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I- Introduction:

Le paludisme est une affection parastajui constitue un probléme majeur de santé
publiqgue et socio-économique dans le monde en gkregdr 'Afrique sub-saharienne en
particulier. En 2010, 154 a 289 millions de cagpdkidisme ont été enregistrés dans le monde
avec prés de 490 000 a 836 000 déces [1]. Au Nalievre présumée palustre constitue 37,5%
des motifs de consultation [2] et le nombre de dgétie au paludisme en 2010 était de 39 283
dont 28 859 enfants agés de moins de 5 ans [3].

De nos jours, face a la résistance des mauestiq la plupart des insecticides et au manque
d’'un vaccin efficace, la prophylaxie et le traitathenédicamenteux restent la principale option
de lutte contre le paludisme. Nombreux medicamentsété utilisés depuis des années pour
traiter le paludisme parmi lesquels la chloroqui@®) dont I'introduction dans les années 1940
a permis de réduire considérablement les souffsahées au paludisme. La CQ fut considérée
comme la molécule idéale dans le traitement, legrétm et I'élimination du paludisme. Les
premiers cas de résistance a cette molécule spatrwenviron une vingtaine d’années apres
son introduction. L'utilisation de la CQ pour faitement du paludismeR falciparumfut ainsi
abandonnée suite a la diffusion de la résistanes.das d’échec thérapeutique avec la quinine et
de résistance des parasites a beaucoup d’autregaméshts antipaludiques notamment la
sulfadoxine-pyriméthamine, I'amodiaquine, la métlow, I'atovaquone-proguanil ont éte
documentés. L'émergence et la diffusion de ce pimé&ne de résistance constituent 'un des
obstacles majeurs dans la lutte contre le paludigiese manifeste par un changement
considérable de I'épidémiologie mondiale de la whial$4].

C’est au début des années 1970 que l'artéimésifut extraite en Chine a partir d'une
herbacée annuelle appeldetemisia annua De nos jours, l'artémisinine et ses dérivés,
notamment, I'arthéméther, I'artésunate et la dibgdiémisinine constituent des molécules tres
efficaces dans la prise en charge du paludismePfi)r prévenir 'émergence de la résistance a
ces molécules et protéger le peu de médicamentpahmiques encore efficaces, les
combinaisons thérapeutiques a base d’artémisi@id) ont été développées et adoptées dans
le traitement du paludisme non compliqué en zonendBmie. Au Mali, 'Artéméther-
Luméfantrine (AL) et I'Artésunate-Amodiaquine (ASA@ont les deux CTA recommandées
pour traiter les cas de paludisme non compliquél8]quinine et I'Artéméther injectables ou
l'artésunate IV sont réservés pour le traitemerst fdemes graves et compliquées et de tout cas
de paludisme chez la femme enceinte [3]. La SPirgitjuée dans le traitement préventif
intermittent chez la femme enceinte [3]. L'utiliset de la combinaison Amodiaquine +
Sulfadoxine-Pyriméthamine dans la chimiopréventarpaludisme chez les enfants agés de 3 a
59 mois est recommandée dans les zones sahélidifiggue a forte transmission saisonniére
[6].

L’artémisinine et ses dérivés sont des endpgyees sesquiterpenes lactones possédant peu
d’effets secondaires et trés actifs sur les stadga-érythrocytaires dd°. falciparum [7].
Cependant, l'efficacité clinigue de ces médicamesdstrouve, de nos jours, énormément
menaceée et cela suscite une immense inquiétudedgmacteurs de la lutte contre le paludisme.
En effet, depuis 2002, on assiste a une augmentdts taux d’échec thérapeutique et a un
retard de clairance parasitaire au niveau de latifee Cambodgio-thailandaise [8]. Ainsi, en
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2009, Dondoret al. ont rapporté la preuve d’'un retard de clairancagtaire avec l'artésunate
[9]. Egalement, Phyet al. ont constaté un allongement considérable du temepslairance
parasitaire entre 2001 et 2010 avec l'artésunafeheiiande [10]. Les conséquences de la baisse
de sensibilité aux dérivés de I'artémisinine pewnadfecter le bien étre des patients et provoquer
I'accroissement des codts économiques du paludeapparition et/ou la diffusion rapide de
la résistance aux molécules partenaires dans I8s&3avoir la luméfantrine, 'amodiaquine, la
méfloquine, la sulfadoxine-pyriméthamine, la pipggriae et la pyronaridine [4].

Pour mieux lutter contre I'émergence de laisteaace aux dérives de I'artémisinine,
I'Organisation Mondiale de la Santé (OMS) a adamtdanvier 2011 un plan spécifique GPARC
(Global Plan for Artemisinin Resistance Containmeltnt deux des objectifs consistent en la
surveillance de l'efficacité des antipaludiquegetla recherche sur la résistance aux dérivés de
artémisinine [11].

La connaissance claire du mécanisme d'actiaicte des dérivés de I'artémisinine serait tres
importante dans la compréhension et la mise erege&lde leur mécanisme de résistance. Ceci
permettrait également d’établir la base molécelale cette résistance afin d’identifier des
marqueurs moléculaires spécifiques. Toutefois, nsdbb quasi-totalité des postulats émis,
I'activité des dérivés de I'artémisinine dépendfeludans I'environnement cellulaire qui permet
de cliver le pont endoperoxyde de leur structdrenirésulte des radicaux libres trés actifs dont
la toxicité expliquerait I'action antiparasitairesidérivés de I'artémisinine. Ces postulats sont
basés sur des hypothéses de cible potentielle mnotat, I'hnéme, la protéindfTCTP
(Translationally Controlled Tumour Protein), la ioePfATPase6 et la mitochondrie.

Plusieurs genes furent associés au changetaesgnsibilité d€. falciparumaux dérivés de
lartémisinine. 1l s’agit de :Pfcrt et Pfmrdl (transporteurs membranaires de la vacuole
digestive),PfatpaseGATPase du réticulum endoplasmiqu€); ou Pfmdr&(transporteur ABC
de l'apicoplaste) et libp-{enzyme du métabolisme de ['ubiquitine). A ces dact de
résistance, il faut ajouter les phénomenes deisqgence parasitaire illustrés par les travaux de
Witkowski et al. (2010) [12], de Teuschest al. (2012) [13] et I'analyse faite par Chemeg
al.(2012) [14]. Witkowski etl. ont sélectionné au laboratoire une souch® dialciparumqui
tolere des trés fortes concentrations d'artémisirgrace a la quiescence au stade de ring sans
changement de I6l5,. Teuscheret al. ont montré que des phénotypes parasitaires résistan
sélectionnés au laboratoire [15] étaient capablés fais de quiescence et de croissance avec
changement de |&€l;, Le processus de sélection de ces deux catégodephdnotype

(tolérantes/résistantes) a consisté en I'exposigoeduelle durant prés de trois années des
souches parentales a I'action de I'artémisininel®@ses dérives.

Depuis 2004, les CTA sont officiellement steimtiarché malien et font I'objet d’'une tres large
utilisation. Les populations parasitaires se trodepuis cette date sous la pression des dérives
de l'artémisinine. Ainsi, la possibilité de sélectide souches plasmodiales résistantes ou ayant
une sensibilité diminuée aux CTA serait envisageahl Mali apres ces quelques années de
pression. Nous nous sommes proposes dans cette daudnettre en évidence des isolats
parasitaires dePlasmodium falciparumtolérants a Il'artémisinine par un mécanisme de
quiescence dans des zones endémiques au Mali &@nsous pression des dérives de
l'artémisinine.
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[I-  Hypothése de recherche :
Des populations parasitaires Be falciparuma sensibilité réduite a I'artémisinine par un

phénomeéne de quiescence pourraient étre présenkdalicou les combinaisons thérapeutiques a
base d’artémisinine sont recommandées comme traitede premiere intention depuis 2006.
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- Objectifs :
1- Objectif général :

Evaluer l'efficacité de I'artémisinine sur lésolats dePlasmodium falciparumissus des
zones d’endémie palustre sous pression des dé&tev€artémisinine, par un tesn vitro de la
guiescence.

2- Objectifs spécifiques :

- Comparer l'efficacitéin vivo des combinaisons AL et AS/SP dans les sites ou les
combinaisons thérapeutiques a base d’artémisioinewilisées au Mali.

- Deéterminer la relation entre la toléranire vitro des isolats dé°. falciparumet la
prévalence des échecs thérapeutiques, de I'anénde portage de gamétocytes apres
traitement par 'AL et TASSP.

- Identifier des isolats d®. falciparumtolérantsin vitro aux concentrations de 50 et
100nM d’artémisinine aprés 48 heures d’exposition.

- Isoler des isolats maliens &e falciparumtolérants a I'artémisinine par un phénomene de
guiescence.
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IV- Généralités:

1- Paludisme et agents pathogénes :
1.2Paludisme:

Le paludisme humain est une affection fébrile piddement mortelle causée par des
protozoairesApicomplexadu genrePlasmodiumCing espéces sont reconnues pathogenes pour
'homme a savoir: Plasmodium falciparum, Plasmodium vivax, Plasmodinmalariae,
Plasmodium ovalet Plasmodium knowlesiCes parasites sont transmis a 'lhomme par la piqare
infectante de pres d’'une soixante-dizaine d’espéaeelles de moustique du gemkaopheles
[16]. Au Mali, ce sont les especes du complérepheles gambiae st Anopheles funestus s.|
qui sont responsables de la transmission du pahedisa phase sanguine du cycle biologique du
parasite rend possible d’autres modes de transmisgili sont exceptionnels : il s’agit des
transmissions congénitale, transfusionnelle, paffgr et par transplantation d'organes. Par
ailleurs, un individu du groupe sanguin Duffy pdgjui recoit un foie infecté d’hypnozoites par
transplantation pourrait faire un paludism®.avivax Cliniquement, nous distinguons plusieurs
formes de paludisme a savoir : I'accés palustrepid@o-infection aP. falciparum l'acces
palustre simple, le paludisme grave et des forneesothplications directes ou indirectes comme
le paludisme viscéral évolutif, la splénomégalielanque hyper-réactive et la fievre bilieuse
hémoglobinurique. La manifestation clinique la plitéquente est I'acces palustre simple
caractérisé par une fievre avec des symptdmes caonu@ghalées, frissons, sueurs, nauseées,
vomissements ou diarrhées. Souvent, le paludismiesfs/érer asymptomatique surtout chez les
adultes en zone endémique. Les formes graves,ipdéimles sont causées par I'espéte
falciparum Il s’agit surtout des atteintes neurocérébratkes)'anémie hémolytique aigue, du
syndrome de détresse respiratoire, de l'insuffiea@nale aigue, de I'acidose métabolique et de
I'hypoglycémie. L'OMS a établi des définitions prates des cas graves de paludisme [17].

Plasmodium falciparurest I'espéce la plus fréquente au Mali et en Aeig_e paludisme est
la parasitose la plus répandue au monde. En 2@AS a annoncé preés de 154 a 289 millions
de cas de paludisme avec 490 000 a 836 000 détésirienus en 2010. L'Afrique est le
continent qui souffre le plus de cette maladieatl®r a enregistré 80% des cas et 91% des déces
[1]. Pres de 3,3 milliard d’individus sont exposeésette maladie soit la moitié de la population
mondiale [18]. Le paludisme est une entrave augasies de développement des pays toucheés,
les pertes directes dues a ce fléau sont estimg&gsrilliard de Dollars US par an soit 1,3 % de
croissance de produit national brut perdu chaqunéaen Afrique [18].

1.2. Agents pathogenes :
Ce sont des protozoaires endoparasites a tropigpeifue puis sanguin.

1..1. Taxonomie[19] :
Regne : Protistes
Sous-régne : Protozoaires
Super-phylum Alveolata
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Phylum :Apicomplexa

Classe Aconoidasida

Ordre :Haemosporida

Famille :Plasmodiidae

Genre :Plasmodium

EspecesP. falciparum P. malariag P. vivax P. ovale P. knowlesi

1.2.2. Morphologie, niches écologiques et caracteres difentiels des espécd20]:

Divers stades parasitaires sont rencontréars du cycle biologique des plasmodies. Chez
’homme, il s’agit des stades : sporozoite, ménazadiophozoite, schizonte et gamétocytes. Chez
le moustique on rencontre les stades : gametegeaiekoocyste et sporozoite. Le sporozoite, le
mérozoite et I'ookinete sont les formes mobilesneasives. Le mérozoite mesure a peu pres
1,5um de long, le sporozoites entre 12 witbet I'ookinéte entre 10 - 181 de long sur 2 -i8n
de large. Ces cellules sont caractérisées parélsepce de plusieurs organites particuliers dont
un apicoplaste et un complexe apical constituéhdptries, de microneme, de granules denses et
de conoides. L'ensemble du complexe apical estssére a la reconnaissance de la cellule
hote, a l'invasion et au développement intracellelaCependant, le complexe apical de
I'ookinete est réduit (absence de roptries et dages denses) et il est incapable de réaliser un
développement intracellulaire. Le corps du pagasgt constitué d’'une architecture pelliculaire
composée d’'une membrane plasmique et d’'un compiexembranaire interne. Le complexe
membranaire interne isole le cytoplasme donnantstnueture alvéolaire d’ou le nom de super-
phylum desAlveolata Des réseaux de microtubules, des filaments irddiaires, des molécules
d’actine et de myosine, des protéines motricesestghrticules transmembranaires assurent le
mouvement du parasite. Ce mouvement se fait paepiant appelgliding.

Chez 'homme, les stades parasitaires desnpldies sont intracellulaires dont les niches
écologiques sont en général les hépatocytes érydisrocytes. D’autres niches écologiques ont
été mises en évidence chez la souris grace awehesitechnologies moléculaires et d’immuno-
imagerie. Il s’agit des kératinocytes de la paefas cellules associées aux follicules pileux [21]
et des cellules endothéliales du ganglion lymphati22]. Chez le moustique, les niches
écologiques sont extracellulaires notamment I'estommoyen et la lamina basale ou ont lieu
respectivement la reproduction sexuée et la midépbn asexuée.

Les différences entre les espéces pathogé&sadent au niveau de leur morphologie a la
phase sanguine, des variations mineures du cyoledijue, de la possibilité de séquestration
des globules rouges infectés dans la microcirafatiasculaire et de leurs préférences en type
de globule rouge pour I'invasion.

Plasmodium falciparum(du grec,falx : faucille, parere: donner naissance a) donne de
nombreux trophozoites jeunes sous forme de petiteaax (rings) et des gamétocytes en forme
de croissant. Le schizonte renferme 16 a 32 méexoll n'a pas de préférence spécifique
d’héte érythrocytaire. Sur le frottis coloré au @&a, les érythrocytes infectés contiennent des
taches jaune orangé autour du trophozoite apptdébes de Maurer. Cette espéce possede la
particularité de provoquer la cytoadhérence dedbuls rouges infectés sur les cellules
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endothéliales des capillaires veineux, les monacye les plaquettes. Cela provoque la
séquestration microvasculaire des érythrocytexi@$ea I'origine des manifestations séveres de
la maladie. Cette cytoadhérence est due a uneb@matoce de complexes moléculaires a la
surface de I'érythrocyte infecté appeléeh Ces knobs permettent également aux érythrocytes
infectés de se fixer aux érythrocytes sains formlaststructures en rosettes. Dans la structure du
knob se trouve incorporée une famille de protéa@ggéniquement variables appelEEMP1

(P. falciparumerythrocyte membrane protein 1). La prot&RfEMPlest un véritable facteur de
virulence impliquée dans les processus d’évasionunitaire, de cytoadhérence et de formation
des rosettes.

Plasmodium vivaXdu grec,vivax: vivace) préfére envahir les réticulocytes (émytlytes
jeunes de grande taille). Sur le frottis colorézaemsa, les érythrocytes infectés contiennent des
vésicules rougeatres appelées granulations de f8ehife trophozoite parait motile d’'ou le
nom de l'espece. A ce stade, L'érythrocyte infegtdargit et devient amiboide dont la taille
s’approche de celle d'un leucocyte. Les schizontesitiennent 12 a 24 mérozoites
irrégulierement repartis autour de la masse d’h@&imez Les gamétocytes sont arrondis et
remplissent le cytoplasme de la cellule héte.

Plasmodium ovalest similaire &lasmodium vivaxnais ses schizontes sont compacts, il y a
peu de mérozoites (8 al2) dans les schizontes étythrocytes sont allongés en forme ovalaire
d’ou le nom de I'espece.

Dans le cas delasmodium malarigdes parasites sont compacts dans les érythroattéess
mérozoites sont en rosaces. Cette espéce préféeetein les eérythrocytes sénescents.
L’apparition des pigments malariques est précoeetrophozoite forme une bande équatoriale
dans la cellule hote.

Les trophozoites jeunes ddasmodium knowlesressemblent beaucoup a ceux e
falciparum.Ses trophozoites agés et matures, ses schizorgamétocytes sont tres semblables
a ceux deP. malariae. Les trophozoites renferment fréquemment deux chiioesg Ils sont
souvent retrouvés au nombre de 2 & 3 dans un écytier Les schizontes renferment en général
16 meérozoites contre 12 ch&z malariae. Sur le plan génétique, cette espece zoophile se
rapproche plutot dB. vivax.

Les méthodes moléculaires ont permis de révptaur P. ovale,l'existence de deux sous-
especes P. ovale curtisiet P. ovale wallikeri[23]. Par ailleursP. vivaxet P. ovaleont la
particularité de former des hypnozoites. La sclonagy érythrocytaire dure 48 heures cliez
falciparum P. vivaxet P. ovaleentrainant une fievre tierce tandis qu’elle es78eheures chez
P. malariae et donne la fievre quarte. Elle dure environ 2tirhs chez. knowlesi.Les
périodes d’'incubation sont de 7 & 12 jours pufalciparum 11 a 13 jours pouP. vivax 15
jours au minimum pouP. ovale,15 a 21 jours poulP. malariaeet d’environ 5 jours pouP.
knowlesi.

1.2.3. Cycle biologique :

Le cycle biologique des plasmodies est unecgkene qui se déroule successivement dans
le corps de I'anophele femelle (vecteur) et I'origare d’'un héte vertébré (hote définitif). Les
especes P. vivax, P. ovale et P. falciparusont exclusivement inféodéesHbmo sapiens.
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L’espéceP. malariaeest couramment retrouvée chez 'homme mais peattef le chimpanzé.

