCR demande une longue procédure, des
équipements et des réactifs spécialisés et couteux.

Le «Buffy Coat » quantitatif est un autre test direct et rapide pour le diagnostic du
paludisme. Il est basé sur la coloration a I'acridine orange d'échantillons de sang périphérique
centrifugés dans un tube a microhématocrite (QBC). L'examen du microtube se fait sous
source de lumiére UV (microscopie a fluorescence). L'orange d'acridine colore toutes les
cellules contenant de I'acide nucléique et la fluorescence associée est observable sous une
lumiére bleu-violet a travers un microscope, permettant ainsi d’identifier les globules rouges

infectés.

3.7. Stratégies de lutte contre le paludisme

3.7.1. Laprise en charge des cas de paludisme simple et grave
Les cas de paludisme sont pris en charge au niveau des structures sanitaires. L’OMS
recommande 1’utilisation des CTAs pour le traitement du paludisme simple a chaque fois
que la voie orale est possible et I’artésunate par voie intraveineuse pour le traitement des cas
de paludisme grave. En I’absence d’artésunate, il est recommandé d’utiliser I’artéméther de
préférence a la quinine (55). Le gouvernement du Mali s’est engagé a assurer gratuitement
le traitement de 1’acces palustre chez les enfants de moins de 5 ans et les femmes enceintes
tout en fournissant les formations sanitaires en TDR (Test de Diagnostic Rapide) et en CTA.
L’OMS a recommandé de confirmer le diagnostic clinique du paludisme par un examen
biologique chaque fois que le plateau technique le permet (Microscopie ou TDR) avant

d’instaurer le traitement (50).
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3.7.2. Les mesures préventives
Le traitement preventif intermittent (TPI), la chimio prévention du paludisme saisonnier
(CPS) et la lutte anti-vectorielle (LAV) constituent les mesures de prévention le paludisme
au Mali (56).

3.7.2.1. La prévention du paludisme pendant la grossesse
Le traitement préventif intermittent (TPI) avec la Sulfadoxine-Pyriméthamine est
recommandé pour prévenir le paludisme pendant la grossesse. Ce traitement est administré
gratuitement a raison d’une cure supervisée par mois entre le 4éme et le 8¢me mois de la
grossesse (57). Chaque cure est composée d’une prise unique de 3 comprimés de Sulfadoxine

(500mg) et Pyriméthamine (25mg) chacun.

3.7.2.2.  Lachimio prévention du paludisme saisonnier :
La CPS est une nouvelle stratégie pour le contrdle du paludisme chez les enfants impliquant
I'administration mensuelle de sulfadoxine-pyriméthamine + amodiaquine (SPAQ) pour la
prévention du paludisme (55). Elle est plus adaptée a des zones ou le paludisme est saisonnier
avec une transmission intense pendant trois ou quatre mois de I'année. Cette CPS concerne
les pays (en majorité Africains) qui répondent a ces critéres et pour lesquels la SP et I’AQ
conservent leur efficacité contre P. falciparum. SP+AQ a ainsi une chimioprophylaxie
d’environ quatre semaines, la protection diminue ensuite rapidement nécessitant un

renouvelement du traitement chaque mois.

3.7.3. La lutte antivectorielle
Le Mali a adopté les méthodes de lutte antivectorielle pouvant étre utilisées au niveau
individuel et communautaire pour protéger contre les piqures de moustiques (57). 1l s’agit
de :
—La promotion des moustiquaires imprégnées d’insecticide
—Le traitement ciblé des gites larvaires
—La pulvérisation intra-domiciliaire

—La promotion de I’hygiéne et de 1’assainissement.

3.8. Les antipaludiques
La classification des antipaludiques est pharmacologique et chimique. C’est ainsi qu’on

distingue :

Thése Pharmacie 2022-2023 Djénéba DIALLO 17



++ Les schizonticides : ils sont actifs sur les schizontes mais inactifs sur les gametes. Ils sont
curatifs des acces palustres, mais n’empéchent pas la transmission de la maladie. Les
schizonticides comprennent les amino-4 quinoléines (ex. chloroquine, amodiaquine) (Figure
3), les amino-alcools (ex. quinine, méfloquine) (Figure 4), les antifoliniques (proguanil et
pyriméthamine) et les antifoliques (sulfadoxine, dapsone) (Figure 5), la pyronaridine (Figure

6) et les sesquiterpénes lactones (Artémisinine et dérivés) (Figure 7).

¢+ Les gamétocytocides : ils n’ont pas d’action sur les schizontes mais ont un intérét sur le
plan collectif car ils peuvent empécher la transmission. Ils comprennent les amino-8

quinoléines (ex. primaquine, tafénoquine) (Figure 6).

++ Certains antibiotiques appartenant a la famille des tétracyclines (doxycycline) ou des
macrolides (érythromycine) utilisés en association avec les schizonticide (en général la

quinine) permettent de renforcer ’activité antipaludique.

3.9. Nouvelles molécules antipaludiques :

Bien gque des combinaisons de médicaments a base d’artémisinine soient disponibles pour
traiter le paludisme, les cas d’échecs des traitements rapportés en Asie du Sud-Est soulevent
des inquiétudes quant a la propagation de la résistance aux CTA en Afrique. Au Rwanda,
dans une étude publiée en aout 2020 dans le journal Nature Medicine il est rapporté les
premiers cas de résistance de P. falciparum a I’artémisinine (58). Heureusement, il y a de
I’espoir a I’horizon car plusieurs nouveaux candidats médicaments antipaludiques sont en
cours d’essais cliniques ainsi que d’autres cibles médicamenteuses prometteuses sont en

cours d’étude.
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Les amino-4-quinoléines
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Figure 3: Structure, formule et classification chimique de la choroquine, de

I’amodiaquine et de la pipéraquine
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Les amino-alcools
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Figure 4: Structure et formule chimique des amino-alcools
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Les antifoliniques
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Figure 5: Structure et formule chimique des antifoliniques et des antifoliques
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Les amino-8-quinoléines
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Figure 6 : Structure et formule chimique de la primaquine, de la

tafénoquine et de la pyronaridine
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Artémisinines et dérives

Artemisinine Artemether
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Figure 7: Structure et formule chimique de I’artémisinine et ses dérivés
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3.9.1. Les imidazopyrazines (KDU691) :
KDUG691 une nouvelle classe de composes antipaludiques. C’est une imidazopyrazine dotée
d'une puissante activité antiparasitaire contre les schizontes au stade sanguin, les
gamétocytes et les stades hépatiques. Le KDUG691 est un inhibiteur specifique de
Plasmodium PI4K, bloquant ainsi le développement intracellulaire de plusieurs stades
d’infection chez I’héte vertébré et invertébré de P. falciparum et de P. vivax (12). KDU691

est aussi actif contre les parasites résistants a I’artémisinine et ayant les mutations K13 (59).

Imidazopyrazine
N

/N
Cl o

KDU-691

Figure 8: Structure, formule et classification chimique de KDU-691

3.9.2. Les imidazolopipérazines (GNF-179) :
Les imidazolopipérazines dont GNF179, sont aussi de nouvelles classes de médicaments.
GNF179 est un analogue proche du candidat clinique KAF156 qui a démontré une puissante
activité thérapeutique en combinaison avec une nouvelle formulation améliorée de la
luméfantrine lors d’essais cliniques de phase IIb chez des patients avec un paludisme a P.
falciparum et de P. vivax (15). Le KAF156 est le premier composé d’une nouvelle classe
d’antipaludique, les imidazolopipérazines, et a le potentiel dans 1’élimination du paludisme,

en guérissant rapidement les infections paludéennes, y compris les souches résistantes et en
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bloguant la transmission du parasite. KAF156 et son analogue proche GNF179 ont aussi le
potentiel de prévenir le paludisme par leur propriété contre les stades hépatiques. KAF156

et GNF179 sont tres actifs sur les parasites résistants a 1’artémisinine (60).