P. knowlesiest une espéce simienne qui peut infecter ’lhomibans I'organisme humain, le
cycle présente deux phases distinctes de multigitaasexuée : la phase pré- ou exo-
érythrocytaire qui a lieu dans le foie et la phésghrocytaire au niveau du sang. Cette derniére
phase correspond aux manifestations cliniques dadkdie du paludisme. La reproduction
sexuée suivie d'une phase de sporogonie a lieu lehezoustique. Le cycle biologique du
Plasmodiumest illustré par la figure 1. L'infection de I'hane est initiée par I'inoculation des
sporozoites dans I'organisme par la piqire de paete femelle au cours de son repas sanguin.
Lors de la piqure, le moustique injecte de la satjui facilite sa prise de sang. C’est cette voie
de sécrétion de salive que le parasite emprunte leh@oustique pour étre transmis a ’lhomme.
Une partie des sporozoites inoculés est détruii@nmoent par les macrophages locaux. Le reste
pénétre dans les vaisseaux sanguins pour gagnéideau bout de 15-30 minutes. Les
sporozoites vont envahir les hépatocytes pourfi&aticier en trophozoites puis en schizontes.
L’hépatocyte infecté augmente de volume pour donmex forme en plasmode remplis de
mérozoites appelée corps bleu. Les corps bleugtaehdnt du tissu hépatique, pénétrent dans
les capillaires hépatiques et libérent les méresoita phase hépatique constitue la phase
d’incubation interne de la maladie dont la durégetél de I'espéce plasmodiale. PBunvivaxet
P.ovale certains trophozoites hépatiques se différencemtformes quiescentes appelées
hypnozoites. Ces hypnozoites peuvent se réacteemubis voir des années apres l'infection
initiale.

Les expériences ont montré chez la sourisngplas de la voie sanguine, un contingent de
sporozoites emprunte les vaisseaux lymphatiques pabir une multiplication asexuée
exoérythrocytaire dans les cellules endothéliakes ghnglions [22]. Cette phase entraine une
réaction immunitaire a lymphocytes T et cellulesidigiques. D’autres subissent directement
leur schizogonie exoérythrocytaire dans les kéoatites de la peau et les cellules associées aux
follicules pileux. [21]

Dans le sang, les mérozoites envahissent imatedétent les hématies pour subir une
multiplication asexuée (schizogonie érythrocytai@gtte invasion fait intervenir des ligands et
des récepteurs spécifiques respectivement a lacgudu mérozoites et de I'érythrocyte. Le
complexe apical du mérozoite est essentiel pourméeanisme. Une fois pénétré dans
I'érythrocyte, le mérozoite se différencie sucoessient en ring, trophozoite et schizonte. Au
cours de cette phase, le parasite consomme daaesale digestive ’'hémoglobine de la cellule
hote comme source d’acides aminés. Les érythroapfestés se rompent et les schizontes
libérent de nouveaux mérozoites qui vont envalautés érythrocytes. Ainsi, continue le cycle
érythrocytaire de réplication asexuée. Alternatigatra cette voie, une portion des parasites se
différencient en formes sexuées males et femellexe stade, lors que le moustique prend son
repas sanguin sur l'individu infecté, il rappori@nd son estomac les parasites dont les formes
asexuées seront digérées. Dans I'estomac moykandpehele, les gamétocytes sont libérés des
globules rouges puis commence le développementrhsite chez le moustique [24]. En effet,
les gamétocytes se transforment en gameétes gracen@uwelles conditions de pH (plus
basiques), de température (plus basse) et biochési¢action de l'acide xanthurénique). Les
gametes males subissent une exflagellation pendamiron 1 heure pour donner des
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microgametes. Les gamétes femelles ou macrogaserast fécondés par les microgametes. Le
zygote formé subit la méiose puis se différencieugre forme motile et allongée au bout de 10-
25 heures environ appelée ookinéte. L’ookinéteetrser durant environ 48 heures la membrane
péritrophique et I'épithélium stomacal pour se lod@ns la couche laminaire basale. Les cellules
épithéliales stomacales traversées vont subir yoptase. Dans cette niche, I'ookinete se
transforme en oocyste. L'oocyste subit une sériedidesions nucléaires et d’organisations
moléculaires et cellulaires au bout de 10 a 14sjemviron aboutissant a la formation des formes
métacycliques infectantes haploides appelées spiteezLa membrane de I'oocyste se rompt et
libére de nombreux sporozoites dans I'hémolymphéas®phéle. Grace a I'hémolymphe, les
sporozoites parviennent a envahir la glande sativatile moustique devient infectant a partir de
cet instant. Au cours d’un repas sanguin le mqustinfectant va inoculer les sporozoites dans
I'organisme de 'homme et le cycle continue.
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Figurel : Cycle biologique des plasmodiegsource Centers for Disease Control and Prevention
USA.

2- Médicaments et traitements antipaludiques :

L’histoire des antipaludiques se trouve liéeelie de la recherche médicale militaire et des
guerres. La plupart des antipaludiques disponibailgeurd’hui ont été jadis mis au point pour
assurer la protection des personnels militairesi@rioiement dans les régions tropicales sous
conflits armeés durant le siecle dernier.
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Les antipaludiques sont soit des produits neéduextraits des plantes, soit des molécules
d’hémi-synthese issues des produits naturels dudesimolécules entierement synthétisées. On
y compte également certains antibiotiques qui pontvus d’activité antipaludique

Le tableaul donne une classification de cedwts par classe chimique et par mode d’action.
La Figure 2 contient les structures chimiques dexjpaux antipaludiques usuels.

Tableau | : Classification et mode d’action des aipaludiques.

Classes Molécules d’exemples  Cible
Quinoléines méthanols Quinine Schizontes et tropites
M&floquine endoéryt.hrocytaires des diverses
plasmodies
Amino-4-quinoléines Chloroquine Schizontes  endoérythrocytaires  des
Amodiaquine diverses plasmodies
Quinoléines Pipéraquine
4-amino-acridines Pyronaridine
Amino-8-quinoléines Primaquine Gameétocytes et suitzs et trophozoites
Tafénoquine intra-hépatiques

Phénanthréne-méthanols

Halofantrine

Luméfantrine

Schizontes endoérythrocytaires e
falciparum vivax, malariaeetovale

Sulfonamides

Sulfadoxine
Sulfaméthoxazole

Dapsone

Schizontes endoérytrocytaire (inhibitig
de la dihydroptéroate synthetase)

Triméthoprim

Antioliques Diaminopyridine Pyrimethamine Schizontes endoérythrocytaires, inhibitipn
Biguanides Proguanil de la dihydrofolate réductase
Chloroproguanil
Hydroxynaphtoquinone | Atovaquone Inhibe la chaine  déransport
mitochondriale d’électrons chez plusieurs
protozoaires
Artémisinine Toutes les formes parasitaires gdes
Artémisinine et dérivés (sesquiterpénes Artésunate diverses plasmodies au stade
trioaxanes lactone) Artéméther érythrocytaire
Artééther
Dihydroartémisinine
Cyclines Tétracycline Formes asexuées endoérythrocytaire et
Doxycycline intrahépatiques des diverses plasmodigs
Antibiotiques Macrolidgs et C_Iindamyf:ine Schizontes endoérythrocytaires
lincosamides Lincomycine
Azythromycine
Autres Fosfomycine Inhibe la synthése des isopd&Esoi
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Figure2 : Structure chimique des principaux antipaludiques

1= quinine ; 2= méfloquing3= chloroquin ; 4= amodiaquine ; 5= pipéraquiné= primaquin ; 7= tafénoquine ;
8= pyronaridine ; 9= halofantrinel0= luméfantrin ; 11= pyriméthamine ; 12= sadloxin¢; 13= proguanil ; 14=
chloroproguanil ; 15= dapsond 6= atovaquor ; 17= tetracycline ; 18= doxycyclinel 9= clindamycine

2.1. Artémisinine et dérivés :
2.1.1 Historique [24] :

L’artémisinine est extraite d’'une herbacée annusblpeléeArtemisiaannua(voir fig.3) qui
fut utilisée dans la médecine traditionnelle cheeopour traiter les maladies fébr depuis plus
de 2 000 ans.
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Figure3: Piedsd’Artemisia annua(source: Centers for Disease Control and PreventigrdSA)

L’artémisinine ouQinghaosufut découverte en Chine au début des années XO&te
découverte est attribuée a la phytochimiste You-Ylau de lInstitute of Chinese Materia
Medica(Académie Chinoise de la Médecine TraditionnelenGise).

A la suite de I'émergence de la résistance atipaludiques notamment a la CQ et a la
méfloquine (MQ), il était devenu urgent de cherates molécules alternatives plus efficaces. A
cause de la guerre de Vietnam et des besoins @steilo pays, la Chine a initié un large
programme entre les années 1960 et 1970 pour fidentt isoler de nouveaux composes
antipaludiques a partir des plantes médicinalealésc C’est ainsi que Tu et son groupe ont
expérimenté sur un modele animal de paludisme @380 extraits obtenus a partir de
guelques 200 herbes chinoises, dértemisia annud.. Un extrait dArtemisiaa montré un effet
inhibiteur trés prometteur de la croissance pa@sit Ce résultat fut en accord avec les
propriétés de cette plante décrite das Handbook of Prescriptions for Emergenciete»Ge
Hong (Dynastie des Jin, 284 — 346 avant JC). Aptasieurs expérimentations basées sur les
procédés d’extraction et sur I'évaluation clinigiie; démontra I'efficacité de cet extrait en
termes de clairance parasitaire et de la fievrasidielle s’engagea pour l'isolement et la
purification du principe actif deArtemisia annud.. Eventuellement, en 1972, elle parvint avec
son équipe a identifier une substance cristallimelore de poids moléculaire de 282 Da, de
formule brute @H220s et de point de fusion de 156 — 157°C comme lecy@nactif qu’elle
nomma« Qinghaosu xQinghaoest le nom chinois d&rtemisia annud.. et su signifie élément
de base en chinois). Plus tard, en 1975, Tu, avemhcours de I'Institut de Biophysique de
I’Académie Chinoise des Sciences, travailla swstéaéochimie et la structure @inghaosuet
détermina enfin que cette substance est une segmgne lactone. La structure fut publiée pour
la premiere fois en 1977 [25].

Ainsi venait de naitre un nouvel antipaludiqpessédant une structure chimique totalement
différente et une plus grande efficacité comparé drogues conventionnellement utilisées. Les
résultats de I'utilisation d@inghaosuet de ses dérivés en Chine ont attiré I'attentiomeste du
monde entier dans les années 1980. L'introductiei’attémisinine et de ses dérivés dans le
reste du monde a été un facteur fondamental darenidat de ’humanité contre le paludisme.
En 2005, 'OMS annonca un changement dans la gteatie traitement du paludisme qui aboutit
a l'adoption des combinaisons thérapeutiques a dastgmisinine (CTA). Actuellement, les
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CTA sont largement utilisées et permettent de sadeenombreuses vies humaines notamment
les enfants en Afrique.

Le Qinghaosuobtint le statut de « découverte scientifique arale (national scientific
discovery) » délivré par le Comité des SciencetestTechnologies de la Chine en 1979.

Compte tenu de son efficacité et de son fadhelement de production a partir d’'un produit
naturel, de nombreuses recherches ont été injig@smettre au point des méthodes de synthése
chimigue de I'artémisinine. Comme résultat, I'hné&ynthése de I'artémisinine a partir de I'acide
artémisinique a été possible ainsi que la synttaate de la molécule en 1983 [26]. Egalement,
des progrés ont été enregistrés dans la biosynti&@éeologue de ce produit. L'amorpha-4,11-
diene, un précurseur de I'artémisinine a pu étoelgit en grande quantité daBscol..

Apres la découverte de la structure prototgpd’artémisinine, les chimistes ont consacrée
leurs efforts dans I'amélioration de I'efficacité dartémisinine. Ce qui a abouti a la production
de plusieurs molécules dérivées de l'artémisininesgpnt actuellement en usage clinique. En
outre, les études chimiques basées sur la fonetidopéroxide de I'artémisinine ont conduit au
développement des dérivés peroxyde, trioxane,ovédree et d’autres a activité antipaludique,
ouvrant ainsi une nouvelle page dans I'histoireateggpaludiques.

2.1.2 Structure et propriétés physico-chimiques :
L’artémisinine (ART) est structuralement difate des autres classes d’antipaludiques. Elle
possede un noyau sesquiterpéne avec un uniquepaoperoxyde et une fonction lactone.

Figure4 : Structure chimique de I'artémisinine et piincipaux dérivés.

(1 =formule générale, 2 = artémisinine, 3 = artésiate, 4 = artéméther 5 = dihydroartémisinine, 6= aééther)
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L’ART est peu soluble dans I'eau et dahsiile, par contre, elle est soluble dans beaucoup
de solvants aprotiques. Contrairement a la fr&gilitermique des endoperoxydes en général,
'ART est paradoxalement thermostable, méme quartdrhpérature atteint son point de fusion
(156 - 157°C). Elle est instable en milieux basigtiexcide et génére des produits variés. La
fonction peroxyde peut étre réduite par hydrogénativec le palladium et le carbone comme
catalyseurs conduisant a la désoxyartémisininentuipresque pas d'effet antipaludique. La
fonction lactone peut-étre réduite en lactol ers@née du borohydrure de sodium sans affecter la
fonction peroxyde. C’est cette réaction qui a dbn& au développement de la premiéere
génération des dérivés d’artémisinine.

2.1.3 Pharmacologie :

L’ART (le composé ancestral) fut facilemenbguite en formes orale et suppositoire. Son
utilisation est supplantée dans la plupart des paysses dérivés éthers et esters (artésunate,
artéméther, artééther) qui possedent une activitétro 10 a 20 fois plus elevée. L’artésunate
(AS), dérivé hémi-succinate hydrosoluble, est lespltilisé et existe en formes orale, parentérale
et suppositoire. L’'artéméther (AT) est un dérivéthgk éther lipophile, il est dispensé sous
forme d’ampoule injectable IM et de comprimpér os L'artééther, dérivé éthyl éther lipophile
licencié en Europe, est disponible en IM. Dansgémisme, les dérivés hydrophiles et lipophiles
de 'ART sont convertis en dihydroartémisinine (DH4ui est un métabolite actif. La DHA est
elle-méme disponible en forme orale.

Les dérivés de I'artémisinine possédent unieigcantimicrobienne contre plusieurs especes
de parasite tels qu®lasmodium spp., Schistosoma sppeishmania spp., Pneumocystis jirovecii
et Toxoplasma gondiills possedent également des propriétés antinmflatoires, antivirales et
anticancéreuses.

Les dérivés de l'artémisinine sont actifs cerles stades de ring, trophozoite, schizonte et
gamétocytes [27]. Cette activité gamétocytocidengerde réduire la transmission palustre. Par
contre, ils n'ont pas d’action sur les formes prghgocytaires du parasite et non plus sur les
hypnozoites d@. vivaxet deP. ovale L’activité spécifique de ces composes sur uee farge
période du cycle biologique du parasite (du stagl@rh métaboliguement peu actif au stade de
schizonte &geé) revét deux conseéquences thérapesitmajeures. Primo, dans l'infectionPa
falciparum I'élimination massive des jeunes rings circulapgs ces composés entraine une
réduction immédiate de la parasitémie. Ce résnlest pas obtenu avec les autres antipaludiques
usuels. Secundo, la destruction considérable desef parasitaires matures par cette classe
d’antipaludiques prévient la séquestration microuksre de ces formes. En somme, comparés
aux autres antipaludiques usuels, ces constaisuattt aux dérivés de I'artémisinine une plus
grande rapidité des réponses cliniqgues (en 48hewtesine tres bonne protection contre
I'évolution de la maladie vers le paludisme grave.

La méthode de choix utilisée pour mesurer MTABt ses dérivés dans l'organisme est la
chromatographie liquide a haute performance (HP&@c le détecteur a capture d’électron
(ECD).

La biotransformation de I'ART fait interveninajoritairement le CYP2B6 et conduit a des
métabolites inactifs. Aprés administration oralepawentale ; I'AS, I'AT et l'artééther sont tous
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rapidement convertis par déméthylation (AT) ou Ipgdrolyse (AT) en DHA qui est éliminée
par glucuronidation avec une demi-vie de prés d’bieare. Les pics de concentration sont
généralement atteints environ a partir d'une helueetableau2 donne une estimation des demi-
vies d’élimination de I'artémisinine et de ses pijraux dérivés.

Tableau Il : Demi-vie de I'artémisinine et ses priipaux dérivés.

Composé Demi-vie d’élimination Référence
Artémisinine 2 — 5 heures [27]
Artésunate 0,7 — 1,4 heure [28]
Artéméther 4 -5 heures [29]
Dihydroartémisinine (DHA) 1,9 heure [30]

L'artémisinine et ses dérivés sont utiliséssalien dans le traitement du paludisme simple
gue dans celui du paludisme grave. Ces composésreiit des temps moyens de clairance de
la fievre et de clairance parasitaire respectiverdamviron 14, 6 et 32 heures. Malgreé leur tres
grande activité, la recrudescence parasitaira@gtiénte lorsqu’ils sont utilisés en monothérapie
au cours du paludisme simple. Cette recrudescestctormction de la durée de traitement. Un
traitement de 7 jours est efficace et peut étre@ird L'inobservance constatée avec ce schéma
de 7 jours a conduit a la recommandation d’'un sehé® 3 jours avec les combinaisons
thérapeutiques a base d'artémisinine (voir le sapitre consacré aux CTA). Dans le
traitement du paludisme grave, les formes pardetde I'AT et de I'AS peuvent étre utilisées.
L’AT est utilisé en IM tandis que I'AS est administen IM et en V. De plus, les formes
suppositoires de I'AS et de 'ART peuvent étreiséies. Dans les années 1990 beaucoup d’essais
cliniques randomisés comparant I'’AT a la quininéNjQ@lans le traitement du paludisme grave
ont été conduits. Ces études n’ont pas permis ddreraune différence significative totale entre
AT et la QN. Les formulations lipidiques d’AT sbrhentement absorbées a partir des sites
d’injection intramusculaires tandis que I'AS aqueest rapidement et efficacement absorbé
apres injection IM. Dans I'une des plus grandeslé&tuandomisées menées sur le traitement du
paludisme grave en Asie du Sud-est (travail pudai€2005), I'AS a entrainé une diminution de
la mortalité de 22 a 15% (soit une réduction de BF34]. L'AS en IV est actuellement le
médicament de choix dans le traitement du paludgraee en zone de haute transmission.

2.1.3. Toxicité :

Les études cliniques et sur modeles animauxmamtré que les dérivés de l'artémisinine
sont beaucoup moins toxiques que les quinoléings {3 sont des médicaments bien tolérés,
les effets secondaires sont bénins et les casesesent encore trés rares. Les effets secondaires
communément rencontrés sont digestifs : nauséesissements et diarrhées qui sont aussi des
symptémes caractéristigues du paludisme. Dans deecas les effets secondaires ne sont pas
distinguables des symptébmes du paludisme. Le témesrété observé chez 6% des patients
traités avec 'ART en suppositoire [33]. Cependdat expériences realisées sur modeles
animaux ont révélé une toxicité considérable decoegposes.
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La neurotoxicité n’est pas un effet secondaireedq de I'artémisinine et ses dérivés dans le
traitement du paludisme. Il n’est donc pas facilattdbuer a ces produits des effets
neurotoxiques spécifiques. Mais cependant on petaler quelques effets neurologiques
mineurs et réversibles a savoir : ataxie, nystaginosbles de langage et ototoxicité.

Les études cliniques n'‘ont pas montré d’effieetotoxiques averés liés ala prise de ces
médicaments par la femme enceinte. Néanmoins, peer tout danger d’embryotoxicité,
'OMS ne recommande pas l'utilisation de I'ART eissdérivés pour le traitement du paludisme
durant le premier trimestre de la grossesse.