Imidazolopiperazine

H2N\)J\

Cl

GNF-179

Figure 9: Structure, formule et classification chimique du GNF-179

3.9.3. Les spiroindolones (KAF246)
Les spiroindolones présentent une activité schizonticide sanguine rapide et puissante
contre le Plasmodium résistant aux médicaments (61). Les spiroindolones inhibent le
PfATP4, empéchant ainsi les ions sodium d'étre pompeés hors du parasite et entrainant une
perturbation fatale de I'noméostasie du sodium du parasite. L'inhibition de PfATP4 par les
spiroindolones entraine une augmentation du sodium intracellulaire et une augmentation du
pH intracellulaire. Il a été démontré que la spiroindolone KAF246 (NITD246) réduit
I'activité ATPase associée a la membrane dans les préparations membranaires d'érythrocytes
infectés en suspension dans une concentration élevée de Na+. Il a également été montré que
les mutations PTATP4 correspondant a la résistance aux spiroindolones réduisaient la

sensibilité a la perturbation du Na + et a l'activité ATPase par les spiroindolones.
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Figure 10: Structure, formule et classification chimique du KAF-246

3.9.4. Les quinoleines-4-carboxamides (cabamiquine) :
La cabamiquine (DDD107498, ou M5717) est un puissant et nouvel agent antipaludique
agissant a plusieurs étapes du cycle de vie du parasite Plasmodium (13). La cabamiquine a
un profil de sécurité acceptable et de bonnes propriétés pharmacocinétiques. Il a comme
cible moléculaire le facteur d'élongation de la traduction 2 (eEF2). Le facteur eEF2 est
responsable de la translocation du GTP du ribosome le long de I'ARN messager et est
essentiel a la synthése des protéines. Cette molécule a montré une excellente activité contre
les parasites P. falciparum 3D7. De plus, il était plus puissant que l'artésunate dans des essais
ex vivo contre une gamme d'isolats cliniques de P. falciparum et de P. vivax recueillies

aupres de patients atteints de paludisme au sud de la Papouasie.
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Figure 11: Structure, formule et classification chimique de la cabamiquine

3.10. Les méthodes d’études de I’activité des antipaludiques
L’efficacit¢ des antipaludiques est €évaluée par la méthode standardisée de I’OMS pour

I’espece P. falciparum. 11 s’agit des épreuves d’évaluation in vitro et in vivo.

3.10.1. Test in vivo
Ce type de test consiste a controler la parasitémie au bout d’un temps donné, chez un sujet
atteint de paludisme a qui I’on a administré la dose recommandée de 1’antipaludique a tester.
L’efficacité¢ des schémas thérapeutiques est directement évaluée avec les tests de I’OMS.
Ces tests proposent des suivis de 28 jours pour la chloroquine et ’amodiaquine, 42 jours
pour la sulfadoxine-pyriméthamine, la luméfantrine-artéméther (Coartem®) et le test de 63
jours pour la méfloguine et la dihydroartemisine-piperaquine (62). Le test standard de ’OMS
de 28 jours (62) recommande de réévaluer les parametres clinique et parasitologique aux

jours 1, 2, 3,7, 14, 21 et 28 apres inclusion.
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Avantages du test in vivo :

» Adhésion facile de la population au protocole d’étude car elle y trouve un intérét médical
immédiat ;

» Réalisation plus simple et aisée (méme par un agent de santé de base) ;

» Détermination du niveau de la résistance afin d’adopter un schéma thérapeutique adéquat.

Inconvénients du test in vivo :
> Interprétation difficile des résultats liée aux troubles du métabolisme du médicament, au
niveau immunitaire du malade, et aux troubles d’absorption du médicament ;

» Longue durée pour le diagnostic de la résistance.

3.10.2. Tests in vitro
Ils consistent & mesurer 1’inhibition de la maturation en schizontes des parasites isolés chez
un sujet, en présence des doses croissantes d un antipaludique donné. Apres le macrotest mis
au point par I’OMS et vite abandonné, ce sont les microtests qui sont actuellement utilisés.
On distingue :
» Tests optiques :
Le micro-test OMS et le semi-micro-test de Le Bras (63) ont €té mis au point a la fin des
années 70 afin d’évaluer la sensibilité de P. falciparum a certains médicaments. Ils sont basés
sur la capacité des doses croissantes d’antipaludiques testés a empécher la maturation des
trophozoites de Plasmodium falciparum en schizontes, lorsque le prélevement sanguin est
mis en culture dans du milieu RPMI (Roosevelt Park Memorial Institute) et incubé a 37°C,
en présence du CO2 et de 1’02, pendant 24 a 48 heures. Les résultats s’expriment en
concentration minimale inhibitrice (CMI), pour le micro-test OMS, et en concentration
inhibitrice 50% (Clso) OU 90% (Clgo) pour le semi-micro-test.
» Tests isotopiques :
Ce sont des modifications, respectivement, du micro-test OMS et du semi-micro-test optique
par I’adjonction dans chaque cupule d’un radio-isotope, I’Hypoxantine tritiée. La maturation
des parasites est révélée par I’incorporation du radio-isotope dans le noyau des parasites. La
mesure de la radioactivité se fait aprés 42 & 48 heures d’incubation, a I’aide d’un compteur
a scintillation. Les résultats sont donnés en coups par minute (CPM) et I’activité du
médicament est exprimée en Clso ou en Clgo.
» Le Microtest de Marklll et le test de Makler sont basés respectivement sur la

quantification microscopique des schizontes et sur la mesure de ’activité enzymatique de la
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lactate déshydrogénase (LDH). Pour les deux approches, les parasites sont cultivés en
présence des antipaludiques a étudier.
» Le test du Ring Stage Survival Assay (RSA) développé pour 1’évaluation de la

résistance des parasites a 1’artémisinine et ses dérivés.

Avantages des tests in vitro :

» La possibilité de tester plusieurs antipaludiques sur les mémes souches plasmodiales a la
fois;

» La possibilité de faire un diagnostic beaucoup plus précoce de la résistance ;

» Pas de probléme de biodisponibilité ni de troubles du métabolisme des médicaments ;

» Pas de probléme de disponibilité des patients.

Inconvénients des tests in vitro :

» Nécessité d’un matériel lourd et d’un personnel qualifié ;

» Conditions rigoureuses de prélevement et de culture des parasites trés difficile sur le
terrain (risque de contamination) ;

» Difficulté de cultiver certaines souches sauvages ;

» Incapacité de déterminer les échecs thérapeutiques.

3.10.3. Tests ex vivo
Ils consistent a mesurer I’effet d’un antipaludique sur des souches de parasites prélevés chez
des sujets infectés. La source du parasite differe le test ex vivo du test in vitro (utilisant des
parasites de laboratoire). Souvent, certains isolats sont d’abord adaptés en culture continue
au laboratoire avant de passer au test proprement dit. Ainsi, apres la collecte des parasites,
ce sont les mémes tests in vitro cités ci-dessus qui sont adaptés aux différentes expériences

lors des essais ex vivo.

3.11. Les méthodes d’études de la transmission palustre

Le réservoir infectieux humain est défini comme la proportion d’une population de sujets
asymptomatiques porteurs de gamétocytes capables d’infecter avec succes les moustiques
(64). Des essais d'alimentation des moustiques sont systématiquement utilisés pour évaluer
la transmission du paludisme. On mesure l'infectiosité des gamétocytes dans ces tests en
quantifiant le nombre d'oocystes présents dans I'estomac du moustique (soit en densité

moyenne d'oocystes, soit en prévalence oocystiques chez les moustiques) apres une période
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de maturation de 7 a 8 jours. Il existe 3 différentes manicres de procéder au test d’infestation
des moustiques :

» Le test de repas sanguin direct sur la peau (DSFA, «direct skin feeding assay » en
Anglais) qui autorise les femelles du moustique Anopheles a s’alimenter du sang par contact
direct avec la peau d’une personne infectée (65);

» Le test de repas sanguin direct sur membrane artificielle ou Direct Membrane
Feeding Assay en Anglais (DMFA) permet I’alimentation par membrane artificielle
(Parafilm) des moustiques Anopheles non infectés avec un échantillon de sang prélevé chez
une personne infectée ;

» Le test de repas sanguin standard sur membrane artificielle (SMFA, Standard
Membrane Feeding Assay en Anglais) implique I'alimentation des moustiques avec du sang
contenant des gamétocytes cultivés in vitro (65).