2.2- Combinaisons thérapeutiques a base d’artémisinine :

Les récentes décennies ont connu une énorgmeeaation du paludisme due a I'émergence
de la résistance a la chloroquine. La SP, quirtroduite apres, a malheureusement vite été
confrontée a I'apparition de la résistance égalenfnsi, pour protéger le peu de médicaments
de l'arsenal thérapeutique actuel, les combinaistierapeutiques ont été développées,
particulierement les combinaisons thérapeutiquesbase d'artémisinine (CTA). Les
caractéristiques pharmacologiques et thérapeutiquastageuses des dérivés de 'artémisinine
ont beaucoup motiveé le choix porté sur les CTA.

Les combinaisons thérapeutiques permettenbia’aes réponses thérapeutiques plus rapides
voire améliorer les taux de guérison et de protdger molécules elles-mémes contre la
résistance. Bien avant I'introduction des CTA, dras combinaisons avaient été utilisées avec
succeés en l'occurrence la quinine-tétracycline, dainine-doxycycline, la sulfadoxine-
pyriméthamine et l'atovaquone-proguanil. La quiriéacycline est associée a des effets
secondaires tres fréquents pouvant entrainer unevais® observance voire compromettre
I'efficacité du traitement. L’atovaquone-proguagdit donnée en traitement de courte durée mais
c’est 'un des médicaments antipaludiques les ghess au monde.

Les caractéristiques d’'une combinaison idd&etipaludiques stipulent comme suit :

» les différents composants de la combinaison doiseoir des modes d’action différents ;

» il ne doit pas y avoir d’interactions négativesrerttes composants ;

* |e traitement doit étre de court terme (3 jourphus) ;

* au moins, un des composants doit avoir une actmde sur les formes asexuées du
parasite ;

* au moins, un des composants doit avoir une longug-tdie (>4 jours) ;

» les drogues doivent étre bien tolérées et moing|tes ;

» elles doivent avoir un large spectre d’activit&@mpris I'activité gamétocytocide);

» la coformulation doit étre possible et

» le colt de la combinaison abordable.

La diffusion de la résistance a la CQ esttgli’elle n'est pas actuellement utilisée dans les
CTA. Les combinaisons artésunate-Sulfadoxine-Pythamdine (AS/SP) et artésunate-
amodiaquine (ASAQ) sont utilisées dans les zonde @arasite est sensible respectivement a la
SP et a 'amodiaquine (AQ). Dans les zones deteggis a la SP, CQ et AQ, les combinaisons
des dérivés de I'ART avec la luméfantrine ou aweméEfloquine sont utilisées. Dans son guide
pratique du traitement anti-palustre de 2010 [39MS recommande cing CTA pour le
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traitement du paludisme non compliqué. Il s’agit: dartéméther-luméfantrine, I'artésunate-
amodiaquine,  l'artésunate-méfloquine, l'artésurmtiéadoxine-pyriméthamine et la
dihydroartémisinine-pipéraquine. Sauf I'AS/SP, &sutes autres CTA recommandées existent
actuellement en combinaisons fixes.

- L’artésunate — sulfadoxine-pyriméthamine (AS/SP) c’est une combinaison
libre constituée de comprimeés d’artésunate do¥&® @u 100mg et de comprimés a 500 mg de
sulfadoxine et 25 mg de pyriméthamine. Chez I'ajulé traitement recommandé consiste a
donner 3 comprimés de SP en dose unique et 20Grtgslinate par jour pendant 3jours. Chez
I'enfant, il s’agit donner 1 comprimé de SP en dasigue et 50mg d’artésunate par jour pendant
3jours. Pour la SP, le but du traitement est diobtehez les enfants, des concentrations
sanguines approximativement égales a la moitiéetlescdes adultes. L’AS/SP a été largement
testée dans le traitement du paludisme non conglanez les enfants et les adultes et a été
démontrée suffisamment efficace dans les zoneestiadix de guérison avec la SP excédent les
80% [35]. Cette CTA est surtout utilisée en Améeiqlu Sud, au Moyen-Orient et en Asie du
Sud ou la sensibilité a la SP reste toujours élevée

- L’artésunate-amodiaquine (ASAQ): la formulation libre disponible en blister

composée de 50 mg d'artésunate et de 153 mg d'acnuide base a été mise au point. La
coformulation de cette combinaison développée @ddrigs for Neglected Diseases initiative
(DNDi) est également disponible. Les comprimés sdogés a 25/67.5 mg, 50/135 mg ou
100/270mg d’artésunate et amodiaquine respectivebesndoses thérapeutiques recommandées
sont comprises entre 2 — 10mg/kg d’artésunateopaet 7,5 — 15mg/kg d’amodiaquine par jour
pendant 3 jours. L'ASAQ a été démontré efficacesd@s zones ou le taux de guérison a 28
jours avec 'AQ en monothérapie excede les 80%.[8st I'un des deux médicaments de
premiere ligne du traitement du paludisme non caqoplau Mali.
- L’artéméther-luméfantrine (AL) : c’est la premiere combinaison en doses fixes

d’'un dérivé de l'artémisinine avec un autre compaseépaludique a étre adoptée. Cela fut pour
la premiére fois en Chine en 1992. Elle est disperms1 comprimé dosé a 80 mg d’'artéméther et
480 mg de luméfantrine. Cette combinaison avait&tBord utilisée dans un schéma de 4 doses
administrées successivement aux heures 0, 8, 2B.eCe traitement de courte durée fut
associee a une efficacité insuffisante due a desaleuss pharmacocinétigues et
pharmacodynamiques sous-optimales. En effet, agescbéma de 4 doses, les concentrations
plasmatiques de luméfantrine durant les 4 a 8 jares les prises sont insuffisantes pour
enrayer définitivement I'infection. Pour améliotes parametres pharmacocinétiques notamment
I'aire sous la courbe (AUC) ainsi que le taux dérggon, un schéma de 6 doses (soit en doses
adultes de 80/480 mg administrées aux heures2%,86, 48 et 60) a été testé tolérable et plus
efficace[37]. L'AL en 6 doses est surtout préféaekartésunate-méfloquine dans le traitement
du paludisme . falciparummulti-résistant. La bonne tolérance et la faitdeds colt ont fait

de cette combinaison une option thérapeutiqueajppséciée. Cependant, la co-ingestion exigée
de matieres grasses qui permettent d’amélioresdgdtion de la luméfantrine et la fréquence
d’administration complexe (2 doses/jour) de cettielginaison restent des obstacles. Des formes
dispersibles et édulcorées pour les enfants orlagté&es en 2008 par NorvatisMedicines for
Malaria Venture (MMV). A cause de son bon profil de sécurité, cédimament peut-étre
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avantageux pour un traitement a long cours chdéeneme enceinte [38]. L'AL est adoptée au
Mali en tant que médicament de premiere ligne potnaitement du paludisme non compliqué.

- L’artésunate-méfloquine (AS/MQ): malgré la résistance a la méfloquine (MQ),
la combinaison d'un dérivé de l'artémisinine avees ddoses fortes de la MQ est moins
susceptible de conduire a la résistance. L'AS/M@ wse combinaison tres efficace. Le
traitement consiste en un schéma de 4mg/kg d’aréésupar jour plus 25mg/kg de MQ par jour
pendant 3 jours. La combinaison AS/MQ a été sufamgement utilisée en Asie du Sud-est et en
Amérique du Sud. En 2010, 'OMS a recommandé bidtrction de cette CTA dans le traitement
du paludisme simple en Afrique. L’AS/MQ était d’abodisponible sous forme de co-blister
mais actuellement, elle existe en combinaison fixartémeéther est également utilisé en
combinaison avec la MQ. Les posologies sont les @s&qu’avec 'AS/MQ.

- Ladihydroartémisinine (10mg)-pipéraquine (80mg) (BHA-PIP) : c’est une
combinaison fixe commercialisée dans certains pdiisains et surtout dans beaucoup de pays
Asiatiques sous le nom de Duocotes@inL’émergence de la résistance a la pipéraquine a
conduit a l'utilisation de ses combinaisons avecdérivés de 'artémisinine. La plus étudiée de
ces combinaisons est la DHA-PIP qui est aujourdlilwrie des cing CTA recommandées par
'OMS. Un programme de développement de la forméigigque fut initie. La PIP-DHA est
développée en vue de fournir un traitement aboedatalurt, mieux toléré et efficace contre les
parasites multi-résistants. La longue demi-vieal@ipéraquine (23 jours) a suscité une grande
préoccupation quant a la possibilité d’entrainesédtection rapide de résistance. Cependant, la
DHA-PIP fournit une longue protection contre linféction palustre plus que toutes les autres
CTA a cause de la longue demi-vie de la pipéraquiaeplupart des études qui ont montré une
bonne efficacité de cette CTA furent conduites drigde et dans la sous-région du Grand
Mékong.

- L’artésunate (60mg)-pyronaridine (20mg) (Pyramax) il s’agit d'une
combinaison fixe employée pour traiter le paludigme compliqué &. falciparumchez tous
les ages (nourrissons, enfants et adul@gst également employé pour traiter la phase saagu
de l'infection aP. vivax Le Pyramax est mieux toléré et plus efficace gamativement aux
CTA classiques. Quatre grands essais de phase Betle combinaison ont été menés sur plus
de 3 500 patients dans 18 pays d’Afrique sub-sahae, d’Asie du Sud-est et d’Inde.
L’efficacité et la sécurité des formes pédiatriquies cette CTA ont été confirmées chez les
enfants de moins de 6 mois. Le pyramax est la grenCTA a étre approuvée par '’Agence
Européenne des Médicaments et surtout pour lemnaint du paludisme tant diPafalciparum
gu’'aP. vivax Pour le moment, 'OMS recommande I'utilisatiorspible de ce médicament dans
le traitement du paludisme non compliquB.&alciparumau Cambodge lorsque la résistance a
la pipéraquine a été confirmeée [39].

Il'y a, par ailleurs, d’autres CTA possiblag doivent étre profondément étudiées. Il s’agit
entre autres des combinaisons artésunate-chlorapnidglapsone, artésunate-atovaquone-
proguanil, DHA-PIP-triméthoprime-primaquine, DHARRtriméthoprime.

L’artésunate-sulfalene-pyriméthamine est unmhlinaison proche de I'’AS/SP qui a montré
une trés grande efficacité en Afrique. La Sulfaleseune sulfonamide chimiquement proche de
la sulfadoxine pour laguelle elle est considérgaroe une alternative.
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2.3. Meédicaments en cours de développeme :

Les médicaments antipaludiques sont jusque |a dérés comme la clé de voute de la |
contre le paludisme. L'émergences parasites résistanés ces produits, pis encore aux f
récents, constitue une source de préoccupatiortte @ejuiétude a considérablement mar
'approche du développement s nouveaux antipaludiqued.e partenariat publ-privé
Medicines for Malaria Venre (MMV) a été une plaque tournante dans cette dynaei@n
2009, 21 projets concernaiesoit des médicaments en développement cliniquesait des
produits préts pour débuter la phase4Q]. En outre, il existe une multitude de projets
développemenpréclinique et de recherche de nouvelles entiténighes. Ces médicaments
développement s principalemencongus contre les stadeanguins deP. falciparum Il est
généralement présumeé que tous les nouveaux méditaaifs contre lestades sanguins de
falciparumdoiventégalemer I'étre contre ceux de. vivax Il y a seulement trois molécules
cours dedéveloppement qui soient actives contre les hypitezdépatiques dP. vivax Les
différents médicamentsecours de développement dde mondeen 2012se trouvent listés sur
les figures5 et 6

Translational Development
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Figure5 : Arsenal global des antipaludiques de la phase préclinique B phase IV classés selon l'usa
thérapeutique, 1er trimestre de I'année 201 (source: Medicines for Malaria Ventre [41])
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Figure6 : Arsenal global des antipaludiques classéde la phase de recherche a la phase de développete
(source : Medicines for Malaria Venture[41]).

Pour pallier le probleme de résistance, difierset renforcer I'arsenal de médicaments
antipaludiques, plusieurs approches peuvent éuptées. Il s'agit de :

- optimiser [lutilisation des antipaludiques existantsoit par un systeme de
remplacement/utilisation par rotation ou soit par H#éalisation des combinaisons
thérapeutiques,

- reconsidérer les médicaments couramment utilisés fpaiter d’autres types de pathologie
dans le traitement du paludisme,

- procéder a des modifications sur la structure djuii des composés antipaludiques
existants,

- explorer les sources naturelles,

- procéder a une large investigation des divers tépes chimiques,

- rechercher des antipaludiques a travers I'explomadiu génome parasitaire.

Ces différentes approches commencent a gédésaresultats qui donnent de I'espoir pour le
traitement du paludisme.

3- Resistance aux antipaludiques :

Pendant des décennies, la résistance awakmligues a été I'un des obstacles majeurs dans
la lutte contre le paludisme. De nos jours, lastésice est documentée pour trois des cing
especes d®lasmodiumpathogenes pour I'homme. |l s'agit & falciparum P. vivaxet P.
malariae La figure7 illustre I'historique de lintroductio des différents antipaludiques et
I'apparition des résistances parasitaires

32



Figure? : Introduction des antipaludiques et appartion des résistances (R) dB. falciparum[42].

L’évolution de la résistance aux antipaludguehange considérablement I'épidémiologie
mondiale du paludisme quant au poids de la maladiesot économique, au changement dans
la distribution des espéces plasmodiales et a dsmcu traitement de bonne qualité (voir
tableau3).

33



Tableau Il : Impact de la résistance aux antipaludques sur la lutte mondiale contre le paludismésource :

OMS 2011[5]).

* L’apparition de la chloroquinorésistance en Afriqae
conduit a 'augmentation des admissions hospitedi§43].

e Une augmentation du taux de mortalité a été caestat
niveau communautaire suite a la chloroquinorésiet§4]

« Le traitement inefficace entraine 'anémie et liblapoids

Poids de la maladie de naissance [45] rendant la santé des enfaneseidlltes
infectés paP. falciparumetP. vivaxtres fragiles.

e La résistance aux antipaludiqgues est associée &| un
augmentation de la transmission palustre [46]

* La résistance aux antipaludiques a augmenté le |codt
mondial de la lutte contre la maladie, y compricdét de
développement des nouveaux médicaments [47]

» L’échec thérapeutique exige des consultations atrege

Codt économique santé pour davantage de diagnostic et de traitement

entrainant ainsi une perte des jours de travailr des

adultes, un absentéisme scolaire des enfants et| une

élévation des codts de la santé [48]

Changement dans la distribution des o Le niveau du paludismeR falciparuma changé et on note
espéces plasmodiales une augmentation de. vivax[49].

e Linefficacité des traitements au niveau des strmed

publiques pourrait conduire & une grande dépenddas
Acceés au traitement de bonne qualité patients aux structures privées irréguliéres, ce pput
favoriser I'utilisation des monothérapies, des rnadients
illicites et contrefaits pouvant entrainer ainsi eyn
augmentation du risque de résistance.

D

3..1. Définitions :

3.1.1- Resistance aux drogues antipaludiques :

En 1967, 'OMS a défini la résistance aux madients antipaludiqgues comme étant « la
capacité du parasite a survivre ou a se multiptiatgré I'administration et I'absorption d’'un
médicament donné en des doses supérieures ou égakdkes habituellement recommandées
mais dans les limites de la tolérance du sujeD}: [Bette définition fut modifiée par I'addition
de la phrase suivante : «la forme active du médecairdoit-étre capable d’atteindre le parasite
ou le globule rouge parasité pendant la durée apdenécessaire a son action » [51]. Ce qui
tient en compte les mécanismes des sulfonamidissgirodrogues.

Du fait de leur mode d’action complexe, laidi@bn de la résistance aux dérivés de
I'artémisinine suscite beaucoup de discussion ebatele autant de clarification. Plusieurs
définitions ont été proposées et chacune d’ellesitde pour des raisons diverses, tel que par
exemple pour I'élaboration des politiques de lute pour la détermination des questions de
recherche spécifiques.
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Uniquement, les patients présentant les criteresasts peuvent étre considérés comme ayant

une infection palustre résistante aux dérivésattdmisinine :

* en cas de monothérapie, la persistance des paragités 7 jours de traitement ou leur
recrudescence dans les 28 jours apres le débuaitentent,

e une concentration plasmatique normale de dihydeoasinine,

» une prolongation du temps de clairance parasiire

» une réduction de la sensibilitévitro des parasites a la dihyroartémisinine [52].

Pour Dondorpet al. [9], la résistance aux dérivés de lartémisiniree définit par une

prolongation nette du temps de clearance parasitdite autre définition utilisée se base sur les

criteres suivants :

e une augmentation du temps de clearance parasitaservée dans plus de 10% des cas avec
des parasites détectables au jour 3 aprés traiteawen une CTA (suspicion de résistance)
ou

* un échec thérapeutique apres monothénapieosavec une concentration sanguine adéquate
du dérivé de l'artémisinine, cet échec étant détexrpar la persistance des parasites apres 7
jours de traitement ou par la présence des pasamitgour 3 avec une recrudescence dans les
28/42 jours (confirmation de résistance).

3.1.2- Echec thérapeutique :

L’échec thérapeutique est défini comme étarat imcapacité a enrayer la parasitémie ou les
symptémes cliniques de la maladie malgré I'admiaigin d’'un médicament antipaludique. Cet
échec n’est pas forcement dd a une résistance dicangent. Beaucoup d’autres phénomenes
peuvent y contribuer, principalement les factews lgnitent la concentration du médicament
dans l'organisme. Ces facteurs comprennent le @osaprrect du médicament, la mauvaise
observance de la dose ou de la durée du traited@entauvaise qualité du médicament et les
interactions médicamenteuses négatives. Des J#@abiinterindividuelles en termes
pharmacocinétiques peuvent conduire a un écheapétique a cause d’'une faible absorption
du médicament, d’'une élimination trop rapide (di@es ou vomissements) ou d'une faible
biotransformation des prodrogues.

3.1.3- Marqueurs moléculaires de résistance :

Ce sont des génes parasitaires dont les roatidfhs sont associées a la résistance aux
antipaludiques. La caractérisation de ces génedegatechniques moléculaires constitue un
moyen prometteur pour étudier les résistances atipadudiques. Les modifications de genes
incriminées sont généralement des mutations desleskes changements du nombre de copies.

3.2. Efficacité et résistance aux antipaludiques :

Le développement d’'une résistance parasitaiten médicament peut s’effectuer en deux
phases. En premier lieu, un événement génétiquerashiit antérieurement au traitement et
donne un phénotype parasitaire nouveau qui poskggktude de survivre en présence du
médicament. En second lieu, ce phénotype parasisir sélectionné par le traitement puis se
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multiplie pour aboutir éventuellement a une popoiatparasitaire entierement résistante au

traitement. Les événements génétiques a l'origawerdsistances parasitaires aux antipaludiques
sont spontanés et rares. lIs se produisent auchasandépendamment des médicaments. Ces
événements sont caractérisés par des mutationgugdnou par des changements du nombre de
copies des genes qui déterminent la cible du medioa ou les pompes membranaires qui

régulent la concentration du médicament a l'intérigu parasite. Un seul événement peut suffire

pour engendrer une résistance mais souvent plgsi@&gnements indépendants peuvent étre
nécessaires.