Bien que les tests directs de I'alimentation cutanée puissent donner une estimation plus
précise du potentiel de transmission de I'hnomme, les tests a membrane sont appropriés pour
comparer l'infectiosité entre les personnes et pour évaluer les interventions de réduction de

la transmission (65,66).
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4. METHODOLOGIE

4.1. Lieu d’étude et choix du site d’étude

Pour cette étude les données ont été collectées a Faladje et les expériences pour I’essai ex
vivo ont été effectuées dans les laboratoires du MRTC.

Faladje est un village rural qui reléve de la commune de N’djiba, cercle de Kati, région de
Koulikoro. Avec une population estimée a 23000 habitants selon le registre de la mairie, la
commune de N’djiba comprend 23 villages. Les Bambara, qui constituent I’ethnie
majoritaire de ces différents villages, cohabitent avec les peuhls, Soninkés, Maures et les
Dogons.... Sur cette aire géographique multilingue et multiethnique, le mariage
interethnique est bien favorisé. Le village de Faladjé est le chef-lieu de la commune de
N’djiba. Ce village est situé a 75 Km de notre laboratoire principal du MRTC au Point-G a
Bamako avec une population de 3500 habitants (RAVEC 2009). Le paludisme y est hyper-
endémique avec une transmission saisonniére qui se déroule généralement entre les mois de
juillet et janvier. Le choix de ce site repose sur le fait que Faladjé¢ a fait I’objet de nombreuses
études menées par le MRTC depuis 1993 avec présence permanente de 1’équipe de recherche
et un centre équipé pour répondre aux besoins des études entomologiques et la conservation

des échantillons pour des expérimentations in vitro.

Reégions
administratives

0 Jacques Leclere 203

Figure 12: Carte du Mali avec le site d’étude

Source : Google Map
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4.2. Type d’étude
Nous avons meneé une étude clinique d’observation afin de mettre au point un nouveau test
ex vivo pour évaluer I’activité bloquante des molécules sur la transmission des gamétocytes

de P. falciparum isolés sur le terrain.

4.3. Période d’étude
L’étude s’est déroulée d’octobre 2019 a décembre 2019 et de septembre 2020 a janvier 2021.
La durée de suivi de chaque participant était de 28 jours. Une équipe médicale était basée

sur le site d’étude pendant les périodes couvertes de cette étude.

4.4, Population d’étude
Nous avons travaillé en ex vivo sur les gamétocytes de P. falciparum collectés chez des
volontaires de 6 ans ou plus résidant a Faladje porteurs de gamétocytes de P. falciparum

confirmé par la microscopie.

4.4.1. Critéres d’inclusion
Etaient inclus dans cette étude pour la collecte de sang :
v" Les volontaires ayant accepté de participer a I’étude.
v" Les volontaires pouvant aller 8 Bamako accompagnés du guide local et de I’équipe pour
le prélevement sanguin.
v" Les volontaires et/ou parent/tuteur ayant donné leur consentement ou assentiment éclairé
écrit conformément a la pratique locale.
v’ Les volontaires présentant une densité gamétocytique supérieure ou égale a 16
gamétocytes/pl.

v" Les volontaires pouvant prendre un médicament par voie orale.

4.4.2. Critéres de non-inclusion
N’ont pas ¢été inclus dans I’étude :
v’ Les patients présentant des vomissements sévéres ou I’impossibilité de traitement par voie
orale, ou de diarrhées séveéres.
v" Les volontaires présentant une anémie avec un taux d’hémoglobine < 7 g/dl.
v" Les volontaires présentant des signes et symptémes de paludisme grave/compliqué selon
les critéres de ’OMS.

v Patients présentant une fiévre causée par d’autres maladies autre que le paludisme.
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v’ Patients ayant utilisé un antipaludique dans les deux (2) semaines avant le début de

I’étude.

4.5. ldentification des porteurs de gamétocytes de P. falciparum

Les porteurs de gamétocytes ont été identifiés en soumettant les volontaires
asymptomatiques a un prélevement sanguin capillaire au bout du doigt qui a servi a la
réalisation de la goutte épaisse et du frottis mince. Les enfants asymptomatiques ayant une
densité de gamétocytes de P. falciparum >16 gamétocytes/pl ont été sélectionnés comme
donneurs de sang pour les tests de laboratoire prévus le lendemain au laboratoire du Malaria
Research and Training Center (MRTC) a Bamako.

La densité parasitaire était déterminée en comptant le nombre de parasites asexués sur 200
leucocytes et le tout apporté a 8000 leucocytes par millimétre cube de sang. La
gamétocytémie était déterminée sur 1000 leucocytes. Le frottis mince était utilisé pour le
diagnostic d’espece. Apres la lecture, les lames étaient conservées dans des boites de I’OMS.
Pour le controle de qualité, les 10% des lames ont été relues par un microscopiste agrée qui
n’a pas participé a 1’étude.

Les participants inclus dans 1’étude ont été soumis a un prélévement veineux sanguin pour

les expériences de laboratoire (figure 13).

4.6. Prélévement sanguin chez les patients inclus pour les expériences de laboratoire

Deux types d’anticoagulants ont été utilisé pour prélever le sang veineux des patients
asymptomatiques : le citrate acide dextrose (ACD) et I'héparine de lithium. Leur choix a été
guidé par I'impact de I'anticoagulant sur les expériences a mener. Le citrate acide dextrose
(ACD) n'interfere pas avec l'activité de I'ADN polymérase et n'affecte pas la croissance des
parasites Plasmodium lorsque les isolats sont cultives immediatement aprés le prélevement
de sang ce qui explique son choix pour les échantillons qui seront utilisé pour la culture des
parasites (67). L'héparine inhibe l'activité de 'ADN polymérase. Cependant les expériences
de repas sanguin des moustiques fonctionnent mieux lorsque le sang est prélevé dans un tube
d'héparine de lithium (68).Ainsi, les prélevements de sang sur tubes heparine de lithium ont

éte utilises pour les tests d'infestation directe des moustiques.

Les deux tubes d’anticoagulants ont été préchauffés a 37°C avant le prélévement de sang.

Pour l'infectiosité de base des gamétocytes collectés, 3-4 ml de sang ont été prélevés sur des
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tubes d'héparine (VWR cat# BD367884) et utilises pour la DMFA 45 a 90 minutes apres le
prélevement de sang veineux (68).

Pour I'exposition ex vivo aux conditions de culture et a la DMFA, 5 a 10 ml ont été préelevés
sur des tubes ACD (VWR cat# BD 364606) (67). Les prélevements sanguins ont été
immédiatement conservés dans un incubateur a 37°C jusqu'a leur utilisation afin d'éviter
I'activation des gamétocytes. Pour minimiser les manipulations d'échantillons a température

ambiante nous avons utilisé autant que possible des blocs chauffants secs.

Patients asymptomatiques

<

Sang veineux sur Sang veineux sur
anticoagulant héparine anticoagulant ACD

U U

Traitement ex vivo des

DMFA échantillons et maintien

dans les conditions de
culture

U ]

Prévalence oocystique
initiale des gamétocytes DMFA
fraichement prélevés

4 0

Analyse comparative Prévalence oocystique
des prévalences « des gamétocytes traités
oocystiques ex vivo

Figure 13: Les grandes étapes des analyses expérimentales
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4.7. Détermination des conditions optimales pour maintenir viables et infectieux les
gamétocytes isolés sur le terrain

Les deux types de prélevements étaient traités au laboratoire pour déterminer d’une part
I'infectiosité initiale des gamétocytes isolés sur le terrain par DMFA et d’autre part évaluer
différentes conditions de culture (milieu, hématocrite, procédures expérimentales). Les
échantillons soumis aux différentes conditions de culture ont ensuite été utilisés pour les tests
d’infestation (DMFA) afin de déterminer I’impact des traitements sur 1’infectiosité et la
viabilité des gamétocytes.

4.7.1. Traitement des échantillons de sang pour I'évaluation de I'infectiosité
initiale des gamétocytes isolés sur le terrain par DMFA
L'infectiosité de base des gamétocytes fraichement collectés a été déterminée en utilisant des
échantillons de sang hépariné (Figure 13). Tout d'abord, 1 ml de sang a été aliquoté dans un
tube Eppendorf a microcentrifugation préchauffé et maintenu a 37°C jusqu'a I'expérience
d’infestation (DMFA sur sang total, WB-DMFA) qui a eu lieu 45 a 90 minutes plus tard. Le
reste du sang (~ 1,5 ml) a été utilisé pour le remplacement du sérum (SR-DMFA). Pour le
SR-DMFA, le sang a été centrifugé a 500 g pendant 5 minutes a 37°C pour collecter le
plasma. Le culot de GR a ensuite été remis en suspension dans un volume égal de sérum de
cheval préchauffé (n° de cat. MERCK H1270-500ml). Les échantillons WB et SR ont été
immédiatement et concomitamment utilisés pour la DMFA (Figure 14).
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Evaluation de l'infectivité initiale

Sang veineux sur anticoagulant
lithium héparine (-3 ml)
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Aliquot Sang total Aliquot pour le remplacement
(WB) (=1 ml) du sérum (SR) (~1,5 ml)

U

Culot de globules rouges
(~500 1)
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Echantillon WB Echantillon SR
(1 mi) (~ 1 ml)
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DMFA avec les échantillons SR et WB
2 pots de 25 moustiques pour chaque échantillon
(~500 pl / dispositif)

U

Prévalence oocystique initiale des gamétocytes
fraichement prélevés

Figure 14: Procédures expérimentales d’utilisation des prélévement veineux sur héparine

lithium pour I'évaluation de l'infectiosité initiale
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4.7.2. Milieux pour le maintien et la manipulation ex vivo de gamétocytes
collectés chez les participants

Sur la base des protocoles publiés pour la production in vitro de gamétocytes, nous avons
testé trois milieux de culture afin de déterminer les conditions optimales de culture pour la
viabilité et I'infectiosité des gamétocytes isolés sur le terrain (69-78) (tableau I). Les trois
milieux contiennent tous du RPMI 1640 (Gibco, cat# 31800) supplémenté avec 25 mM
HEPES (SIGMA, cat# H3375), et 25 mM bicarbonate de sodium (SIGMA, cat # S5761) et
stérilisé par filtration a 0,22um sans ajouter d’antibiotique. Ceux-ci ont été complétés avec
10% de sérum de cheval inactivé (MERCK, cat # H1270-500ml) pour le milieu de culture
au sérum (SCM, Serum Culture Media en anglais) et 10% d'AlbuMax® | (Gibco, cat #
11020) pour le milieu de culture a I'AlbuMax (ACM, AlbuMax Culture Media en anglais),
respectivement. Pour le milieu de culture sérum-AlbuMax (SACM, Serum AlbuMax Culture
Media en anglais), le milieu filtré a été supplémenté avec du sérum de cheval (5%) et de
I’AlbuMax® | (5%).

Tableau I : Composition des milieux de culture testés pour la conservation ex vivo d’isolats

de gamétocytes de terrain

Milieu de Milieu de Milieu de
Numéro de Culture au Culture a Culture au
Catalogue Sérum (SCM) Albumax Sérum+Albumax
(ACM) (SACM)
Composant
RPMI 1640 Gibco, cat# 31800 gsp gsp qsp
SIGMA, cat#
HEPES H3375 25 mM 25 mM 25 mM
Bicarbonate de SIGMA, cat#
Sodium S5761 25 mM 25 mM 25 mM
Sérum de Cheval
. . MERCK, cat#
(inactivé par la H1270-500ml 10% 0% 5%
chaleur)
Albumax Gibco, cat# 11020 0 10% 5%
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4.7.3. Evaluation ex vivo des milieux de culture
La premiére étape consistait a tester les trois milieux de culture (SCM, ACM et SACM)
pendant 24 heures en condition de culture (Figure 15). Pour chaque isolat, le culot de sang
parasité a été resuspendu dans le SCM, le SACM et I'ACM. Les différents flasques de culture
sont maintenus en condition de culture pendant 24 heures (Figure 15).
Les échantillons sont ensuite utilisés pour les tests d’infestation. L'impact des conditions de
culture ex vivo a été évalué en comparant la prévalence et la densité des oocystes entre les
conditions DMFA (infectiosité initiale versus infectiosité du milieu de culture).
Le meilleur milieu de culture est ensuite utilisé pour une culture de 48 heures et pour
I’établissement du test ex vivo d’exposition aux médicaments.
Les échantillons de sang sur anticoagulants ACD ont été transférés dans des tubes de
centrifugation coniques de 15 ml préchauffés (FalconTM ; cat# 352099). Les tubes ont
ensuite été centrifugés a 500 g pendant 5 min a 37°C pour collecter le plasma. Les culots de
GR ont été immédiatement remis en suspension dans 15 ml de milieu de culture préchauffé
a 4 % d'hématocrite. Le mélange a été transféré dans des flacons de culture de 75 cm2
(MERCK, corning cat # CLS430641) qui ont été incubés a 37° C dans une atmosphére
humidifiée contenant 5% de CO2 pendant 24 ou 48 heures. Pour I'expérience d'incubation
de 48 heures, le milieu a été remplacé 24 heures aprés I'ensemencement avec la méme
composition de milieu.
Pour préparer les échantillons pour la DMFA, les échantillons incubés dans des conditions
de culture ont été transférés dans des tubes coniques préchauffés de 15 ml et centrifugés a
500 g pendant 5 minutes a 37°C pour €éliminer le milieu de culture. Le culot de GR a ensuite
été remis en suspension dans un volume égal de sérum de cheval préchauffé (n° de cat.
MERCK H1270- 500ml) et utilisé pour la DMFA.
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Figure 15: Procédures expérimentales pour évaluer les milieux de culture
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4.7.4. Test d'infestation directe sur membrane (DMFA)
Les tests d’infestation directe sur membrane ont été réalisés avec des colonies d’Anopheles
coluzzii provenant de moustiques capturés a I'état sauvage et élevés dans notre institution de
recherche depuis plusieurs générations (79). Les moustiques ont été élevés a 25 + 2°C avec
une humidité relative de 70 + 10 % (79). Les larves ont été nourries avec de la nourriture
pour poissons et les adultes ont été nourris avec une solution sucrée a 10 % ou avec du sang
humain provenant de la banque de sang du Mali pour maintenir la colonie.
Pour chaque échantillon de sang a tester, 50 moustiques placés dans deux pots (25
moustiques par pot) ont été utilisés. Les femelles 4gées de quatre a six jours ont été affamées
pendant environ 12 heures avant I'expérience d’infestation. Elles ont été nourries avec 500yl
de sang par pot de moustiques a travers la membrane jusqu'a ce qu'elles soient rassasiees
(~10-15 mn).
Apres le repas sanguin, les femelles ont été conservées dans I'insectarium. La température et
I'hnumidité ont été contr6lées comme indiqué précédemment (79).
Le huitieme jour apres DMFA, les moustiques survivants ont été dissequés dans du
mercurochrome a 0,5 % sous un microscope optique (objectifs 10 et 40) pour la détection et
la quantification des oocystes. Les résultats ont été exprimés en prévalence d'oocystes (la
proportion de moustiques infectés) et en densité d'oocystes (le nombre moyen d'oocystes par

moustique, y compris les moustiques négatifs).