Quand le parasite est exposé a une concemtraisuffisante du médicament, cela peut
favoriser la sélection du mutant résistant. Le wetlient en concentration inadéquate ne peut
tuer uniquement que les parasites qui en sontldessi

Lorsque les parasites résistants sont séled@gpar rapport aux sensibles, il est difficile de
prévenir leur expansion. La soustraction de lagioesthérapeutique peut réduire la chance de
survie des mutants résistants du fait ditness cosp de leur mécanisme de résistance [53].
Leur expansion est facilitée par I'administraticgs dnédicaments a longue durée d’élimination.
L’activité antipaludique résiduelle qui persisteegple traitement sert de « filtre sélectif », lelqu
prévient toute infection par les parasites sensibiais laisse développer les parasites résistants.
Les médicaments comme la CQ, la MQ et la PIP qisigtent dans le sang pendant des mois
fournissent un filtre sélectif tres durable aptagét de leur administration [54].

Sur des modéles expérimentaumxvtro, animaux ou sur volontaires), des parasites gt
ont pu étre sélectionnés sans intervention vedkmrie'est-a-dire sans la recombinaison
méiotique, apres avoir expose un grand nombre oisipes a des concentrations de drogue en
deca des seuils thérapeutiques.

Pour venir a bout de la recrudescence ou dealsmission des parasites résistants, un
traitement précoce et approprié doit étre admidigtrur prévenir la production des gameétocytes.

Les facteurs qui influent sur I'émergence et diffusion des parasites résistants sont
nombreux. On peut citer entre autres [55,56] :

» lafréquence intrinséque avec laquelle les changenggnétiques se produisent ;

» le degré de résistance conféré par le changemeatigeée ;

* lefitness costlu mécanisme de résistance ;

» la proportion de tous les agents infectieux trassibles exposés a la drogue (pression
sélective) ;

* le nombre de parasites exposeés a la drogue ;

» les concentrations de la drogue auxquelles lespasasont exposés

» la pharmacocinétique et la pharmacodynamie descasdints antipaludiques ;

* les problemes liés a l'utilisation des médicamesmix plans individuel (dosage, durée,
observance) et communautaire (qualité, disponghitlitstribution) ;

* le profile immunitaire aux niveaux communautairéneividuel ;

» la présence simultanée d’autres médicaments amdijggies dans le sang auxquels le
parasite n’est pas réesistant et

» lintensité de la transmission palustre.

36



3.2.1- Efficacité clinique des dérivés de lI'artémisining4] :

Les commentaires suivants portent principaténser la méta-analyse effectuée par 'OMS
sur les études d’efficacité des antipaludiques dansionde de 2000 & 2010 [4]. Dix-sept
études menées au Mali faisaient partie de cettéyssnaCe résumé concerne principalement
l'infection palustre &. falciparum

- Monothérapies :

L’analyse de 10 études d'efficacité de I'arééner, I'artésunate et la dihydroartémisinine en
administration orale de 5 jours a révélé un tawéckiec thérapeutique de 15% en Chine et au
Viet Nam. Par contre, I'analyse de 18 études deseséroduits utilisés en traitement oral de 7
jours a montré un taux d’échec de 3% dans ces deux
pays. Ces différents résultats sont en accord Egeessais cliniques réalisés dans les années
1970 ou le schéma de 3 jours a donné un taux dedescence de 48%. Lorsque ce schéma a été
porté a 5 et 7 jours le taux est descendu respectnt a 10% et 2%. Ces recrudescences
s’expliquent par la tres courte demi-vie de l'ariginine et ses dérivés. Ces composés ne sont
efficaces en monothérapie que lorsque le traitereeffiectue sur une longue durée. En cas de
traitement incomplet ou court, les parasites sgpbsés a des doses inadéquates du médicament.
Cela peut favoriser I'apparition des résistances lgjue la courte demi-vie de ces médicaments
réduit la fenétre de sélection des parasites eddsstLes échecs thérapeutiques constatés avec
I'artésunate en monothérapie orale seraient dusegarasitémie pré-thérapeutique tres élevée et
non pas seulement a une baisse de sensibilitéadasites [57].

Tout comme la QN, on constate souvent aveddgivés de I'artémisinine une augmentation
de parasitémie au début du traitempat 0s[58]. Chez les personnes immunodéprimées ou
souffrant d’hémoglobinopathies, la réponse audnaéint peut prendre excessivement du temps
[59-61].

- Combinaisons thérapeutiques a base d’artémisinineCTA) :

Pour maximiser l'efficacité de l'artémisiniret ses dérivés et pour les protéger contre
'apparition des résistances, 'OMS recommandelgjgdient combinés avec d’autres molécules
dont les criteres ont été discutés plus haut. Gashmaisons ont permis de raccourcir la durée
de traitement avec les dérivés de l'artémisininelestréduire par la suite le risque d'échecs
thérapeutiques dus a une mauvaise observanceob@sraisons fixes sont préférables a cause
de leur facilité d'utilisation et de leur bonne ebgsance. Le choix des CTA comme traitement de
premiére ou de seconde ligne doit étre guidé mardsultats des études d’efficacité au niveau
local.

L’analyse portant sur 209 études d’efficade® I'artéméther-luméfantrine (AL) meneées
dans 48 pays entre 2001 et 2009 a montré que 8rd@s études réalisées en Afrique, les taux
d’échec thérapeutiques étaient < 5%. Le reste tlelke® menées sur le continent Africain ont
affiché des taux d’échec compris entre 8 et 10%e@bés seulement deux études conduites au
Ghana (2006) et au Burkina Faso (2008) qui ont reamés taux >10%. Au Mali, entre 2004 et
2008, ce taux d’échec était compris entre 0.0-6@8c une meédiane de 3.0%. Les études
menées dans la grande partie du continent Asiatiopierapporté des taux d’échec de I'AL
généralement < 6%. Entre 2004 et 2009, dans lafldes études menées en Birmanie, le taux
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médian d’échec thérapeutique était de 2,5%. Au @alig, on a enregistré des taux d’échec de
26,1% en 2001 ; 28,9% en 2002 et par contre en Ri¥8due la prise de I'AL a été associée
avec la consommation d’aliments gras, ce taux estehdu a 13,5% [62]. Des analyses
supplémentaires ont démontré qu'au jour 7 la cdnagon plasmatigue moyenne en
luméfantrine était plus élevée chez les patientssgtant des réponses cliniques et
parasitologiques adéquates (~860ng/ml) que chez gauont connu des échecs thérapeutiques
(~510ng/ml). Des auteurs suggerent que certains dd@shec seraient dus a une faible
concentration sanguine de la drogue partenairest{@dire la Iluméfantrine dont la
pharmacocinétique présente une grande variahilggindividuelle). En raison de la possibilité
de résistance croisée entre la méfloquine et I&fantrine, 'émergence de la résistance a la
luméfantrine est envisageable. En définitive, I'Adste tres efficace dans la plus grande partie
des régions du monde excepté le Cambodge. Il fytor@é que I'AL sélectionne I'allelefmdrl
Asn86 type sauvage dans les infections récurrem@squi peut étre considéré comme un
marqueur de faible sensibilité a la luméfantrines letudes d’efficacité thérapeutique de I'AL
doivent étre complétées par la mesure de la coratEmt de la luméfantrine dans le sang au jour
7 et par I'analyse du polymorphisme Rliendrl

L'efficacité de lartésunate-amodiaquine (ASAQ) est hétérogene en Afrique, ce qui est
probablement di a la préexistence de la résistantamodiaquine [63]. Sur les 23 pays
Africains qui ont adopté 'ASAQ comme traitement plemiére ligne (selon les données OMS
de 2010) 6 ont rapporté entre 2000 et 2009 desd#ckec thérapeutique > 10%. Egalement, en
Indonésie, des études ont montré des taux d’éch&@%. Au Mali, entre 2002 et 2006, les
études d’efficacité de 'ASAQ ont montré des taugctiec variant de 0,0 a 7,6% avec une
médiane de 2,0%.

L'analyse portant sur 80 études d’efficacité HBartésunate-méfloquine (AS/MQ) —
administrée a la dose de 25 mg/kg/jour de MQ etl2eng/kg/jour d’AS pendant 3jours —
effectuées dans 17 pays entre 2000 et 2010 momoenles taux d’échec étaient < 10% en 28
jours de suivi. Quelques études menées au Camlaidge Thailande durant cette période font
exception a ce résultat. En effet, 9 essais comdenttre 2002 et 2010 au Cambodge, en
Thailande et en Birmanie ont montré des taux d@clhenpris entre 8,8 et 14%. Par ailleurs, des
taux d’échec thérapeutique de plus de 12 et 20%t@ntapportés respectivement en Thailande
et au Cambodge au cours des protocoles de 42dewssivi. Les analyses suggerent que les taux
élevés d’échec thérapeutique enregistrés au Carabfutims la province de Pailin) dans les
années 2002-2004 étaient dus a la résistance laBvi Afrique et en Ameérique, 'AS/MQ
reste trés efficace. Les échecs sont principalenaecbntrés dans les zones de haute prévalence
de la résistance a la MQ. Du fait de la longue éémide la MQ, la combinaison AS/MQ est
testée efficacement selon un protocole de 42 jdeisuivi.

Selon les essais conduits entre 2000 et 2688aux d’échec thérapeutique dartésunate-
sulfadoxine-pyriméthamine (AS/SP restent bas en Amérique, au Moyen-Orient, en Asie
Centrale et du Sud et en Afrigue de I'Est, prin@pzent dans les pays utilisant cette
combinaison comme traitement de premiere ligne szas pays, le taux médian d’échec était de
0-1,5%. La tres grande efficacité de cette comborapourrait étre due en partie a la rareté des
quintuples mutants parasitaireBfdhps (A437G/K540E) et Pfdhfr (S108N/N51I/C59R).
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Cependant, des taux élevés d’échec thérapeuiiggi@ kcette combinaison ont pu étre observés
dans plusieurs pays Africains ou la résistance@Plast élevée. Au Mali, 2 études menées entre
2002 — 2006 ont rapporté des taux d’échec thérapeuvariant de 0,0 a 3,2% avec une médiane
de 1,6%.

Presque toutes les études menées sur la caistnmrtésunate-sulfaléne-pyriméthamine
ont montré une tres grande efficacité de ce médioanAu Mali, c’est un taux d’échec de 0,0%
qui a été observé dans les 2 études réalisées20tBeet 2007 sur cette combinaison.

Beaucoup d’essais on été conduits en AfrigueneéAsie du Sud-est pour évaluer I'efficacité
et la tolérance de ldihydroartémisinine-pipéraquine (DHA/PIP). L’analyse de 49 études
réalisées sur cette combinaison (donnée en 3 égsdss sur 3 jours ou en double dose au jour 1
et dose unique aux jours 2 et 3) a montré quedes t'échec thérapeutique étaient < 10%
(protocoles de 28 jours de suivi) dans toutestiedes sauf une seule menée au Rwanda en 2004.
En élargissant la durée du suivi a 42 jours, des teééchec de 9,1 — 12% ont pu étre enregistrés
au Burkina Faso, au Cambodge, en Mozambique, eoudaj@-Nouvelle-Guinée et en Ouganda.
Apres une large utilisation de la PIP en Chinegfastance est apparue et a conduit a I'utilisation
de cette drogue en combinaison thérapeutique {(Bdfhme avec I'AL, le déterminant essentiel
de I'échec parasitologique avec la DHA/PIP estdacentration plasmatique en pipéraquine au
jour 7 du suivi. A cause de la longue demi-vie a@ipéraquine, I'efficacité de la DHA/PIP est
mieux étudiée selon un protocole de 42 jours dé.sui

Huit essais de phases Il et Ill sur la comismraartésunate-pyronaridine conduits en
Afrique et Asie entre 2006 et 2008 ont montré @des td’échec thérapeutique de 0 — 0,5%. Au
Mali, dans une étude menée entre 2007 et 2008, nemux d’échec de 0,0% qui a été rapporte.

Les études cliniques ont montré que les CTAum@ action plus rapide sur l'infectionPa
vivaxque la CQ. Des taux élevés de guérison ont &éreés dans beaucoup de pays avec les
combinaisons AL, AS/SP et DHA/PIP. Dans linfectianP. falciparum,l'action rapide de
I'artémisinine et de ses dérivés limite le dévelppnt des gamétocytes mais par contre ils ont
un effet trés peu significatif sur la transmissa®P. vivaxcar ses gamétocytes peuvent exister
bien avant le début du traitement [65]. Les CTAtseeommandées dans le traitementPde
vivax soit en cas de résistance a la CQ ou dans les zanetles ont été adoptées comme
traitement de premiere ligne conRefalciparum

La résistance de. ovaleet deP. malariaeaux antipaludiques est moins bien caractérisée.
Ces parasites sont généralement tres sensibleS@.IR. knowlesien est également sensible en
Malaisie [66]. En général, les CTA ne sont pas @nésges contre ces especes.

3.2.2- Situation de la résistance a l'artémisinine et sederives([4]:

La baisse de la sensibilité a I'artémisiniaeie largement a travers la sous-région du Grand-
Mékong. La plus grande preuve d’'une forte diminutie la sensibilité a I'artésunate (AS) a été
observée au Nord-est du Cambodge, a la frontieee & Thailande ou les proportions de
patients restés parasités apres 3 jours de CTApms &AS en monothérapie orale étaient les
plus élevées jamais rapportées. Dans la ville dénRau Cambodge, la proportion de patients
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parasités aprés 3 jours de traitement avec la caigon DHA/PIP a augmenté de 26 a 33%
entre 2008 et 2009. A Pailin et a Tasanh (une autie Cambodgienne), plus de 40% des
patients étaient parasités au jour 3 malgré 2-4ghgikr d’AS en monothérapie orale. Quelques
cas d’échec thérapeutique tardif avec des condemsaplasmatiques normales d’AS ou de
DHA et avec des sensibilitéa vitro réduites a la DHA ont été enregistrés dans ces deu
localités du Cambodge. En outre, les analyses oomtrd qu'au niveau dela frontiere
Cambodgio-thailandaise le retard de la clairancasitaire est di a des changements génétiques
du parasite et suggerent que ce phénoméne posergitopager des foyers originaux vers les
populations parasitaires voisines si rien n'est[@7]. En Thailande, une étude longitudinale a
fait état d’'une évolution du temps de clairanceapiaire de 2,6 heures en 2001 a 3,7 heures en
2010 apreés traitement avec l'artésunate [10]. G#tide a concerné les patients hyperparasités
qui ont été traités avec un schéma d'artésymat@sen 7 jours combiné soit avec la méfloquine
ou la doxycycline ou soit avec la clindamycine gouts. Depuis avril 2012, L'OMS a annoncé
la présence d'un foyer de baisse de sensibilitédaguivés de I'artémisinine au Vietnam [3@je
foyer fut détecté dans la province de Gia Lai aurga’une évaluation de routine. Le taux de
patients parasités au jour 3 y était de 18% apedeinent avec la DHA-PIP. Au niveau de la
frontiere Birmano-thailandaise la proportion degyas restés parasités apres un traitement de 3
jours avec les CTA était de 10-20%. Sur la frosti8mo-birmane, les études sur l'artésunate en
monothérapie orale ont montré que 25% des patitaisnt parasités au jour 3.

Cependant, le taux d’échec thérapeutique Bagésunate reste faible malgré la proportion
élevée des patients parasités au jour 3. En eff@gré que le pourcentage de patients parasités
au jour 3 soit >50% au jour 3 a Pailin et 25% suirbntiére Sino-birmane, le taux d’échec avec
lartésunate en monothérapie orale de 7 jours &HM% a lissu de 28-63 jours de suivi au
Cambodge, en Thailande, et sur la frontiere Sinmdoie. A ce stade, il est difficile de savoir si
la résistance a l'artémisinine et ses dérivés viinseer seulement a 'augmentation des cas de
retard de la clairance parasitaire et du taux dtage gamétocytaire ou si elle va conduire a des
taux élevés d’échec thérapeutique tardifs.

Il faut signaler que dans I'étude ou les tdigéchec thérapeutique étaient > 30% a Pailin avec
I'AS en 7 jours, la taille de I'échantillon étaiible et des parasitémies > 200 QO@taient
incluses alors que la recommandation de 'OMS est@0 00Q4l en zone de basse transmission.
En plus, certains patients dans cette étude pegedés échecs thérapeutiques tardifs avaient
une faible concentration sanguine d’AS ou de DHA.

Somme toute, ces constats indiquent un chamgeofair dans la sensibilité des parasites a
l'artémisinine et ses dérives.

Ce changement de sensibilité se manifesteipaetard de la clairance parasitaire. Le retard
de clearance est, de nos jours, le marqueur ph@iqagy le plus couramment évoqué dans la
résistance a I'artémisinine et ses dérives.

Les dérivés de l'artémisinine restent tredcaffes au Mali. La proportion de patients
dépourvus de parasitémie au jour 1 a varié de 3£9%2002-204 a 37,0% en 2010-2011 dans la
localité de Bougoula-Hameau, région de Sikassa [68]
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4- Méthodes d’étude de l'efficacité des antipaludigue:
4.1. Testinvivo:

Cet essai consiste a traiter les malades syngiiques infectés par le parasite du paludisme
avec des doses standards d’un antipaludique avie $iévolution de la parasitémie, des signes
cliniques et des parametres biologiques sur unegedéfinie. Il permet d’analyser I'efficacité
clinique d’'un médicament antipaludique. C’est unéthuode simple et exige peu de formation
sauf pour les observations microscopiques. Egaleneie nécessite peu d’équipements et de
fournitures. L'OMS a établi depuis 1964 un protecpbur la mise en ceuvre de ce test qui fut
successivement amendé en 1967, 1972, 1996, 20(0Q@4. Les différentes parties qui
composent ce protocole a savoir : les critereschlision et d’exclusion, le calcul de la taille de
I'échantillon, la durée du suivi, les criteres di&ation, I'analyse et la gestion des données, les
considérations éthiques et le contréle de qualiteété largement décrites par 'OMS dans le
documentMethods for surveillance of antimalarial drug effay [69].

En effet, le malade est d’abord examiné synda clinique et biologique pour permettre son
inclusion a I'étude. Ensuite, il est mis sous umitément antipaludique selon une posologie
standard et suivi pendant une durée définie paatare du traitement utilisé. Avant I'inclusion
du patient et & chaque jour ou heure du suivi, piéevements sanguins et/ou d’urines sont
effectués pour permettre de suivre I'évolution dephrasitémie et du taux d’hémoglobine,
mesurer la concentration de la drogue ou ses mdegbceet pour réaliser des analyses
moléculaires ou des tesits vitro. Lors du suivi, les données du patient sont pertns un
cahier d’observation. Une durée de suivi de 28sj@st adéquate pour étudier I'efficacité de la
plupart des antipaludiqgues notamment celles qudeatdemi-vies inferieures a 7 jours a savoir :
'amodiaquine, l'artémisinine et ses dérivés, Ratquone-proguanil, la chloroquine,
I'halofantrine, la luméfantrine, la quinine et laulfadoxine-pyriméthamine. Pour les
médicaments a demi-vies plus longues comme la mdifie et la pipéraquine, il faut au moins
un suivi de 42 jours. Etant donné que la plupast éehecs dans les études cliniques des CTA
surviennent apreés le jour 21, la durée minimumui gloit étre de 28 jours.

L'OMS classe les réponses au traitement esiglus types standards qui sont applicables a
tous les niveaux de transmission palustre. lls défihis comme suit:

- Echec thérapeutique précoce :
» signes de danger ou paludisme grave au jour 1,2amec parasitémie ;
» parasitémie au jour 2 plus élevée que celle duQaywelque soit la température axillaire ;
e parasitémie au jour 3 avec température axilRigy,5 °C et
e parasitémie au jour 325% de celle du jour 0.

- Echec clinique tardif :

» signes de danger ou paludisme séveére avec parasiéire les jours 4 et 28 (ou 42) chez les
patients qui n'avaient au préalable présenté aadtére d’échec thérapeutique précoce et

» parasitémie entre les jours 4 et 28 (ou 42) avepéeature axillairex 37,5 °C chez les
patients qui n'avaient au préalable présenté aatére d’échec thérapeutique précoce.
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- Echec parasitologique tardif :

» parasitémie entre les jours 7 et 28 (ou 42) avepéeature axillaire < 37,5 °C chez les
patients qui n'avaient au préalable présenté agcdtgre d’échec thérapeutique précoce ou
d’échec clinique tardif.

- Reéponse clinique et parasitologique adéquate :

» absence de parasitémie au jour 28 (ou 42), quedqitela température axillaire chez les
patients n'ayant au préalable présenté aucun erd&chec thérapeutique précoce, d’échec
clinique tardif ou d’échec parasitologique tardif.

Lorsqu’il y a échec thérapeutique au coursuivi d’'un patient, le génotypage des parasites
par une technique de PCR qualitative est pratiquéles confettis sanguins effectués pour
trancher entre recrudescence et réinfection panasit_es marqueurs couramment utilisés pour
différencier les clones parasitaires sontles gemepl, msp2, glurpet souvent des
microsatellites.

Sur les échantillons sanguins prélevés lorssavi des sujets a des intervalles de temps
définis, on peut mesurer la parasitémie soit parascopie ou soit par PCR quantitative en
temps réel pour évaluer la clearance parasitags.témps de clearance parasitaire, les ratios de
réduction de la parasitémie et la proportion dettggiepaisses positives au jour 3 sont autant de
parametres importants pour évaluer I'efficacité aetgpaludiques, particulierement les CTA.

L'essai in vivo estla méthode de référence pour évaluer et suiefécacité d'un
antipaludique mais cependant ses résultats doétentonsidérés avec prudence.

En effet, les limites de cette méthode peuwveniduire a des résultats qui ne traduisent pas
I'efficacité réelle d’'un médicament. Le systéeme iomitaire, la prise antérieure de médicament,
les variabilités pharmacocinétiques (absorptiortab@isme) peuvent interférer sur les résultats.
Les échecs thérapeutiques peuvent ne pas reflétassairement le niveau réel d’'une vraie
résistance. En outre, il y a souvent un problémelassification entre cas de réinfection et de
recrudescence parasitaire. Par ailleurs, de norsésedifficultés se posent pour conduire ce test
dans les zones de faible transmission palustrelearombre de patients éligibles est limité. On
constate également une surestimation des écheepéudiques précoces pour les médicaments a
action lente. Les nombreux cas d’adaptations emddifications locales de ce test peuvent
entrainer des comparaisons biaisées entre difEseloicalités. Enfin, la durée du suivi des
patients peut entrainer d’important cas de pertesue.

Les résultats de I'esgaivivo doivent étre complétés par ceux des autres tests.

4.2. Testin vitro :

Depuis le début du 20éme siécle, I'activite aetipaludiques était étudiée sur les parasites en
culture. Les méthodes utilisées étaient liées roddes problemes techniques et de précision. Il
a fallu attendre la maitrise de la cultumevitro de Plasmodium falciparunpar Trager et Jensen
en 1976 [70] pour que I'étude de l'activitévitro des antipaludiques se développe. Les différents
testsin vitro actuellement utilisés sont basés sur la techrdguerager et Jensen.

Le principe d'un tesn vitro consiste a mesurer la sensibilité intrinseque dragteP.
falciparum aux antipaludiques en des concentrations défihies.parasites sont exposeés a des
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concentrations précises et croissantes de médit¢ataan un milieu de culture et au bout d’'une
période d’incubation donnée, I'effet d'inhibitiorudnédicament est observé sur la maturation
des parasites en schizontes. Cet effet est mesirépa I'observation microscopique des

parasites a partir du milieu de culture ou soit gas méthodes radio-isotopiques, immuno-
enzymatiques ou fluorimétriques permettant de diiania croissance parasitaire.

Ce test est généralement réalisé sur une @laquultiples puits. Plusieurs tests peuvent étre
effectués avec le méme échantillon de parasitgslusieurs médicaments antipaludiques et
méme ceux qui sont en phase d’expérimentation ipigees peuvent étre testés a la fois. Pour
chaque produit, une gamme de concentrations peetpééparée et testée. Contrairement a
I'essaiin vivo, le testin vitro, basé sur le contact direct du médicament avearasite, permet
de contourner les facteurs liés a I'h6te qui bidisenterprétation de la sensibilité du parasite.

Cependant, ce test est complexe, couteux etsaie des moyens techniques importants. La
grande difficulté qui se pose est qu’il existe @uss variantes du test vitro dont les résultats
ne sont pas toujours comparables. En outre, pauélae type de test, les résultats sont difficiles
a comparer a cause des difféerences entre les tabesou entre les lectures. Des exemples de
tests sont : le Mark Il Test de 'TOMS, le testimotopique développé pour la premiere fois
par Desjardinget al. en 1979 [71], le test ELISA avec des anticorpsgdsi contre la lactate
déshydrogénase ouHistidine-rich proteinet le test fluorométrique avec fluorochromes liant
I’ADN.

Les résultats sont exprimés par la conceontrathhibitrice 50 (ouCls,, concentration
nécessaire pour inhiber 50% de la population paies), la concentration inhibitrice 90 (ou
Clgg, concentration nécessaire pour inhiber 90% defalation parasitaire) ou la concentration
minimale inhibitrice (CMI). Ces parametres dépenddnne dizaine de facteurs comme par
exemples la fraction du volume globulaire, la pi#éase initiale, le volume distribué dans les
puits qui sont généralement différents selon ldsoraoires. Les résultats sont en effet
déterminés sous forme de moyennes géometriqués;gleCly, ou CMI plutdt qu’en termes de
pourcentage de résistanoevitro.

Il existe un probleme de corrélation entrertesultats des essaisvivo etin vitro qui est dd
surtout aux facteurs liés a I'héte dans les essaiwo.

Un isolat parasitaire peut contenir un méladgelifférents phénotypes de sensibilité qui peut
masquer la mise en évidence des résistants. Erdetudifficultés d’adaptation des parasites a la
culture in vitro en généralles parasites prélevés chez un patient réecemmaité @mvec un
antipaludique sont particulierement difficiles dtimer et présentent unéls, diminué dd a la
présence du médicament dans le sang. Ce phénoregmetpd’exclure du test une importante
quantité d’échantillons. Egalement, avec la métheadio-isotopique, des parasitémies < 0,1%
sont éliminées. Les techniques utilisant les arpganonoclonaux sont assez sensibles pour
détecter des parasitémies de l'ordre de 0,01%. dresililité des techniques fluorométriques
comme le Syber green | sont en cours d’étude, timigortant bruit de fond constaté, da a la
présence de I'’ADN humain pourrait limiter l'utilisan de cette méthode pour tester les
échantillons sur le terrain.

Le testin vitro peut également étre utilisé pour étudier I'actiymergique, additive ou
antagoniste de deux médicaments sur un clone fmrasie référence.
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Plusieurs tests vitro pourP. vivaxont été étudiés mais la meilleure méthode resterera
déterminer.

4.3. Techniques moléculaires :

Elles consistent a détecter les mutations tggres qui modifient les cibles, les fonctions de
transport des médicaments ou leurs affinités. Batdes termes, elles permettent d’identifier les
résistances aux medicaments associees a des msitationiveau d’amplification des géenes ou a
des SNP et microsatellites parasitaires utilisésime marqueurs. Ce sont des moyens qui
permettent d’alerter précocement la résistance aotxpaludiqgues dans une localité. Les
technigues courantes consistent a faire des prélEvis sanguins sur des confettis de papier
buvard avec lesquels 'ADN parasitaire est extpatir la réalisation des expériences de PCR
quantitative ou qualitative axées sur les genesesuis a étudier.

Ce sont des techniques fiables. Un méme domfetit servir, a la fois, a caractériser les
marqueurs moléculaires pour plusieurs meédicameiftérehts. Les prélévements sont tres
simples a effectuer, ils peuvent étre facilemesmgportés et conservés pendant tres longtemps.
Les techniques moléculaires sont indépendantedadésurs humains et environnementaux et
n’utilisent qu’une faible quantité de prélévemesguin.

Cependant, la corrélation des résultats deeammiques avec ceux des essaigitro n'est
pas suffisamment établie. Une technique molécukairge des équipements chers et requiert une
gualification spécifiqgue. L'approche est limitéerpka possibilité d'avoir une population
parasitaire mixte avec des alleles mixtes. L'alt#ela population parasitaire résistante peut étre
minoritaire et passer en deca de la limite de béitgides techniques de PCR lors des analyses
pré ou post-thérapeutiques. En outre, les marquealéculaires de résistance Eefalciparum
sont connus seulement pour un nombre limité de caéunts antipaludiques. Il faut davantage
de recherche pour identifier des marqueurs mol@eslae résistance a certains antipaludiques
notamment les dérivés de I'artémisinine.

Actuellement, les marqueurs moléculaires dest&nce qui ont une associatiarvivo validée
sont : lechloroquine resistance transportéPfcrt) associé a la résistance a la chloroquine, la
dihydrofolate reductas¢Pfdhfr) associée a la résistance a la pyriméthamine qiraguanil
(cycloguanil), lamultidrug resistance 1 proteifPfmdrl) associée a la résistance a la méfloquine
et a la luméfantrine, ldihydropteroate synthetagefdhpg et lamultidrug resistance-associated
protein (Pfmrp) associées a la résistance a la sulfadoxine @ytechrome b Pfcyth associé a
résistance a la I'atovaquone. La liste des marguewléculaires majeurs de résistance aux
antipaludiques avec leur niveau de validation seve dans le tableau4.
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Tableau IV : Marqueurs moléculaires de résistance eP. falciparumaux antipaludiques [42].

Médicament Marqueside résistance Niveau de validation
Geéne ou| Allele associé a la résistance ou a la
locus diminution de sensibilité
Chloroquine Pfecrt Lys76Thr Associationin vivo
Pfmrp His191Tyr et Ser437Ala Associationin vitro
Amodiaquine Pfmdrl Asn86Tyr Associationin vitro
Pfmrp His191Tyr et Ser437Ala Associationin vitro
Méfloquine Pfmdrl Nombre de copie > 1 Associationin vivo
Sulfadoxine- Pfdhfr Serl08Asn Associationin vivo
Pyriméthamine Pfdhfr Triple mutation : Ser108Asn Associationin vivo
+ Asn5llle
+ Cys59Arg
Pfdhps Ala437Gly Associationin vivo
Pfdhps Double mutation : Associationin vivo
Ala437Gly
+ Lys540Glu
Pfdhfr + | Quintuple mutation : Associationin vivo
Pfdhfr Ser108Asndhfr)
+ Asn51lle @hfr)
+ Cys59Arg ¢lhfr)
+ Ala437Gly @hps
+ Lys540Glu ¢hpg
Pfmrp Lys1466Arg Associationin vivo
Proguanil (cycloguanil) Pfdhfr Serl08Thr + Alal6Val Associationin vivo
Pfdhfr Double/triple mutation : Associationin vivo
Serl08Asn
+ Asn51lle et/ou
+ Cys59Arg
Atovaquone Pfcytb Tyr268Asn ou Tyr268Ser Associationin vivo
Luméfantrine Pfmdrl Asn86 & Sélection d'allele
Nombre de copie > 1 en cas d’échec
thérapeutique
Quinine Pfnhe-1 Nombre de motifs : Associationin vitro
(ms4760) DNNND > 2 ou
NHNDNHNNDDD < 3
Pfmrp His191Tyr et Ser437Ala Associationin vitro
Doxycycline PftetQ Nombre de motif KYNNNN < 3 Associationin vitro
PftetQ Nombre de copie > 1 Associationin vitro
Pfmdt Nombre de copie > 1 Associationin vitro
Artéméther Pfserca Ser769Asn Associationin vitro en
Guyane

4.4. Mesure de la concentration d’antipaludique dans I'oganisme :

Dans l'étude de l'efficacité des antipaludisiuein point crucial est de savoir faire la
distinction entre un échec thérapeutique di a ésestance et celui relatif & d’autres causes
notamment une concentration insuffisante du médicdndans I'organisme. Pour ce faire, la
concentration du médicament dans I'organisme estime. Cette mesure consiste a déterminer
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la concentration d’'un médicament ou de son (se$aboéte(s) actif(s) dans le sang total, le
plasma ou le sérum. Il est aussi possible de pes@des dosages dans les urines ou la salive.

C’est un moyen qui concourt a définir la résise parasitaire aux antipaludiques avec plus de
fiabilité. Les techniques utilisent simplement [@glevements sanguins sur confettis de papier
buvard excepté pour le cas des dérivés de l'arideimésou les prélévements de sang veineux
sont exiges. Les prélevements sur confettis samtlses a conserver et a transporter par contre, la
collecte et le transport des prélevements veineégessitent des codts élevés. Un méme
préléevement sanguin peut servir & mesurer simuttanéplusieurs antipaludiques différents.

Cependant, les techniques employées couténtglet exigent des formations spécifiques. Il
faut également une standardisation des méthoddéiséesi. L'utilisation de la HPLC est
importante ici.

Un échec thérapeutique avec une concentrdtiomédicament en deca de la concentration
minimale inhibitrice ne signifie pas que la sougiaasitaire est résistante. Les prélevements
peuvent avoir été effectués quelques jours apredajparition des manifestations cliniques et
aussi l'affection palustre peut provoquer une modifon du volume de distribution du
médicament. Ce qui aboutit au dosage d’'une coraténrréduite du médicament dans le sang.
Par contre, un échec thérapeutigue avec une coatient médicamenteuse supérieure a la
concentration minimale inhibitrice suspecte gémémaint une diminution de la sensibilité
parasitaire et constitue ainsi un argument foreesla résistance.

La mesure de la concentration du médicamems targanisme peut permettre, par ailleurs,
d’interpréter les effets secondaires des médicanent’identifier des populations de patients
qui ont besoin d’adaptation de doses (enfantstsdigés, insuffisants rénaux et insuffisants
hépatiques).

5- Mécanismes d’action et de résistance a l'artémisine et dérives :

L’artémisinine et ses dérivées sont des sesqpéhes trioxanes lactones dont le pont
endopéroxide est essentiel a I'activité antipaludigQuoique le mécanisme d’action précis de
ces composés fasse I'objet d'importantes contreseits pharmacophore endoperoxyde a permis
le développement de plusieurs classes d’endopeesxpdssédant I'activité antipaludique. La
compréhension du mécanisme d’action exact de aiiiese de meédicaments permettra de
prédire les mécanismes de résistance probablesogentder le design des futurs agents
antipaludiques.

La sélectivité de I'activité des dérivés darémisinine au sein des érythrocytes est due a la
bioactivation du pont endopéroxide qui est fer-aélamt. Deux voies d’activation différentes par
leur dépendance en fer et leur implication en egdiccentrés de carbone ont été identifiées : le
modele de scission réductrice et le modele d’ouverde I'endoperoxyde (voir fig.8).

Dans le premier modéle, le fer Il (hémiquesgogene non-hémique) se lie a I'artémisinine, il
se passe un transfert d’électron qui induit lassoisréductrice du pont endoperoxyde produisant
des radicaux centrés d’oxygene. Ces radicaux cediokygene se réarrangent pour donner des
radicaux centrés de carbone. Vu I'asymétrie du momtoperoxyde, le fer peut réagir avec la
fonction peroxyde dans 2 directions différentesrgmeduire soit un radical centré de carbone
primaire ou un radical centré de carbone secongézer 3].
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Dans le second modeéle, I'ouverture du pontdest a la protonation du peroxyde ou a sa
complexation avec le Fe2+. Certains auteurs onpaap que le fer agit comme un acide de
Lewis pour faciliter la bioactivation plutét ionigugue radicalaire de ces composeés [74]. Il est
également suggéré que l'oxygéene non peroxydiquaeug un rble en facilitant I'ouverture du
pont endoperoxyde pour donner de I'hydroxyperoxgdeert [75]. Le clivage hétérolytique du
pont endoperoxyde et la capture éventuelle de mig@é&tfeau conduisent a la formation d’'un
Fenton insaturé dont la dégradation de la fondtigairoxyperoxyde produit un radical hydroxyl

(un radical centré de carbone secondaire). Ce alageut éventuellement oxyder les résidus
acides aminés.
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Figure8: Bioactivation de I'artémisinine.[76]

A : Modéle de la scission réductrice ; B : Modédel'duverture du pont endoperoxyde par protonatiopar
complexation avec le Fe2+.

Plusieurs postulats ont été établis pour gupli le mécanisme d’action des dérivés de
'artémisinine apres leur bioactivation. Ces paaihe sont pas mutuellement exclusifs. Il existe
de nombreux arguments en faveur ou a I'encontrerdeune des hypothéses données. La

figure9 illustre les différents modes d’action éuég et les facteurs parasitaires incriminés dans
la résistance a ces composes.
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Figure9: Principales protéines et processus biologlies incriminés dans le mode d’action de I'artémisine et

le mécanisme de résistance ch@z falciparum[77]

Les points rouges concernent les protéines domhigations ont été associées a une diminution gmauntation de
la sensibilité a I'artémisinine (Art). Les molécsileu mécanismes cibles supposés de I'action dérissinine sont
encadrés en couleur orangé tandis que les prédaptéars parasitaires de résistance sont encadagiea.

5.1 Hypothéese de I'heme comme cible :

Au stade intra-érythrocytaire, la plasmodigrdéle au sein de sa vacuole digestive une
grande partie de 'hémoglobine érythrocytaire sdii comme source d’acides aminés nécessaires
a sa synthése protéiqgue. Ce catabolisme libére’rdené, le composant prosthétique de
I’'hémoglobine qui est une ferroprotoporphyrine tr@dque pour le parasite. Pour détoxifier ces
molécules d’héme, le parasite les transforme enokéine (pigment malarique) grace a un
mécanisme de cristallisation.