4.8. Evaluation ex vivo de I’activité bloquante des antipaludiques de référence et des
molécules candidates sur la transmission des gamétocytes
Pour établir le test ex vivo nous avons evalué I'activité bloquante de trois antipaludiques sur
la transmission. Il s’agissait de :
¢+ lachloroquine, une 4- aminoquinoléine, qui n'a pas d‘activité gamétocytocide contre
les stades gamétocytaires matures (80)
% la dihydroartémisinine, un endopéroxyde, dont l'activité gamétocytocide a été
démontrée dans le cadre de I'étude SMFA (17,80,81)
¢ la primaquine, médicament antipaludique connu pour bloquer la transmission sur le
terrain (82-84).
La deuxiéme étape consistait a évaluer I'activité de deux molécules candidates :
« KDUG691, un inhibiteur spécifique de la phosphatidylinositol-4-OH kinase (P14K) de
Plasmodium (12).
% l'imidazolopipérazine GNF179 (11).
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Pour le test des médicaments, les gamétocytes isolés sur le terrain ont été pré-exposés ex
vivo pendant 48 heures a différentes concentrations des médicaments sélectionnés avant
I’infestation des moustiques. Pour chaque médicament, cinq concentrations ont été testées.
Le meilleur milieu de culture a été complété avec du DMSO (concentration finale de 0,02%,

control négatif) ou avec le médicament.

Préparation des médicaments

Les médicaments ont été préparés sous forme de solution mere de 1M soit dans H.O
(chloroquine, oryzalin) soit dans DMSO (dihydroartémisinine, primaquine, KDUG691,
GNF179) et conservés a - 20°C. Chaque médicament a été testé a cing concentrations, y
compris le contréle DMSO (non traité ou sans médicament).

Les concentrations de médicaments a tester ont été sélectionnées sur la base des donnees
publiées sur la Clso (17,80-84). La chloroquine a été ajoutée au SCM a des concentrations
finales de 500 nM, 1uM, 2uM et 10uM. La dihydroartémisinine a été ajoutée au SCM a des
concentrations finales de 50nM, 100nM, 200nM et 1uM. La primaquine a été ajoutée au
SCM a des concentrations finales de 1uM, 2,5uM, 7,5uM et 10uM. KDUG691 a été ajouté a
des concentrations finales de 10nM, 100nM, 1uM et 2uM. L'imidazolopipérazine GNF179

a été ajoutée a des concentrations finales de 5nM, 10nM, 15nM et 100nM.

L’impact de 1’exposition ex vivo des gamétocytes aux différents médicaments a été réalisé

comme décrite dans la section 4.7.3 et 4.7 4.
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4.9. Analyse des données

Les analyses statistiques ont été réalisées a I'aide de GraphPad Prism (version 9) et du studio
R. Pour déterminer les parameétres de culture optimaux, la prévalence et la densité des
oocystes ont été analysées en comparant ces parametres d'infectivité entre les conditions de
traitement des échantillons a I'aide du Wilcoxon test avec un niveau de signification de 5 %
(p <0,05). L'activiteé bloquante sur la transmission correspondant au pourcentage d'inhibition

a été calculée a l'aide de la formule suivante :

(Proportion de moustiques positifs dans le groupe de test)
% d’inhibition = 100 * [1- ]
(Proportion de moustiques positifs dans le groupe contréle)

Prise en charge des participants de I’étude

Les patients ont été traités au centre de santé par voie orale avec la pyronaridine-artésunate
(Pyramax®) selon leur poids corporel :

e Pyramax 60/20 mg en granules pour suspension pour les enfants de 5 a 19 kg.

e Pyramax 180/60 mg en comprimés pour adultes et enfants dont le poids est supérieur ou
égal a 20 kg.

Le nombre de prise était une fois par jour pendant trois jours consécutifs (85,86).

Tous les enfants dépistés porteurs de stades asexués de Plasmodium ont été traités tout de
suite. Les participants sélectionnés comme donneurs de gamétocytes pour I'étude DMFA et
positifs pour les stades asexués de Plasmodium ont été traités le jour suivant le prélévement
de sang veineux. Tous les participants enr6lés ont été suivis activement pendant 28 jours (JO,
J1,702,33,J7,J14, J21 et J28).

4.10. Considerations éthiques et déontologiques

Le protocole de recherche de I'étude a été approuvé par le Comité d'Ethique Institutionnel
de la Faculté de Médecine de Pharmacie et d’Odonto-Stomatologie. Avant de commencer
I’étude, les autorités administratives, sanitaires, civiles et coutumiéres de Faladje ont été

rencontrées pour leur expliquer notre protocole d’étude en vue d’obtenir la permission
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communautaire. La participation a 1’étude était enticrement volontaire et le consentement ou
I’assentiment €clairé du patient ou des parents ou personnes en charge des enfants était
obtenu avant toute inclusion. Pour une meilleure compréhension, une traduction dans la
langue locale du contenu de la fiche de consentement/assentiment était faite par un interpréte
aux volontaires ne comprenant pas le francais. Le volontaire ou les parents avaient a tout

moment la permission de se retirer ou retirer leurs enfants de 1’étude.
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5. RESULTATS

Au total, 87 patients ont été inclus dans cette étude.

5.1. Profil de I’étude

Au cours de cette étude 1586 individus agés de 6 ans et plus ont été invités au centre de santé
de Faladje pour identifier les porteurs asymptomatiques de gamétocytes de P. falciparum
(Figure 16). 1208 individus (76,2%) avaient une goutte épaisse négative. Sur les 378
individus qui avaient une goutte épaisse positives, 76.9 % ne répondaient pas aux criteres

d’inclusion. Au total 87 participants ont pu étre enr6lé dans 1’étude.

1586 Volontaires testés

Négatifs (76,2%)

378 Porteurs asymptomatiques (23.8%o)

Non inclus (76,9%)

A
87 Participants inclus

Figure 16: Profil de I’étude
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Parametres socio-démographiques, hématologiques et parasitologiques des donneurs en

fonction des milieux de culture.

Tableau I1: Répartition des donneurs en fonction des milieux de culture

Numéro de Conditions Age du Genre Hémoglobine P.f. P.f.
I'échantillon | expérimentales | donneur (g/dl) formes gamétocytes
asexuées (Gams/pl)
(T/ul)

S01 Ht 4%, 24h 9 F 114 1960 24
s02 C;mgl‘:‘(tgét"\zg 8 M 9.9 1040 32
S03 ACM & SACM) 9 M 8.5 600 160
S04 8 M 10.9 600 384
S05 14 F 11.7 32 360
S06 8 M 9.9 0 96
S07 9 M 8.5 0 96
S08 Ht 4%, 48h 7 M 10.9 0 32
509 culture, SCM 11 F 12.7 960 48
S10 11 F 10.9 28480 64
S11 13 F 12.9 0 16
S12 8 F 11.3 3600 24
S13 13 M 131 0 32
S14 11 M 14 0 72
S15 12 M 13 0 16
S16 12 F 124 0 24
S17 11 F 12.7 720 32
S18 8 F 11.3 0 40
S19 CQ 6 F 9.3 47564 1220
S20 13 M 121 32 56
S21 11 M 10.9 107 63
S22 15 F 12.9 32 48
S23 15 F 12.9 16 253
S24 6 F 9.3 0 143
S25 11 M 10.9 2641 88
S26 DHA 11 F 12.3 16159 1198
S27 9 M 10.7 3208 24
S28 11 M 11.7 538 279
S29 6 F 10.2 0 258
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S30 7 F 11.2 0 127
S31 PRQ 7 F 12.1 1419 47
S32 7 F 121 0 56
S33 11 F 12.3 16159 1198
S34 8 M 8.1 4593 777
S35 6 F 10 0 3888
S36 KDUG91 7 M 10.6 27429 64
S37 8 M 8.1 0 64
S38 6 F 10 0 904
S39 7 M 10.6 0 568
S40 9 F 11.6 111 376
S41 10 M 13 686 380
S42 9 M 124 29373 2845
S43 GNF179 10 M 13 0 356
S44 9 M 12.4 0 954
S45 6 M 8.5 26819 151
S46 7 F 11.2 4627 72
Moyenne 9.3 - 11.2 4771.8 391.5
min 6 - 8.1 0 16
Max 15 - 14 47564 3888
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5.2. Détermination des conditions optimales pour maintenir viables et infectieux les

gamétocytes isolés sur le terrain

5.2.1. Evaluation des milieux de culture SCM, ACM et SACM pendant 24

heures

5.2.1.1. Récapitulatif de ’infestation expérimentale pour le maintien ex

vivo de 24 heures
Pour déterminer le meilleur milieu de culture pour le maintien ex vivo des gamétocytes
provenant des patients, nous avons utilisé le sang provenant de 7 donneurs (isolats) et nous
avons réalisé 35 DMFA (Tableau Il1). Les densités gamétocytiques variaient de 24 a 384

gamétocytes par microlitre de sang selon les échantillons (Tableau Il, Tableau III).