Il est proposé que les radicaux libres pradiots du clivage du pont endoperoxyde des
dérivés de l'artémisinine par le fer hémique pravergt en retour I'alkylation des molécules
d’heme. Cette alkylation interfére avec le mécaeisde détoxification de I'hnéme dont
'accumulation provoque, par conséquent, la mort pdwmasite. Un tel mécanisme d’action
explique la spécificité des dérivés de I'artémisncontre les parasites du paludisme.

Cependant, il est également démontré que lecie hémique est capable d’activer les dérives
de lartémisinine et que ces composés peuvent prumm l'alkylation d’autres protéines
parasitaires [78]. En outre, Haynetsal. (2004) ont montré que les dérivés de I'artémigirgni
n’interagissent pas avec I'heme pouvaient par eoptesenter l'activité antipaludique [79].
Egalement, Eckstein-Ludwigt al. (2003)ont pu démontrer que I'inhibition de la dégradatiten
I’'hémoglobine n’avait pas d’effet direct sur I'agteé des dérives de I'artémisinine [80].

Ainsi, I'hnypothése selon laquelle I'heme seraictivatrice et cible des dérivés de
I'artémisinine présente d’'importantes zones d’on@éelaircir.
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5.2 Hypothése de la PITCTP et autres protéines commetdes :

La structure de l'artémisinine est trés sdasdux effets stériques. Pour cette raison, on a
suggeéré que sa cible serait une protéine ou enparteeuliére. Un certain nombre d’études a
lartémisinine radio-marquée ont pu montrer quert€émisinine en concentrations
physiologiques réagit de maniére covalente avesiguius protéines parasitaires.

En effet, en 1998, Bhisutthibha al. ont pu mettre en évidence de maniere spécifique une
réaction covalentén situ et in vitro entre l'artémisinine et une protéine parasitaiee28kD,
homologue de I&ranslationally Controlled Tumour ProteifTCTP) humaine appelée PfTCTP
[81]. Cette alkylationn vitro semble héme-dépendant et la cystéine de la peoEinCTP est
considérée indispensable a ce mécanisme en selwauurce d’électron pour I'activation de la
drogue par 'héme.

Meshnicket al. (1994)ontaussi démontré dans des expériemaestro que I'artémisinine est
capable de provoquer l'alkylation de diverses aupeotéines notamment les hémoprotéines
telles que la catalase, le cytochrome c et I'héptugke [82]. Cette alkylation des hémoprotéines
ne nécessite pas l'activation de I'artémisinine Pagéme qui est libérée de la globine. Les
falcipaines sont également inhibées par les dédedartémisinine par un mécanisme qui serait
dépendant de I'héme [76].

Cependant, le manque de données fonctionnegdiesapport au role de l'interaction entre
lartémisinine et la PfTCTP met en cause la PfTCddmme cible centrale des dérivés
d’artémisinine. Par ailleurs, une légere élévatlonniveau d’expression de la PyTCTP a été
observée chez des souchesPdgoellirésistantes de maniéere instable a I'artémisinea est
en faveur de I'hypothese de la PyTCTP comme ciblBadtémisinine.

5.3Hypothése de 'ATPase6 comme ciblge] :

La thapsigargine est une sesquiterpene lacboe puissant inhibiteur sélectif des ATPases
transporteuses de Ca2+ chez les mammiféeres apfgaéesendoplasmic Reticulum Membrane
Calcium ATPase$SERCA). Le réle des SERCA est de réduire la cotnagon du cytosol en
calcium libre par accumulation des ioBs**dans les réserves membranaires. Cette activité est
vitale pour la cellule.

Bien que différente de l'artémisinine par Babce du pont endopéroxide indispensable a
l'activité antipaludique, la thapsigargine préseate grande similarité structurale avec cette
derniere P. falciparumposséde une seule enzyme orthologue aux SERC@stjla PfATPase6.

Il a été ainsi proposé que les dérives de l'artémme pourraient avoir comme cible la
PfATPase6. Pour tester cette hypothese, la PfABPageexprimée dans les oocystes de la
grenouilleXenopus laevigfin de permettre les experiencdut ainsi démontré que les dérivés
de l'artémisinine et la thapsigargine inhibent 'Rdse6 de maniére irréversible tandis que la
désoxyartémisinine (forme inactive de I'artémis@jinla quinine et la chloroquine n'en étaient
pas capables. Ce mécanisme s’est montré égalemsnsélectif car nuls autres transporteurs
parasitaires n'ont été affectés, y compris la Pfagé¢2 (non-SERCA) [83]. Les expériences
utilisant la desferrioxamine (DFO, un chélateurfelg ont montré que l'activité antiparasitaire et
anti-enzymatique des dérivés de l'artémisininef@stépendant. Par contre I'activité inhibitrice
de la thapsigargine sur la PfATPase6 n’était padialpar 'absence de fer. Lorsqu’elles sont
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utilisées simultanément, la thapsigargine antagdiastivité de I'artémisinine. Ceci suggére une
action compétitive entre ces deux composés poBfAd Pase6. Les analyses ont révélé que la
cible PfATPase6 se localise dans le réticulum eledogique et non dans la vacuole digestive.

Par ailleurs, I'activité de I'artémisinine &émise en évidence chdoxoplasma gondia
travers linhibition d’'un homologue SERCA. Les ctats supposent fortement que les ATPases
sont des cibles potentielles pour les dérivésat&éémisinine chez les parasites.

Peu apres la découverte de cette cible petentil fut suggéré que la résistance aux dérivés
de lartémisinine serait due au changement d'un seide aminé (L263E) de la SERCA
plasmodiale [84]. Cet acide aminé influence latfor@des dérivés de I'artémisinine sur leur site,
modulant ainsi la sensibilité vitro des parasites a ces composés. Toutefois, cetteionutéa
jamais été observée chez les souches de terrain.

Cependant, contrairement a la thapsigarglaggémisinine, méme en fortes concentrations,
n'a aucune action marquée sur la morphologie digulém endoplasmique qui est riche en
PfATPase6. Des études menées par Crespb. €2008) [85] ont pu montrer qu’il n’y a pas
d’antagonisme entre I'artémisinine et la thapsigerg

Le manque de stéréoseélectivité des deérivéd’ at®misinine est considéré comme un
argument pouvant mettre en cause I'ATPase6 comrbé& girincipale. Les dérivés de
artémisinine sont des molécules chirales dont é&mntiomeres présentent des activités
antipaludiques similaires [86, 87].

5.4 Hypothése de la mitochondrie comme cible :

L'action de l'artémisinine fut étudiée s8accharomyces cerevisiak fut démontré qu’en
absence d'une source fermentescible de carbontriginine inhibe la croissance d&
cerevisiae Ce qui suggere un mode d’action relatif aux fanmst mitochondriales. Il est, ainsi,
proposé apres plusieurs investigations que la ehdéntransport d’électron de la mitochondrie
plasmodiale active directement I'artémisinine etrane I'accumulation des especes réactives
d'oxygene. Ces especes réactives d’'oxygene provocere leur tour la dépolarisation de la
membrane mitochondriale et par conséquent la mopladasite [88].

Il faut en effet davantage d’études pour aédes facteurs moléculaires impliqués dans ce
mécanisme.

Cependant, dans une récente étude, I'analgséa donction mitochondriale au sein des
globules rouges parasités traités par des endogiexn’a montré aucune modification
morphologique de la mitochondrie parasitaire et geog que le dysfonctionnement
mitochondrial ne serait pas un événement précoceatle d’'action des dérivés de I'artémisinine
ou des endoperoxydes synthétiques [85].

5.5.La quiescence et les facteurs parasitaires de résisce[12] :

En 2010, Witkowsket al. (2010) [12] ont décrit une souche Be falciparumtolérante a
lartémisinine qu’ils ont sélectionnée au laboregoiCette souche pouvait survivre a des tres
fortes concentrations (i) d’artémisinine par un mécanisme de quiescencgae de ring.

En effet, pour sélectionner ces parasitesrdoté a I'artémisinine, ils ont mis la souche
Tanzanie F32 sous pression de l'artémisinine aetgaplusieurs cycles d’exposition avec des
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concentrations croissantes, et cela durant troes1 Chaque exposition durait 24 heures et
apres 100 cycles de pression, une lignée de pesdsi€rants a l'artémisinine fut obtenue. Celle-
ci fut ensuite testée pour des doses encore payveed d’artémisinine et pendant des temps
d’exposition plus longs (48 a 96 heures). Avecdieses d'artémisinine de 9 et [iBl, la souche
sélectionnée, nommeée F32-ART, était capable deggregda parasitémie de 5% au minimum 10
jours plus vite que la souche Tanzanie F32. Avecdises de 35 et {M ou avec une longue
durée d’exposition de 96 heures, seule la souct2AR3 était capable de survivre. Cette
souche était devenue capable de survivre a des éqgsevalant a 7000 fois €&, initiale (9,9 +

1 nM). Ce phénotype de tolérance semble spécifeggliartémisinine et a ses dérivés car il fut
également constaté avec 'artésunate mais pasiawebtoroquine. Le tesh vitro classique basé
sur la maturation des schizonte n’a pas détermméawgmentation significative de (&, de
I'artémisinine pour ce phénotype. Ce qui montre cgi@hénotype de résistance ne peut pas étre
détecté par les essais vitro classiques. Les analyses microscopiques et cytoués ont
montré gu’en présence de l'artémisinine, les rpgsasites survivants arrétaient leur croissance
(entraient dans un état de dormance) au stadexgetijuste aprés la soustraction de la pression
médicamenteuse, ils devenaient capables de porgsmdrmalement leur développement. Ceci
suggere que le phénoméne de quiescence poureit@liqué dans les mécanismes d’action et
de résistance a l'artémisinine et ses dérivés. idéi mutation sur le génefATPasef ni un
changement du nombre de copieRfmdrln’ont été associés a ce phénomeéne. L'expression de
guelques genes était faiblement élevée ou dimiauégeveau de la souche tolérante mais aucune
ne pouvait expliquer le nouveau phénotype obseRiés récemment, d’autres souches
guiescentes et résistantes a l'artémisinine fugélgctionnées au laboratoire par Chavcleical.
(2010) grace a un processus similait®][ Contrairement a F32-ART, ces souches avaient
montré une augmentation significative d€lg,. Dans des expériences effectuées par Tueker
al., un mélange de parasites quiescents et normawapd@ire observé au terme de I'exposition
a l'artémisinine[89].

Le mécanisme de quiescence au stade de ringgllement démontrén vitro chez les
parasites sensibles aux dérivés de l'artémisiridé [C’est ce qui expliquerait la fréquence des
recrudescences parasitaires au cours du traiteansd I'artésunate en monothérapie. La
guiescence serait une réponse naturelle des plassnad stade de ring face au stress provoqué
par les molécules de la classe de I'artémisinidé [1
Selon la synthése des étudlewitro, in vivoet de modéles animaux réalisée par Chetray. en
2012 [14] I'émergence de la résistance aux dérives de iasi@ine serait due a des
changements du caractére de la quiescence deggmcamiplés a des modifications de cibles ou
de transporteurs de ces médicaments. Ainsi, unethgpe selon laquelle la résistance aux
dérivés de l'artémisinine se présenterait en déweanix fut établie (voir figurel0) [14].

En effet, au cours du premier niveau, l'actida I'artémisinine deviendrait incapable
d’'induire une portion des rings en état de quieseequi évolueraient jusqu’au stade de
trophozoite. Les stades matures étant demeurésblesnghangement non significatif dedk)
seraient éliminés par la drogue. Au second niviesustades matures perdraient leur sensibilité
et deviendraient capables de se développer cofiémaent jusqu’au stade de schizonte malgre la
pression de l'artémisinine. A ce niveau, un charg@nsignificatif de laCls,Serait pergu. Le
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premier niveau de résistance serait illustré paretard de clairance parasitaire constaté au
Cambodge et en Thailande [9; 10]. Par contre, au@udlication sur le terrain ne fait état du
phénotype du second niveau a ce jour. Les soud@ststantes sélectionnées par Tuckeal.
(2012)correspondraient a ce second niveau. Cependaswutzhe tolérante de Witkowsédt al.
(2010) aurait plutét une augmentation de la capatgtquiescence.

In vitro

phenotype
(under drug
pressure)

Clinical
presentation

Underlying
mechanism

Wild type

*Rings become dormant
*Mature stage are killed

+Baseline I1Cs,

*3-50% recrudescence
following monotherapy

+Drug pressure stresses
ring stage parasites
triggering dormancy

*Dormant rings recover

Stage 1
Resistance

*Fewer dormant rings; some
mature to trophozoites

*Mature stage are killed

+IC.,- minimal change

*3-50% recrudescence
following monotherapy

+Delay in parasite
clearance time

*Ringsare less susceptible
to ART allowing some to
mature to trophozoites

*Trophozoites are killed

FigurelO : lllustration schématique des niveaux deésistance a l'artémisinine[14]

Par ailleurs, plusieurs genes furent ass@iéshangement de sensibilitéRlefalciparumaux
dérivés de l'artémisinine. Ce sont surtouPfert et lePfmrd1qui codent pour des transporteurs
localisés au niveau de la membrane de la vacugbstive. lls sont aussi associés a la sensibilité
du parasite a une multitude d’antipaludiques aisdaauinine, la chloroquine, la méfloquine et
I'halofantrine. D’autres genes sont aussi évoquekoecurrence ldPfatpasegle G7 ou Pfmdr6
(PF13_0271) et libp-1 La protéine G7 est supposée étre un transpoAB@ liant 'ATP
localisé au niveau de I'apicoplaste, et 'UBP-1 iQuittin carboxyl-terminal hydrolase), une
enzyme agissant sur l'ubiquitine. Ces genes es lewtations respectives ont été identifiés grace
a des analyses génétiques, au génotypage padiédalats de terrain ou de laboratoire et grace
aux analyses ayant porté sur des parasites issudctiecs thérapeutiques ou des étundeisro
de sensibilité aux dérivés de I'artémisinine.

Récemment, il fut démontré que lartémisinisaccumule dans les lipides neutres et
provoquer l'altération de la membrane parasitdire.fonction endoperoxyde fut déterminée
essentielle a cette activité [90]. En 2009, Kumetral. ont montré que les tétraoxanes étaient
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capables de produire la dégradation oxydative des phospholipides contrairement aux dérivés de
I'artémisinine [91].

53



V- Matériels et méthodes:

1- Sites d’étude :

Les parasites étaient récoltés dans deux sieescaractéristiques éco-épidémiologiques
différentes (voir fig.11). Il s’agit des villagese Kollé et de Sotuba. Ces sites ont connu
I'utilisation des dérivés de I'artémisinine depplss depuis 2004.

- Kollé : c’est un village situé a 57 km au Sud-ouest de &amnla capitale du
Mali. Il compte environ 2500 habitants. C’est u@ane soudanienne située a 9 km du fleuve
Niger. Le climat est dominé par l'alternance desa® froide, chaude et pluvieuse. Les
habitants pratiquent I'agriculture et I'élevage. ttansmission du paludisme y est saisonniére
avec une allure hyper-endémique sur une périodd de4 mois (saison pluvieuse). Le taux
d’'inoculation entomologique est de 5,2 piglresdtdates par personne et par mois. Les especes
de moustiques responsables de la transmission smaipheles gambiae et Anopheles funestus

- Sotuba :il est situé dans la savane soudanienne. C’egillage périurbain de
Bamako avec une population estimée a 5665 hasbithattransmission du paludisme s’étend de
juin & novembre. La pluviométrie annuelle est casgpentre 700 et 1200 mm.
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Figurell : Cartographie des sites de I'étudeSource : MRTC, 2010
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2- Types et périodes d’étude :

Les échantillons de sang parasité traités adooratoire provenaient d’'un essai vivo
d’efficacité de deux antipaludiquedl s’agissait d’'une étude prospective comparative
randomisée, ouverte, utilisant des antipaludigyesital’Autorisation de Mise sur le Marché au
Mali [Artéméther+Luméfantrine (AL) et Artésunate+#adoxine-Pyriméthamine (AS/SP)].

Les échantillons parasitaires faisaient I'dlgje testin vitro au cours duquel chaque isolat
était exposeé a la fois aux concentrations d’artiégrims de 1nM, 10nM, 50nM et 100nM et au
milieu vierge a 0,05% de DMSO (servant de témoin).

L’étude s’est déroulée d’Octobre 2010 a Jar@d.1. Elle a couvert une partie de la période
de haute transmission des deux sites concernés.

3- Population d’étude :

L’étude concernait les patients atteints deugiame non compliqué &. falciparum.l
s'agissait des sujets agés de 6 mois et plus qusuttaient pendant la période de I'étude.
N’étaient inclus dans I'étude que les patients mtdwes qui donnaient librement leur
consentement ou assentiment.

4- Taille de I'échantillon :

La taille de I'échantillon de I'essai vivo a été calculée par le test de non infériorité Isasé
le critere principal a savoir : proportion de gsén parasitologique et clinique a J28 apres
correction moléculaire (PCR) de AS/SP par rapptila(une des CTA de référence au Mali).
Sur la base des études antérieures, I'hypothegsdg@gpourcentage de référence est de 97% [92].
En prenant un delta de non infériorité de 5%, squé de premiere espacele 5% et un risque
de deuxiéme espede de 20%, le nombre de patients évaluables nécespair groupe de
traitement était de 174, soit 348 (174x2) pati@uotsotal. En estimant un taux de perdu de vue de
10% pendant I'étude, nous avons ajusté cette till®2 sujets par groupe de traitement, soit au
total 384 patients (192x2).

La présente thése est une analyse a mi-chdenicette étude, par conséquent elle a porté sur
47,14% de la taille totale prévue, soit 181 sujets.

5- Echantillons d’isolats parasitaires :

Il s’agissait d’isolats deP. falciparumau stade de ring. Pour les obtenir dans le test de
guiescence, tous les sujets qui présentaient uecétiérapeutigue au cours de l'esisavivo
étaient systématiquement prélevés. Les sujetsvaiigrt des parasitémies comprises entre 22500
et 90 0004l & JO de I'essdn vivo étaient également inclus mais dans la limite depussibilités
logistiques car le test de quiescence est une iexgérlourde, manuelle, couteuse et trés longue.
Cet intervalle de parasitétmies a été établi pounimser l'influence éventuelle de l'effet
inoculum sur l'appréciation de la tolérance desapidaire au test de quiescence. Au total, 46
isolats ont pu étre inclus.
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6- Criteres d’inclusion :

Les critéres d’inclusion étaient les suivants :

- étre agés de plus de 6 mois et avoir présenté numeo-infection palustre .
falciparum;

- avoir une température axillaire supérieure ouegaB7,5C ou a défaut la survenue
d’une fievre dans les dernieres 24 heures déterminée a l'ogatoire ;

- avoir une parasitémie comprise entre 1000 et 200.00

- avoir la possibilité de se déplacer pour les \ssile suivi et d’accéder facilement au
service de santé et

- avoir donné librement son consentement ou assemtigeairé apres avoir regu une
information précise du protocole de I'étude.

7- Criteres de non inclusion :

Les critéres suivant faisaient I'objet de mearutement a I'étude :

- la présence d’'un ou de plusieurs signes de dargyeargl ou de tout signe de paludisme
grave ou compliqué défini par TOMS ;

- la présence d’une co-infection par une autre espeeP. falciparum;

- le refus de signer le consentement ou assentinckité;

- toute contre-indication a l'une des molécules desnlinaisons utilisées pour le
traitement ou la présence d’'un antécédent d’abergi

- la grossesse cliniquement patente et

- la prise antérieure d’'un traitement antipaludigapuds moins de 14 jours avant le jour de
l'inclusion.

8- Equipe de suivi :
Le suivi des sujets était effectué par despgguduMalaria Research and Training Center

(MRTC) basées a Sotuba et a Kollé. Ces équipesnétsdus la responsabilité des investigateurs
seniors et de l'investigateur principal de I'étude.

9- Screening et procédure d’enrblement :

Aprés I'obtention du consentement/assentintiere et éclairé, tous les patients fébriles ou
ayant connu une histoire de fiévre dans les degid heures étaient enregistrés. Un examen
clinique suivi d’un interrogatoire était réaliséed données sociodémographiques, la température,
le poids corporel et la taille de ces patientseétianotés. Les patients qui remplissaient les
criteres cliniqgues au cours de cette phase étpiéteves au bout du doigt pour faire la goutte
épaisse et le frottis mince. Ces examens permettdi faire le diagnostic parasitologique du
paludisme et d’évaluer la parasitémie. Tous legeptt impaludés présentant des parasitémies
telles que indiquées dans les critéeres d'inclugitaient retenus. L'ensemble du processus était
documenté dans un cahier d’'observation établi aftet

10- Procédure de suivi :
Notre procédure de suivi a duré 28 jours.dl@dgau5 montre comment le suivi était organisé.
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Tableau V : Plan de procédure de suivi des particignts :

Jour O

| Jour 1

| Jour 2

| Jour 3,7,14,21,28

| Autres jours

Evaluation clinique pour écarter le paludisme grawvkes signes de danger

Prise de la température axille

Ecarter tous le
critéres de non
inclusion et vérifier

Evaluation
parasitologique
(gouttes épaisses ¢

—

Evaluation parasitologique (gouttes épaisses #isd)

les criteres frottis) en cas de
d’inclusion paludisme grave ou
des signes de
danger
Evaluation Administration de | Administration de l¢ | Traitement de secou| Préléevement sangui

parasitologique
(gouttes épaisses €
frottis).

la 2™ dose ou
ttraitement de
secours en cas
dETP

3*™dose ou
traitement de secour
(quinine) en cas
dETP

en cas d’échec
5 thérapeutique
(quinine)

de 5 ml environ, en
cas d’échec, pour
test de quiescence

=)

Obtention dt
consentement
éclairé et
enrblement

Prélévement sangu
pour PCR (confettis)
au jour 28 ou aux
jours 14, 21 en cas
d’échec.

Confettis pour PCR
en cas d’échec.

Prélévement pot
PCR (confettis)

Prélévement sangu
de 5 ml environ, en
cas d'échec, pouest
de quiescence

Traitement de
secours en cas
d’échec
thérapeutique (quini
ne)

Préléevemen Traitement de secou
sanguin de 5ml en cas d’échec
environ test de thérapeutique ;
quiescence (quinine)

Mesure du poids ¢

de la taille,

administration de Ig
premiére dose

La fin du suivi des patients était justifiee paplparition d'une des situations suivantes telles
gue définies par I'OMS : réponse clinique et pdcdsgique adéquate (RCPA), échec

parasitologique tardif (EPT), échec clinique tar@CT), échec thérapeutique précoce (ETP),

perte de vue ou d’ arrét de suivi.
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11-Traitement :

Les médicaments utilisés pour traiter les guasi étaient les combinaisons artéméther
(20mg)/luméfantrine (120mg) et artésunate (50 cdnig)/sulfadoxine (500mg)-pyriméthamine
(25mg) sous forme de comprimés. L’AL utilisée élaispécialité Coartem® commercialisée par
la firme Novartis®. L'AS/SP était la spécialité Adospe® manufacturée par Guilin
Pharmaceutical Co., Ltd, China que nous avons abtanprés du Programme National de Lutte
contre le Paludisme du Mali.

Les paramétres pharmacologiques et les estatsndaires de ces médicaments sont étudiés
dans le chapitre des généralités. Les posolog@stées étaient les suivantes :

- Pour artésunate/sulfadoxine-pyriméthamine 25mg/kg de sulfadoxine et 1,25mg/kg

de pyriméthamine en dose unique a JO + artésunajékg a JO, J1 et J2 ;

- Pour artéméther/luméfantrine: Deux prises quotidiennes, les doses ont éte

administrées a l'inclusion (HO) et aux heures H84HH36, H48 et H60. Pour sujets de 5
a <15kg, 1 comprimé était donné a chaque priseir b6 a <25kg, 2 comprimés ; pour
25 a <35kg, 3 comprimeés et patB5kg, 4 comprimés.

12- Considérations éthiques :

Le protocole de I'étude a été approuvé paolaité d’éthique de la Faculté de Médecine, de
Pharmacie et d’Odontostomatologie (FMPOS) : |d#2012-44/FMPOS du juillet 2012.

Un consentement (ou assentiment) libre efréctaété obtenu de tous les patients enrdlés ou
de leurs tuteurs. Des formulaires de consententatiagsentiment ont été établis pour expliquer
completement I'étude aux patients ou a leurs tstéout en faisant un exposé des bénéfices et
des risques éventuels liés a I'étude.

Les patients enrdlés bénéficiaient de la gé@afpour la totalité de leur prise en charge juaqu’
J28. Une équipe de chercheurs du MRTC était présant les sites pendant toute la durée de
I'étude afin de garantir la qualité de la prisecharge.

Les patients qui ne souhaitaient pas étrel&nans notre étude étaient systématiquement et
gratuitement traités avec les médicaments recomésapdr le Programme National de Lutte
contre le Paludisme (PNLP).

La confidentialité était assurée par I'anorgeion des données de chaque patient.

Il avait été expliqué aux chefs de villageaek parents avant le démarrage de I'étude qu’un
volontaire de I'étude ne pourra pas recevoir diaeeint de I'argent en espece pour sa
participation. Cependant, il bénéficiait d'une prien charge gratuite des pathologies
concomitantes. Il est a signaler que les médicasngtilisés dans notre étude se composaient de
molécules bien tolérées et acceptées par le PNLatiu

13- Examens de laboratoire :
12.1- Examens parasitologiques

lIs consistaient en la réalisation des goudfesisses et des frottis minces selon une fréquence
définie par la procédure de suivi (cf. procéduresdiei). Ces examens permettaient de pouvoir
faire l'inclusion des volontaires et d’assurer lsuivi parasitologique. Les charges parasitaires
étaient déterminées par I'examen de la goutte gpais appliquant la formule suivante :
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ombre de plasmodies asexuées dénombrées x 7500
Charge parasitaireyl) = mmmmmmmeeeeee e
Nombre de leucocytes dénombrE300)

12.2- Examen hématologique

C’était la mesure du taux d’hémoglobine quvai a I'évaluation clinique de nos sujets. Pour
ce faire, nous utilisions un appareil HEmocue demrincipe consiste a placer le sang dans une
microcuvette et un photometre portable détermintadg d’hémoglobine.

12.3- Examen moléculaire :

Il consistait a pratiquer la techniqgue Mested-PCRpour faire le génotypage des isolats
parasitaires prélevés sur confettis au jour O etjcaw d’échec thérapeutique. Ce moyen
moléculaire permettait de comparer les isolatagtrires avant et aprés échecs thérapeutiques
survenant sur les deux bras de traitement. Le siude=faire la distinction entre recrudescence et
réinfection parasitaire pour corriger les résultdischec. Les genes et microsatellites utilisés
successivement pour le génotypage étaient par:artg2, mspl, Ca-1, Ta-87, Ta-99 et glurp.
Le processus comprend trois étapes a savoir :réletkon de I'ADN, les amplifications de
séquence par PCR et I'électrophorése de I'amplitcensemble de ces étapes a été conduit
selon les modes opératoires en vigueur au seifudéél d’épidémiologie moléculaire et de
chimiorésistance du MRTC. Les ADN parasitaires eftaiextraits par la méthode Chelex
(Chelex® 100 resin Bio-Rad®, Catalog 143-2832) #@ipalu sang des malades séché sur
confettis. C’est une méthode simple et rapidesatilt le Chelex qui est une résine chélatrice
échangeuse d’ions (cf. annexe3). Nous avons rédgisg étapes d’amplification. Pour chaque
amplification [93,94], un mélange réactionnel nomvester Mix contenant tous les ingrédients
d’'une PCR était préparé.

A la premiere amplification, le Master Mix (ooun volume de 28) comprenait :

- pour les genemsp2, mspktglurp: 1,5mM de tampon a MgCI2 ; 200 de dNTPs ;

1uM de couple d’amorces ; 0,025U de Taq polyméradglat’extrait d’ADN parasitaire
en solution dans de I'eau pour PCR ;

- pour les microsatelliteSa-1, Ta-87 et Ta-99: 3,5mM de tampon a MgCl2, 208 de
dNTPs, 1M de couple d’amorces ; 0,025U de Tag polymérasipled’extrait d’ADN
parasitaire en solution dans de I'eau pour PCR.

A la deuxieme amplification, le Master Mix ¢enait :

- pour les génemsp2 msplet glurp: 3,5mM de tampon a MgCI2 ; 200 de dNTPs ;
lum (mspl et glurp) ou 100nM (nspld de couples d’amorces; 0,025U de Taq
polymérase et du produit de la premiere amplification en sautidans 2pl d’eau
pour PCR ;

- pour les microsatellite€a-1, Ta-87 et Ta-99: 3,5mM de tampon a MgClI2 ; 200 de
dNTPs ; 1lM de couples d’amorces ; 0,025U de Taq polyméradaledu produit de la
premiére amplification en solution danq.28eau pour PCR.
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A chague étape d’amplification des échantdljateux contréles négatifs et un contrdle positif
étaient également préparés. L'ensemble des PCR aéalisé sur la machine DNA Engine
Tetrad® 2 Peltier Thermal cycler, Bio-Rad®. Lesgraommes des différentes amplifications se
trouvent dans I'annexe4. Le produit de la deuxieamglification est déposé sur un gel pour
migration par électrophorese. A ce niveau, un maugque poids moléculaire était également
préparé et mis sur le gel en méme temps que lenglbbns et les contréles. La solution de
marqueur de poids moléculaire comprenait 16,67%DAet 16,67% de colorant bleu 5X dans
de l'eau stérile. Le gel de migration était canstide 0,02g/ml d’agarose dans le TBE 0,5X
(pH= 8) a 0,003% de bromure d’éthidium. Le tampdET0,05X était composé de Tris base
(8,9mM), d’acide borique (8,9mM) et ’EDTA Na (304) dissout dans de I'eau désionisée. Le
bromure d’éthidium s’intercale entre les deux bdisDN pour donner une fluorescence rouge
orangé a la lumiéere U.V apparaissant sous formeaddes sur le gel. Aprés migration, le gel est
révélé et photographié dans une machine d'imagiiagyels de type GENE GENIUS, BIO-
IMAGING SYSTEM®. La photo du gel est soumise a wogessus de contrle de qualité,
d’interprétation et de validation du résultat. t&rprétation est basée sur les conditions :

- la conformité des tailles du produit de f'"2amplification par rapport a celles attendues,

- lataille du produit de 1a®¥® amplification

- Il'absence de bande au niveau des contrbles négatifs

- la présence de bande au niveau du contrfle positif

- les échantillons qui présentent des bandes de rtadieesont considérés identiques

- les échantillons qui présentent des bandes de thiferente sont non identiques

- les échantillons qui présentent plusieurs bandessdits mixtes.

Les séquences des difféerentes amorces usils@&ouvent dans I'annexe 5

12.4- Testin vitro de quiescence
12.3.1- Prélevement sanguin (HO) :

Les prélevements étaient effectués dans des tuéparinés de 5 ml au moment de l'inclusion
des sujets et a chaque fois gu'il y avait eu déme& thérapeutiques. Les échantillons de sang
parasité étaient acheminés au laboratoire de euttu™MRTC a Bamako moins de 6 heures aprés
le prélevement.

12.3.2- Lavage des échantillons d’isolat avant le test @our cryoconservation (HO) :

Chaque échantillon était centrifugé pour élieni le plasma puis lavé deux fois par
centrifugation avec du RPMI 1640 GIBCO. Nous réatis un frottis avec le culot lavé afin de
connaitre la densité parasitaire pré-test. La dénmrasitaire était déterminée en appliquant la
formule suivante :

Nombre@mbules rouges infectés comptés
Densité parasitaire (%): --
500 Gides rouges totaux comptés
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Nous prélevions 1 ml du culot lavé pour réalie test de quiescence et le reste était suspendu
dans un cryotube contenant 1 ml de solution deconyservation stérile. Cette solution de
cryoconservation était composée de sorbitol, de INAE€ glucose et d'eau distillée. Apres
incubation a la température ambiante, le cryotubi placé a -80° C pour la conservation d’'une
partie de lisolat parasitaire. L'échantillon conse était destiné a des tests de quiescence
ultérieurs afin de confirmer les résultats que naltenions.

12.3.3- Milieu de culture :

Les milieux de culture étaient préparés paesée 250 ml. Chaque milieu préparé contenait
95% de RPMI 1640 GBCO, 5% de sérum humain du gragmguin AB dans lequel on a
dissous 5 mg d’hypoxanthine (0,02mg/ml) et 1,254llmlimax (5mg/ml). Pour stériliser, nous
filtrions la solution sur un tamis de 0;28. Les milieux préparés étaient conservés a +4%C.
RPMI était fourni par la firme INVITROGEN® (Grandland, USA) et contenait déja de la L-
glutamine et 25mM d’'HEPES.

12.3.4- Mise en suspension de l'isolat parasitaire (HO) :

Pour la mise en ceuvre du test de quiesceaseisblats parasitaires lavés étaient mis en
suspension dans le milieu de culture puis distgbsidr une plaque de culture cellulaire de 24
puits de marque FALCON® (Franklin Lakes, USA). Ndrgtions 3 isolats par plague a raison
de 8 puits par isolat. Dans chaque puits étaitildigt 1 ml de la suspension a 4% d’hématocrite.
Apres la distribution des suspensions dans les,daiplaque était mise dans I'incubateur a + 37°
C en attendant d’étre utilisée pour la suite desafpns.

12.3.5- Préparation de la gamme de solutions d’artémisinin¢H0) :

Nous préparions dans des tubes secs et stdakesolutions intermédiaires d’artémisinine de
200nM, 100nM, 20nM et 2nM dans le RPMI a 0.05% dd3D. Pour ce faire, une solution
meére de 17,7mM (5mg/ml) dans le DMSO était d’abpréparée. Celle-ci permettait d’obtenir
les 4 concentrations apres 16 gestes de dilutio® étapes avec le DMSO et le RPMI comme
solvants. Les tubes contenant les solutions intdiairés d’artémisinine dans le DMSO étaient
conservés a +4° C et utilisés durant 3 a 7 jouas.cBntre, les solutions dans le RPMI a 0,05%
de DMSO étaient préparees extemporanément.

L’artémisinine poudre a 98% de pureté que ndilisions était fournie par la firme SIGMA-
ALDRICH® (St-Louis, USA).

12.3.6- Dépdt des solutions d’artémisinine sur la plaque (B) :

Aprés la préparation des solutions d’arténms&in la plaque contenant les suspensions
d’isolats était retirée de l'incubateur. Pour chedgolat, nous ajoutions 1 ml de chacune des 4
solutions d’artémisinine dans des puits correspotsdde la plaque selon un plan de plaque
préétabli (cf. annexe 6).

Une solution témoin de DMSO a ~ 0,1%l(8e DMSO + 4ml de RPMI) était préparée. Un
millilitre de cette solution était transféré dans puits témoin DMSO 0,05% au niveau de la
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plaque (cf. annexe 6). En plus, 1ml de RPMI étjaitit® dans trois autres puits qui servaient de
deuxieme témoin (témoin RPMI) et de secours (chear 6). Au terme, nous obtenions pour
chaque isolat:
- 4 puits de 2ml de volume a 2% d’hématocrite ; 2d@sérum humain AB et contenant
successivement 100nM ; 50nM ; 10nM et 1nM d’artémme ;
- 1 puits témoin DMSO ~0,05% de 2ml de volume a 2%€diatocrite et 2,5% de sérum
humain AB.
- 2 puits témoins RPMI et un puits secours de 2mlaleme a 2% d’hématocrite et 2,5%
de sérum humain AB.
A la fin de ces opérations, la plaque étaisendans la cloche a bougie et placée dans
l'incubateur & 37° C pour 48 heures d’incubation.

12.3.7- Arrét de I'action de l'artémisinine et remise en clture (H48):

Apres environ 48 heures d’exposition a l'atignine (J2), les contenus des puits de la plaque
étaient transférés dans des tubes stériles parteatiun le numéro du puits correspondant. Ces
tubes étaient centrifugés pour éliminer le milidwes culots étaient lavés une fois par
centrifugation avec du RPMI. Les puits étaientlégent lavés deux fois par pipetage avec de
I'eau stérile préchauffée a 37° C. Chaque culat sgenis en suspension dans 2ml d’'un nouveau
milieu de culture puis transféré dans le puitsegpondant. Tous les puits contenaient cette fois-
ci 5% de sérum humain AB et aucun ne renfermaltad&misinine. Seul le puits secours n’était
pas touché pendant cette étape. La plaque étaitégldans la cloche a bougie et remise dans
l'incubateur & 37°C pour 36 heures d’incubation.

12.3.8- Observation des parasites (H84 et H132) :

A la fin des 36 heures d’incubation (H84), squélevions 75 du contenu de chaque puits
pour réaliser des frottis minces. Pour chaque p8ifsottis étaient réalisés dont le premier était
coloré au Giemsa, le deuxiéeme a I'acridine orangée droisieme conservé pour servir a la
confirmation par le Service de Parasitologie-Mygodu CHU de Rangueil a Toulouse. Apres
cette étape, la plaque était replacée dans la e€lachougie et remis dans l'incubateur a 37°C
pour 48 heures. Au bout de cette période (H132,fddtis minces étaient également réalisés
comme précédemment. Les frottis au Giemsa étalm#rees au microscope optique a l'objectif
x 100 en immersion. Cela permettait de noter ladest d’évolution des parasites observés et
d’évaluer les densités parasitaires. Les frotlia@idine orange étaient observés au microscope
a fluorescence U.V aux objectifs x 40 puis x 100iramersion. Ces frottis étaient destinés a
I'observation facile des parasites.

Pour différencier les trois stades parasitairies), trophozoite et schizonte) qui peuvent étre
souvent confondus a certains niveaux du cycle gogitaire deP. falciparum les descriptions
suivantes étaient considérées :

- Les rings sont sous forme de petits anneaux avexytoplasme réduit et un noyau bien

visible a l'intérieur d’'une hématie dont le cytogtae est tres bien visible.
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- Les trophozoites ont un cytoplasme dense, unke falilis grande avec une forme en
anneau pas trés nette ou totalement disparuetdplagme de I'hématie est réduit mais
encore bien visible.