Tableau I111 : Récapitulatif de I’infestation expérimentale pour le maintien ex vivo de 24
heures
Nombre d'isolats cliniques 7
Nombre de DMFA 35
Densité gamétocytique (gams / pl) 24-384
Nombre de moustiques disséqués
WB-DMFA 335
SR-DMFA 322
SCM-DMFA 269
ACM-DMFA 301
SACM-DMFA 282
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5.2.1.2. Infectiosité des gamétocytes avant (initiale) et 24 heures apreés
maintien dans différents milieux

La prévalence oocystique était de 30,6 % et de 38,2 % pour les échantillons WB-DMFA et
SR-DMFA, respectivement (Figure 17A). La densité moyenne des oocystes était
significativement plus élevée pour les échantillons SR-DMFA que ceux de WB-DMFA (5,02
vs 2,5 oocystes/moustique, p=0,02) (Figure 17B).
Par rapport au SR-DMFA, la prévalence des oocystes a augmenté de maniére significative
pour atteindre 52,4 % lorsque les gamétocytes collectés ont été maintenus dans le SCM
(p=0,03) pendant 24 heures (Figure 17A).
Les conditions ex vivo utilisant le SCM n'ont pas affecté le nombre d'oocystes par moustique
(5,02 vs 4 oocystes/estomac pour SR et SCM, respectivement) (Figure 17B).
Les données montrent que des trois milieux de culture testés, le SCM était le mieux adapté
pour préserver la viabilité et lI'infectiosité des gamétocytes en ex vivo a 24 heures (p=0,02 et

p=0,001 pour la prévalence des oocystes et la densité des oocystes, respectivement).
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Figure 17: Infectiosité des gamétocytes avant (initiale) et 24 heures aprés maintien dans
différents milieux

A) Prévalence oocystique initiale (WB et SR) et apres 24 heures de maintien ex vivo dans
les milieux SCM, ACM et SACM ; B) Densite oocystique initiale et apres 24 heures de
maintien ex vivo dans les milieux SCM, ACM et SACM
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5.2.2. Evaluation du milieu de culture SCM pendant 48 heures

5.2.2.1. Récapitulatif de ’infestation expérimentale pour 1’évaluation du
milieu SCM pendant 48 heures
Pour déterminer I’infectiosité des gamétocytes apreés 48 heures de maintien dans les
conditions de culture ex vivo, nous avons utilisé le sang provenant de 11 donneurs (isolats)
et nous avons réalisé 33 DMFA (Tableau V). Les densités gamétocytiques variaient de 16

a 64 gamétocytes par microlitre de sang selon les échantillons (Tableau Il, Tableau 1V).

Tableau IVV : Récapitulatif de I’infestation expérimentale pour I’évaluation du milieu SCM

pendant 48 heures

Nombre d'isolats cliniques 11
Nombre de DMFA 33
Densité gamétocytique (gams / ul) 16-64
Nombre de moustiques disséqués
WB-DMFA 546
SR-DMFA 580
SCM-DMFA 416
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5.2.2.2. Infectiosité des gamétocytes avant (initiale) et 48 heures aprés
maintien dans le milieu SCM

En utilisant le SCM comme milieu de culture de base, nous avons évalué l'infectiosité des
gamétocytes aprés 48 heures d'exposition en ex vivo aux conditions de culture, ce qui
correspond a la durée d'exposition utilisée pour la plupart des tests de dépistage des
médicaments contre P. falciparum (Figure 18). Les données de la figure 18 montrent que
I'infectiosité des gamétocytes cultives ex vivo est comparable a celle des échantillons SR
(prévalence des oocystes : 23,9 contre 15,5 p=0,1, intensité des oocystes : 1,5 contre 0,6

oocyste par moustique p=0,06).
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Figure 18: Infectiosité des gamétocytes avant (initiale) et 48 heures aprés maintien dans le
milieu SCM

A) Prévalence oocystique initiale et aprés 48 heures de maintien ex vivo dans le milieu
SCM ; B) densité oocystique initiale et apres 48 heures de maintien ex vivo dans le milieu
SCM
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5.3. Mesure ex vivo de P’activité bloquante des antipaludiques de référence sur la

transmission des gamétocytes

5.3.1. Récapitulatif de I’infestation expérimentale apres 48 heures d’exposition

aux antipaludiques de référence
Pour déterminer I’infectiosité des gamétocytes apres 48 heures de traitement ex vivo avec les
antipaludiques de référence (CQ, DHA, PRQ) nous avons utilisé le sang provenant de 15
donneurs (isolats) et nous avons réalise 105 DMFA (Tableau V). Les densités
gamétocytiques variaient de 24 a 1220 gamétocytes par microlitre de sang selon les

échantillons (Tableau Il, Tableau V).

Tableau V: Récapitulatif de I’infestation expérimentale aprés 48 heures d’exposition aux

antipaludiques de référence

ANTIPALUDIQUES TESTES
CcQ DHA PRQ
Nombre d'isolats cliniques 7 4 4
Nombre de DMFA 49 28 28
Densité gamétocytique (gams / pl) 48-1220 | 24-1198 | 47-1198
Nombre de moustiques disséqués
WB-DMFA 205 88 90
SR-DMFA 203 93 93
SCM-DMSO 231 128 57
c SCM-Conc 1 224 120 68
'% © SCM-Conc 2 226 117 78
g g SCM-Conc 3 236 118 73
§ 'g v SCM-Conc 4 218 122 82
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5.3.2. Infectiosité des gamétocytes 48 heures aprés exposition ex vivo aux
antipaludiques de référence

La chloroquine n'a pas réussi a éliminer la formation d'oocystes a 10uM (Figure 19A). Les

données de la figure 19B indiquent que la dihydroartémisinine n'élimine pas la formation

d'oocystes a 1uM mais qu'elle a une activité de blocage de la transmission d'environ 78,5 %

a cette concentration. La primaquine inhibe la formation d'oocystes de 19 % a 1u M et

(Figure 19C) et abolit la formation d'oocystes a 7,5uM.
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Figure 19: Infectiosité des gamétocytes aprés exposition ex vivo aux antipaludiques de
référence

A) Prévalence oocystique aprés 48 heures d’exposition a la chloroquine a différentes
concentrations ; B) Prévalence oocystique aprés 48 heures d’exposition a la
dihydroartemisinine a différentes concentrations ; C) Prévalence oocystique aprés 48
heures d’exposition & la primaquine a différentes concentrations
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5.4. Mesure ex vivo I’activité bloquante des molécules candidates sur la transmission

des gameétocytes

5.4.1. Récapitulatif de ’infestation expérimentale aprés 48 heures
d’exposition aux molécules candidates antipaludiques
L'activité du KDUG691 et du GNF179 a été testée sur six et sept isolats, respectivement
(Tableau VI1). Nous avons réalisé 91 DMFA (Tableau VI). Les densités gamétocytiques
variaient de 64 a 3888 gamétocytes par microlitre de sang selon les échantillons (Tableau I1,
Tableau VI).

Tableau VII : Récapitulatif de I’infestation expérimentale apres 48 heures d’exposition aux

molécules candidates antipaludiques

Molécules candidates
KDU-691 GNF-179
Nombre d'isolats cliniques 6 7
Nombre de DMFA 42 49
Densité gamétocytique (gams / pl) 64-3888 72-2845
Nombre de moustiques dissequés
WB-DMFA 161 155
SR-DMFA 144 181
SCM-DMSO 173 161
c SCM-Conc 1 158 148
3 SCM-Conc 2 192 146
S 2
c S SCM-Conc 3 166 132
3 2
5o SCM-Conc 4 163 156
O o
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5.4.1.1. Infectiosité des gamétocytes 48 heures apres exposition ex vivo aux

molécules candidates antipaludiques

Comme le montre la figure 20A, le KDU691 a empéché la formation d'oocystes a 1uM.
L'imidazolopipérazine GNF179 a montré une forte activité gamétocytocide puisqu'elle a

aboli la formation d'oocystes a 5nM (Figure 20B).
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Figure 20 : Infectiosité des gamétocytes 48 heures apres exposition ex vivo aux molécules
candidates antipaludiques

A) Prévalence oocystique aprés 48 heures d’exposition au KDUG691 a différentes
concentrations ; B) Prévalence oocystique aprés 48 heures d’exposition GNF179 a
différentes concentrations
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5.5. Organigramme expérimental du nouveau test ex-vivo d’évaluation de I’activité
bloquante de candidats antipaludiques sur la transmission des gamétocytes de

Plasmodium falciparum

Patients assymptomatiques
(densité gamétocytique = 16 gamétocytes /ul)

v v

Evaluation de l'infectivité initiale Traitement ex vivo
Sang veineux sur anticoagulant lithium héparine (~3 ml) Sang veineux sur anticoagulant ACD (7 a 9 ml)
Aliquot Sang total (WB) Aliquot pour le Culot de globules rouges (-3 a 5
(=1 ml) replacement du sérum ml)
(~1.5 ml)

v

Resuspendre avec le milieu SCM approprié pour
atteindre 4% hématocrite :
(600 pl de culot + 15ml culture media (SCM-DMSO,
Culot de globules rouges SCM- molécule a tester)
(~500 pl) +
Incuber a 37°C pour 48h
(changer le milieu de culture a 24h)
v
i i Centrifuger 5 min a 500 g eta 37°C
Echantillon WB Echantillon SR +
(1 mi) (~1ml)
v v Culot de globules rouges
DMFA avec les échantillons SR et WB Resuspendre avec un volume égal de sérum de cheval
2 pots de 25 moustiques pour chaque échantillon (~500 pl / (~500 pl / culot)
dispositif)

v

i Echantillon provenant de

la culture Ex vivo

Résultats DMFA : Prévalence oocystique et

Intensité oocystique 2 pots de 25 moustiques pour chaque

(~1ml)
l DMFA avec les échantillons traités ex vivo
échantillon (~500 pl / dispositif)

Figure 21 : Organigramme du plan d’expérience pour 1’évaluation ex vivo de la viabilité et
de I’infectiosité des gamétocytes isolés sur le terrain
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Tout d’abord, I’infectiosité initiale des gamétocytes isolés sur le terrain a été déterminée a
I’aide des échantillons de sang héparinés. Les échantillons ont €té traités et donneés aux
moustiques 45 a 90 minutes apres le prélevement sanguin. Les échantillons de sang prélevés
dans des tubes sur anticoagulant (ACD) ont été dilués dans le milieu de culture au sérum
(SCM) auquel des médicaments ont été ajoutés. Chaque médicament a été testé dans une
série de 5 concentrations. Les échantillons ainsi obtenus ont été incubés a 37°C dans une
atmosphere humidifiée contenant 5 % de CO2 pendant 48 heures. Les échantillons ont
ensuite été préparés pour des tests d'infestation directe sur membrane (DMFA). La

prévalence oocystique et la densité oocystique ont été évaluées 8 jours apres le repas de sang.
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DISCUSSION
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6. DISCUSSION

Le développement et la validation d’un essai ex vivo évaluant 1’activité gamétocytocide des
médicaments directement sur les gamétocytes provenant des patients est d’une valeur
inestimable pour la lutte contre le paludisme. Cet essai permettra d’évaluer I’activité des
médicaments dans les conditions réelles des régions ou le paludisme est endémique en
prenant en compte la diversité génétique des parasites et des différents hotes ainsi que les

facteurs environnementaux.

Notre essai décrit pour la premiére fois un protocole optimisé pour maintenir des isolats de
terrain de gamétocytes de P. falciparum infectieux pour le moustique Anophéles aprés une
exposition ex vivo a des conditions de culture pendant 48 heures. Sur la base de ce nouveau
protocole, nous avons ensuite établi un test de chimiosensibilité pour évaluer I'activité
blogquante des molécules sur l'infectivité des moustiques. Les gamétocytes provenant de
patients sont pré-exposés a des différentes doses de médicaments pendant 48 heures.
L’échantillon ainsi obtenu est utilisé pour I’infestation expérimentale des moustiques. Les
résultats obtenus a partir de notre essai ex vivo corrobore l'activité bloquante des
antipaludiques de référence sur la transmission, notamment la chloroquine, la
dihydroartémisinine et la primaquine. En outre, nous démontrons que les membres de deux
nouvelles classes de composés, I’imidazopyrazine KDUG691 et I'imidazolopipérazine
GNF179, inhibent fortement la transmission des isolats cliniques de gamétocytes.

De nombreux essais ont été concus pour évaluer l'activité de blocage de la transmission des
composés sur les parasites Plasmodium, en mettant I'accent sur les gamétocytes de stade cing
qui assurent la transmission aux moustiques anophéles (16-21). Cependant, la plupart de ces
tests utilisent des isolats adaptés au laboratoire et ne parviennent pas a capturer la diversité
de la population de Plasmodium ni a fournir un apercu de la sensibilité des isolats cliniques
aux composés candidats. L’infestation expérimentale des moustiques reste l'outil de
référence pour mesurer la capacité d'une molécule a inhiber le développement du parasite
chez le moustique (87,88). Cependant, a ce jour, I'absence de parametres optimisés pour
garantir la transmissibilité des gamétocytes quelques jours apres les préléevements de sang
sur les personnes infectées limite I'utilisation des gamétocytes isolés sur le terrain dans les

essais standard de chimiosensibilité (89,90).

Sur la base des protocoles disponibles pour I'adaptation des isolats cliniques de Plasmodium

et la production in vitro de gamétocytes, nous avons testé plusieurs variables : le sérum
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commercial versus AlbuMax, le sang total (WB) versus le serum remplacé (SR), et différents
temps d'incubation (24 et 48 heures). Ces expériences nous ont permis de déterminer les
conditions optimales de culture qui assurent l'infectiosité des gamétocytes au moins deux

jours apres le prélevement de I'échantillon veineux (69-78).

Pour chaqgue isolat, nous avons déterminé l'infectivité initiale (échantillon WB et SR) et
I'infectivité aprés 24 heures d’exposition des isolats de terrain a différents milieux de culture
(SCM, ACM, SACM). En comparant les variables d'infectivité mesurées (prévalence
oocystiques et densité oocystiques), nous avons constaté qu'en établissant la culture a 4 %
hématocrite dans un milieu de culture complété par 10 % de sérum de cheval inactivé (SCM),
suivi d'une incubation dans une atmosphere humidifiée contenant (5 % de CO2) pendant 24
ou 48 heures, nous améliorons I’infectiosité des gamétocytes. Comme démontrés par
d’autres études, nous montrons que le serum de cheval est approprié pour le maintien ex vivo
des gamétocytes de P. falciparum provenant de patient (72,77-79,91,92). Nos expériences
démontrent que les gamétocytes de P. falciparum, fraichement prélevés sur des individus
naturellement infectés, peuvent étre maintenus ex vivo jusqu'a 48 h dans des conditions

spécifiques.

Le test de chimiosensibilité a été etabli et valide en pré-exposant, ex vivo pendant 48 heures,
les gamétocytes collectés a des médicaments avant le DMFA. Les activités bloquantes sur
la transmission de la chloroquine (TBAwm 32,7%), de la dihydroartémisinine (TBA1um
78,5), de la primaquine (TBAwm 19%), du KDU691 (TBAum 100%), et du GNF179
(TBAsam =100%) ont eté évaluées. Dans I'ensemble, nos résultats corroborent 1’activité
bloquante rapportée pour tous les composés de référence testés dans notre essai ex vivo
(13,14). Delves et al., ont montré que la chloroquine avait une activité bloquante sur la
transmission entre 25%-49% a 10 uM (93). Bolscher et al. ont trouvé une inhibition
d’oocystes d’environ 90% a 1 uM avec la DHA (17). Les données montrent que la
prévalence des oocystes diminue avec l'augmentation de la concentration de chloroquine et
de dihydroartémisinine (17,80,81).

Dans notre essai, la primaquine, un antipaludique doté d’une activité bloquante in vivo, a
empéché la formation d'oocystes a forte concentration (82-84,94). Plouffe et al. ont trouvé
in vitro une ECso de 6,5 UM de la primaquine (14). La concentration élevée de primaquine,
également rapportée par d'autres auteurs, était attendue car les amino-8-quinolines doivent

étre métabolisées pour étre actives (95,96).
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Comme indiqué précedemment, KDUG691 et I'imidazolopipérazine GNF179 inhibent tous
deux fortement la transmission a des concentrations nanomolaires (11,12). En 2013,
McNamara et al. ont montré une inhibition complete de la transmission avec le KDU691 a
1 uM (12). Enfin, avec le GNF179, Plouffe et al. obtient une activité de blocage de la
transmission de 100% a 15 nM (14).

7. LIMITES

¢ Pour ce type d’étude, il est essentiel de procéder aux différentes expériences pendant
la saison de transmission et plus précisément vers la fin de la saison de transmission
car c’est a cette période que les gamétocytes sont plus infectieux.

¢+ Cet essai de blocage de la transmission demande un grand budget car le cout pour

tester une seule molécule avoisine les 12000 $ USD.
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8. CONCLUSION

Nous avons développé et validé un nouvel essai ex vivo qui permet d’évaluer I’activité
bloquante des médicaments sur la transmission des gameétocytes. Nos résultats des tests de
médicaments corroborent I'activité des médicaments de référence et des molécules en cours
de développement clinique. Cette approche accélérera la conduite du développement de
nouveaux médicaments candidats et soutiendra le programme mondial d'éradication du

paludisme.
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9. RECOMMANDATIONS

Au terme de ce travail, nous recommandons :

¢+ Aux chercheurs :
De vulgariser ce test pour qu’il soit implémenté dans d’autres laboratoires de la sous-
région.

% Aux firmes pharmaceutiques :

D’inclure ce nouveau test au processus des essais pré-cliniques des futurs antipaludiques
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Résumé

Introduction : La découverte et le développement de thérapies bloquant la transmission
constituent un défi pour I'élimination du paludisme et nécessitent des essais biologiques
standard et reproductibles pour mesurer les propriétés de blocage des médicaments
antipaludiques et des composés candidats. La plupart des essais biologiques actuels évaluant
I'activité de blocage de la transmission des composes reposent sur des souches de
Plasmodium adaptées au laboratoire. Les données sur le blocage de la transmission d'isolats
de gamétocytes cliniques pourraient aider a sélectionner de nouveaux candidats bloquant la
transmission en vue d'un développement ultérieur.

Meéthode : En utilisant des gamétocytes de Plasmodium falciparum fraichement collectés
chez des individus asymptomatiques, nous avons d'abord optimisé les conditions de culture
ex vivo pour améliorer la viabilité et l'infectiosité des gamétocytes en testant plusieurs
paramétres de culture. Nous avons ensuite pré-exposé ex vivo les gamétocytes isolés sur le
terrain a la chloroquine, a la dihydroartémisinine, a la primaquine, au KDU691 et au GNF179
pendant 48 heures avant le test d’infestation sur membrane puis leur activité bloquante sur
le développement des oocystes a été mesurée.

Résultats : En utilisant 87 échantillons de sang preleveés sur des volontaires maliens agés de
6 a 15 ans, nous démontrons que l'infectiosité des gamétocytes de terrain fraichement

prélevés peut étre préservée et améliorée ex vivo dans un milieu de culture supplémenté avec
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10% de sérum de cheval a 4% d'hematocrite pendant 48 heures. En outre, notre test optimisé
montre la faible activité de blocage de la transmission de la chloroquine et de la
dihydroartémisinine, tandis que la primaquine présente une activité de blocage de la
transmission d'environ 50 % a 1 uM. Le KDU691 et le GNF179 ont tous les deux interrompu
la transmission du Plasmodium a 1uM et 5nM, respectivement.

Conclusion : Cette nouvelle approche, si elle est mise en ceuvre, a le potentiel d'accélérer le

criblage de composés ayant une activité de blocage de la transmission.

MOTS-CLES : gamétocytes isolés sur le terrain, ex vivo, culture, test de médicaments,

activité de blocage de la transmission, essai d'alimentation directe sur membrane.
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Abstract

Background: The discovery and development of transmission-blocking therapies challenge
malaria elimination and necessitates standard and reproducible bioassays to measure the
blocking properties of antimalarial drugs and candidate compounds. Most of the current
bioassays evaluating the transmission-blocking activity of compounds rely on laboratory-
adapted Plasmodium strains. Transmission-blocking data from clinical gametocyte isolates
could help select novel transmission-blocking candidates for further development.

Method: Using freshly collected Plasmodium falciparum gametocytes from asymptomatic
individuals, we first optimized an ex vivo culture conditions to improve gametocyte viability
and infectiousness by testing several culture parameters. We next pre-exposed ex vivo field-
isolated gametocytes to chloroquine, dihydroartemisinin, primaquine, KDU691, and
GNF179 for 48 hours prior to direct membrane feeding and measure their blocking activity
on oocyst development.

Results: Using 87 blood samples collected from Malian volunteers aged 6 to 15 years we
demonstrate that the infectivity of freshly collected field-gametocytes can be preserved and
improved ex vivo in a culture media supplemented with 10% horse serum at 4% hematocrit
for 48 hours. Moreover, our optimized drug assay displays the weak transmission-blocking
activity of chlorogquine and dihydroartemisinin while primaquine and oryzalin exhibited a
transmission-blocking activity of ~50% at 1uM. KDU691 and GNF179 both interrupted

Plasmodium transmission at 1uM and 5nM, respectively.
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Conclusion: This new approach, if implemented, has a potential to accelerate the screening

of compounds with transmission blocking activity.

KEYWORDS: Field-isolated gametocytes, ex vivo, culture, drug assay, transmission-

blocking activity, direct membrane feeding assay

Thése Pharmacie 2022-2023 Djénéba DIALLO 79



Serment de Galien:

Je jure, en présence des maitres de la
Faculte et de mes condisciples :
D’honorer ceux qui m’ont instruit dans
Les préceptes de mon art et de leur
Témoigner ma reconnaissance en
Restant fidéle a leur enseignement.
D’exercer, dans I’intérét de la santé
Publique, ma profession avec
Conscience et de respecter non
Seulement la législation en
Vigueur, mais aussi les régles de
L’honneur, de la probité et du
Désintéressement.

De ne jamais oublier ma responsabilite
Et mes devoirs envers le malade
Et sa dignité humaine ; en aucun
Cas, je ne consentirai a utiliser
Mes connaissances et mon état pour
Corrompre les meeurs et favoriser
Des actes criminels.

Que les hommes m’accordent leur
Estime si je suis fidele a mes
Promesses.

Que je sois couvert d’opprobre et
Méprisé de mes confreres si 'y

Manque.

Thése Pharmacie 2022-2023 Djénéba DIALLO

80