- Les schizontes ont une taille trées développéecytoplasme d’aspect syncytial trés
dense (plusieurs noyaux donnant les mérozoites)ttglasme de I’hématie est presque
absent.

L’ensemble des opérations du test de quiescétait effectué sous la hotte afin d’éviter la

contamination des cultures. Les puits secours rétadestinés éventuellement a la culture
continue des parasites révélés quiescents.

14- Variables étudiées :

13.1- Variables principales:

- Tolérance des parasites a I'artémisinine:

La tolérance est basée sur 5 facteurs eslsegtiesont : la capacité intrinséque de survie des
isolats, la concentration d’'artémisinine d’expasitila durée d’exposition, la densité parasitaire
initiale pré-test et le temps d’incubation aprépasition. Elle est exprimée par les taux des
isolats qui survivaient aux différentes concentradi d’artémisinine dans les conditions
expérimentales définies. La survie est constatéel' plaservation de parasites vivants sur le
frottis.

En effet, cela a permis de quantifier lesatghts phénotypes parasitaires qui survivaient aux
heures 36 et 84 apres 48 heures d’exposition g 1AM, 50nM et 100nM d’artémisinine. Ces
mémes pourcentages ont été déterminés pour les tpaibins afin de faire la différence entre
I'action de I'artémisinine et I'effet du solvant om échec de culture.

- Différence de stades parasitaires :

C’est un parametre qui permet d'étudier Ileémmene de quiescence chez les isolats
parasitaires tolérants a l'artémisinine. Pour deefdes stades parasitaires retrouvés dans les
puits exposés a l'artémisinine étaient comparésux des puits témoins. La différence obtenue
avait pour but de témoigner le déphasage signiffieatre les cycles érythrocytaires des parasites
exposes a l'artémisinine et des non-exposes.

13.2. Variables secondaires

- Taux d’échecs et d’efficacité thérapeutiques:

Ce sont les taux des différentes catégoriegpense aux traitements au cours de I'essai
vivo. Ces taux étaient exprimés avant et aprés casreatioléculaire par PCR. L'OMS donne
une classification de ces réponses en plusieuégaaes (cf. chapitre généralités section 4.1). Il
s’agit de :

* I'échec thérapeutique précoce ;

» I'échec clinique tardif ;

» I'échec parasitologique tardif et

» laréponse clinique et parasitologique adéquate
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Ces cas d’échec étaient comparés aux résdidestolérance des isolats parasitaires prélevés
chez les patients qui les présentaient. Cette craigom était faite pour obtenir des arguments en
faveur de I'évidence d’'une baisse de sensibilite dlciparuma I'artémisinine.

- Portage gamétocytaire au cours du traitement :

Il s’agit de la présence des gameétocytemiammdule traitement des patients avec les
combinaisons AL et AS/SP. Ce facteur nous pernmetté@iudier d'une part, la transmission des
phénotypes parasitaires qui tolérent les fortes@atnations d’artémisinine de notre étude (50 et
100nM) et d’autre part I'efficacité des deux conaigons par rapport au portage gamétocytaire.
Ce parametre s’exprimait par les proportions desdeagamétocytémies aux différents jours de
suivi des sujets dans I'étude

- Taux d'anémie :

Il s’agit des proportions de sujets anémiés murs 0, 14 et 28 dans les deux bras de
traitement de notre étude. Pour chaque bras dertrant, les proportions de sujets anémiés
étaient ensuite comparées avant (& JO) et apres (auiJ28) pour décrire la correction de
'anémie par chaque médicament. En plus, ces ptiopsrétaient particulierement exprimées
chez les sujets dont les isolats des tests decguies ont été préleves. Cela nous permettait de
comparer la présence de l'anémie a la tolérance pdeasites aux fortes concentrations
d’artémisinine du test de quiescence de notre étude

- Densité parasitaire :

C’est le rapport entre le nombre de globutegyes parasités sur le nombre total de globules
rouges exprimé en pourcentage. Ce parametre noogepait d'étudier I'effet d'inoculum par
rapport aux résultats obtenus.

13.3- Gestion et analyse des données

Les donnéem vitro étaient portées dans un cahier de paillasse pisges sur SPSS version
12.0 (SPSS, Chicago, IL). Les données de l'ess&ivo etaient enregistrées dans des cahiers
d’observation et saisies également sur SPSS vet&8idn Ces données ont été ensuite transférées
sur le Microsoft Excel (Microsoft Corporation, Wasgton) pour l'analyse. Les variables
comparées étaient des variables qualitatives. ldoass utilisé le test exact de Fisher pour les
comparaisons a cause de la petite taille des #felds cas. Un risque= 0,05 a été adopté. La
valeur de p > 0,05 était considérée comme seudligigficativité. Le test chi 2 de McNemar a
ete utilisé pour étudier la correction de 'anémiecomparant les proportions des sujets anémiés
avant et apres suivi par bras de traitement.
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VI- Reésultats :

1. Résultats de I'essai in vivo :

Lenombre total de sujets inclus s’éléve a 182. Lmlme de sujets entierement suivis selon
le protocole de I'étude était de 172 (94 a Koll&@ta Sotuba) soit 5,49% de perdu de vue. Les
deux combinaisons de notre étude (AL et AS/SP)eottainé chacune une clairance parasitaire
totale au bout de 48 heures apres le début denraitt

Tableau VI: Caractéristiques démographiques et biologiques desujets enrblés

Caractéristiques AL AS/SP i)
Age (année)
Moyennezécart-type 11,51+9,08 ,A4#8,41  10,95+8,72
Maximum - minimum 0,92 — 48 08-43 0,92 — 48
Catégories d'age
<5ans 38 (20,99%)
>5ans 143 (79,01)
Sexe
Féminin (%) 47,06 (40) 54,64 (53) 51,10 (93)
Masculin (%) 52,94 (45) 45,36 (44) 48,90 (89)
Taux d’'anémiés (%)
JO 36,14 (30) 39,58 (38) 97 (68) p-value=0,647
J14 43,8b) 46,81 (44) 45,14 (79)gue=0,651
J28 1,82 (17) 31,18 (29) 26(48) p-value=0,170

Ce tableau montre que la moyenne d’age desssuagclus dans notre étude était de 10,95 ans.
Les enfants de moins de 5 ans représentaient 20]99%exe féminin prédominait avec 51,10%.
Le taux d’anémiés a J28 était comparable dansdes dras de traitement (p-value=0,170) avec
une prédominance chez les sujets qui recevaieS{8R (31,18%).

3.1. Classification des réponses thérapeutiques

Tableau VII : Classification des réponses thérapeutiques par#s de traitement avant correction moléculaire

AL AS/SP Total
EPT 4 (5,00) 3(3,26) 7 (4,07)
ECT 0 (0,00) 1(1.09) 1 (0,58)
RCPA 76%(090) 88 (95,65) 164 (95,35)
Total : 80 92 172

Test exact de Fisher: p-value = 0,843.
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Nous n’avons pas enregistré d’échec théragaitivec la combinaison AL avant le jour 28.
En outre, aucun cas d’échec n’a été enregistrét &gour 21 quelque soit le bras de traitement.
Les taux d’efficacité des combinaisons AL et AS&dfent respectivement 95% 1C95% [87,69 —
98,62] et 95,65% IC95% [89,24 — 98,80] selon I'sgmaper protocol En appliquant le test exact
de Fischer, on constate que les deux traitementsnanefficacité comparable (p-value>0,05).

Tableau VIII : Classification des réponses thérapeutiques par bs de traitement aprés correction moléculaire

AL AS/SP Total
EPT 1(1,25) 0 (0,00) 1(0,58)
RCPA (®8,75) 92 (100,00) 171 (99,42)
Total ; 80 92 172

Test exact de Fischer: p-value =0,465

Apres la correction moléculaire, nous n’avohservé qu’un seul cas d’échec parasitologique
tardif avec la combinaison AL. Le taux d’efficacitait de 98,75% pour le bras AL C195%
[93,23 — 99,97] et 100% pour le bras AS/SP selamdlyseper protocol L'efficacité des deux
combinaisons est resté comparable aprés la camettbdléculaire (p-value>0,05).

Tableau IX: Répartition de la gamétocytémie par bras de traitment a JO et a J14

Gamétocytémie a JO Garnéytémie a J14

AL AS/SP Total AL AS/SP Total
Gamétocyte négatif 81(95,29%) 90(7,3%) 171(93,96) 81188p) 90 (96,77%) 171(97,71%)
Gameétocyte positif  4(4,71%) 7(7,22%) 11(6,04%) 1PRR%) 3(3,23%) 4 (2,29%)
Total 85 (9B%) 182 82 93 175

Test exact de Fisher: p-value (JO)= 0,546 et pev@li4)= 0,624.

Les proportions de porteurs de gamétocytedbrza de traitement étaient comparables avant
le début du traitement (JO, p-value>0,05). Cettmparabilité est demeurée constante pendant
tout le suivi comme par exemple a J14 ou p-valu@s:0,

1.2. Correction de I'anémie :

Tableau X: Correction de I'anémie par la combinaison AL

Situation d’anémiea JO Situation d’anémie a J28

Anémiés Non anémiés Total
Anémiés 12 17 29
Non anémiés 4 45 94
Total 16 62 78

Test chi 2 de McNemar : chi2 de McNemar = 8,05>2G#0,0046. P-value : 0,0072.
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Les calculs effectués sur ce tableau mongyeaetla combinaison AL entrainait une correction
significative de 'anémie entre le début et ladinsuivi (p-value=0,0072).

Tableau XI: Correction de I'anémie par la combinaison AS/SP

Situation d’anémiea JO Situation d’anémie a J28

Anémiés Non anémiés Total
Anémiés 20 16 36
Non anémiés 9 47 65
Total 29 63 92

Test chi 2 de McNemar : chi2 de McNemar = 1,96>2G#0,1615. P-value : 0,2295.

Le résultat des calculs effectués sur ce éabhaontre que la combinaison AS/SP n’entrainait
pas de correction significative de 'anémie engreébut et la fin du suivi dans notre étude (p-
value>0,05).

2- Tolérance des parasites a I'artémisinine:

2.1- Taux de tolérance des isolats aux différentes conteations
d’artémisinine :

Tableau XII: Classification des isolats étudiés dans le test¢ djuiescence en fonction des critéres d’inclusion

Site d'étude Critéres d'inclusion des isolats du test de quiesoee
A JO de I'essain vivo*  Aprés échec thérapeutique Total
Kollé 20 5 25
Sotuba 19 2 21
Total 39 7 46

* Parasitémie comprise entre 22500 - 90 0Qd/

Au total, 46 isolats ont été inclus dans & the quiescence 7 ont été prélevés
systématiquement des sujets qui présentaient lkexgthérapeutiques (voir tableaul?2). Les
autres 39 isolats provenaient des sujets qui avdenparasitémies comprises e22600 - 90
0004 au jour de l'inclusion a l'inclusion.

En traitant ces 46 isolats, nous avons remé@itisieurs cas de contaminations bactériennes

sur les plaques au cours du test de quiescendableaul3 donne la situation de ces
contaminations.
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Tableau XIII: Proportions des cas de contaminations bactériennégs puits sur les plaques a H84 et 132

Temps de Contaminations des différentajis sur les plaques* n/N (%)
culture

1nM ART 10nM ART 50nM ART 100nM ART DMSO RPMI
Contaminés/Total 4/46 4/46 5/46 2/46 1/46 1/46
aHg4 (8,70%) (8,70%) (10,87%) (4,35%) (2,17%) (247
contaminés/Total 8/46 7146 14/46 4/46 4/46  7/46
aH132 (17,39%) (15,22) (30,43%) (8,70%) (8,70%) (15,22%

* Nombre total de plaques concernées par la contamétion = 14, soit 30,43%.

Les résultats du tableau ci-dessous ont é@nab en écartant tous les cas de contaminations
bactériennes de puits ou souvent de plagues enteservés au cours du test de quiescence.

Tableau XIV: Taux de tolérance a chacune des concentrations diémisinine, aux témoins DMSO et RPMI a
H84 et H132

Tempsde 1nM ART 10nM ART 50nM ART 100M ART DMSO RPMI
culture

Survécu/Total 100%  88,10%  29,27% 9,09% 100%  100%
H84 (42/42)  (37/42)  (12/41) (4/44) (45/45)  (45/45)
Survécu/Total 100%  89,74%  37,5% 14,29% 100%  100%
H132 (38/38) (35/39)  (12/32) (6/42) (42/42)  (39/39)

Ce tableau nous montre que tous les isoldtswomécu a 1nM d’artémisinine et plus de 88%
ont survécu a 10nM. Sur I'ensemble des culturessiés, 12 isolats ont survécu a la
concentration de 50nM d'artémisinine. Au bout dunpe d’incubation a H84 suite a
I'élimination de la pression de I'artémisinine, soavons observé des parasites vivants a 100nM
d’artémisinine chez 4/44 des isolats. Lorsque raMams prolongé lincubation & H132, 6 isolats
survivants sur 42 exposés a 100nM d’artémisinirteethobservés.

2.2- Répartition de la tolérance parasitaire a I'artémisnine par site:

Les isolats parasitaires qui survivaient auxcemtrations d’artémisinine de 50 et 100nM dans
le test de quiescence provenaient de tous les siées étudiés dans notre étude. Nous avons
classé par site ces phénotypes de tolérance alB@eM d'artémisinine. lls étaient plus élevés a
Kollé qu'a Sotuba. Le risque relatif a été calcudtd’intervalle de confiance déterminée pour
savoir s'il y a une liaison entre la présence deptenotypes et le site de kollé.

68



Tableau XV : Distribution par site des résultats de toléranceé 50 d’artémisinine.

50nM ART positif 50nM ART négatif Total
Kollé 8 16 24
Sotuba 4 18 22
Total 12 34 46

Risque relatif, RR=1,83. 1C95% RR [0,64 — 5,25],

L’analyse de ce tableau montre que le risquswvenue de la tolérance parasitaire a 50nM
d’artémisinine est 1,83 fois plus élevé chez lefats de Kollé. Avec un IC95% de [0,64 — 5,25],
nous trouvons qu'il N’y a pas de liaison entre féspnce des phénotypes parasitaires tolérants a
50nM d’artémisinine et le site de Kollé.

Tableau XVI : Distribution par site des résultats de tolérance& 100nM d’artémisinine.

100nM ART positif 100nM ART négatif Total
Kolle 4 20 24
Sotuba 2 20 22
Total 6 40 46

Risque relatif, RR=1,83. IC95% RR [0,37 — 9,04].

Apres I'analyse de ce tableau, nous trouvons qusdee de survenue de la tolérance parasitaire
a 100nM d’artémisinine est également 1,83 fois plegé chez les isolats de Kollé. Avec un
IC95% de [0,37 — 9,04], nous trouvons qu'il n’pas de liaison entre la présence des
phénotypes parasitaires tolérants a 50nM d’artémisiet le site de Kollé.

2.3- Phénotypage des isolats en fonction de la toléranad’artémisinine :

A la fin des tests de quiescence, 41 isolatsvgient étre exploités pour la description des
phénotypes. Nous avons mis en évidence une hét&ibgeles isolats par rapport a leur
sensibilité a I'artémisinine. Quatre catégoriepdénotypes ont été identifiées.
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Figurel2 : Classification des phénotypes parasitads selon leur tolérance a I'artémisinine
Test exact de Fisher: 10nM vs 50nM (ou 100nM), je@a 0,00007
10nM vs 1nM, alye = 0,00002.

Cette figure nous donne les 4 catégories dengtijpes parasitaires selon la tolérance
spécifique pour chacune des concentrations d’asiéime utilisées dans notre test. Les isolats
dont les limites de tolérance sont comprises damtervalle [10 — 50nM[ d’artémisinine étaient
les plus nombreux avec 58,54%. Les limites de aolée dans l'intervalle [50 - 100nM] et celles
supérieures ou égales a 100nM comprenaient la rpéopertion d’isolats, soit 14,64%.

2.4- Parametres de phénotypage des isolats parasitairegérants a 50 et

100nM d’artémisinine :

Les parametres pratiques qui ont permis decgéhner les parasites tolérants a 50 et 100nM
d’artémisinine sont présentés dans le tableaul7tebgps moyen d’exposition des isolats
parasitaires a 50 et 100nM d’artémisinine étaidde’2 heures 1IC95% [46,74 — 48,70]. Quant
aux temps d’'incubation aprés I'élimination de lagsion de I'artémisinine, les moyennes étaient
de 45,29 heures IC95% [43,42 — 47,16] a I'heureei845,73 heures 1C95% [47,71 — 43,75] a
'heure 132.
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Tableau XVII : Valeurs des paramétres de phénotypage des is@atyant survécu a 50 et 100nM
d'artémisinine

No Isolat Temps d’exposition DP initiale DR H84 Temps DP aH132 Temps
a l’ART (heure) (%) (%) d’incubation % d’incubation
a#Htheure) a H132 (he)r
50nM 100nM 50nM  100nM
smt022 51,58 ND 1 1,4 48 3 32, 43
smt041 50 0,1 0,4 ND 49 0,1 ND 42
smt001 46,50 1 1,2 0,6 48,50 0,2 1 42
kmt003 47,33 1,2 1 0 4750 0,6 0,1 42
kmt004 47,67 2 15 0 47 1,7 0,1 42
kmt005 47 1 3 0 42 5,2 0 48
kmt007 48 32 0,3 0 40 0,2 0 48
smt049 47 3 0,5 2 4750 1 1,7 44
kmt049 48,58 1,3 2 0 39,75 6 0 50,25
kmt073 45,50 1,2 0,5 0 43 0,3 0 48,50
smt078 45,50 1,2 0,9 0 46,50 1,9 0 50,50
kmt099 48 6,4 4,7 1,2 4475 1,2 1,8 48,50
Moyennes  47,7#2,96 14 1,4+0.7 0,4+0,4 45,29+3,74 1,8+126+0,5 45,73+3,96

ND : non déterminé

Les densités parasitaires initiales ou préétsent comprises entre 1% et 2.3% a I'exception
de lisolat smt041 avec 0.1% et de l'isolat kmt@8@c 6,4%.
Malgré une faible densité parasitaire initiale (DB¢ 0,1% nous avons observé des parasites
vivants aprés 50 heures d’exposition a 50nM d’aid#rime.

3- Tolérance parasitaire et échecs thérapeutiques :

3.1.Tolérance des isolats parasitaires provenant des fents ayant présente
I'échecin vivo:

Parmi les patients qui ont présenté les écloessle I'essain vivo, deux ont été inclus deux
fois dans le test de quiescence, notamment au ntooen’inclusion a l'essai et apres
I'apparition de I'échec thérapeutique. Un seul d&thecin vivo n’a pas été inclus dans le test
de quiescence.
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Tableau XVIII : Profil de la tolérance des isolats prélevés desitients ayant présenté I'échec thérapeutique

No Isolat Densité parasitaire Temps 10nMRT 50nM ART 100nM ART

initiale (%) d’incubtion
smt004* 1,2 H84 + - -
H132 + - -
smt004 1,4 H84 + - -
H132 + - -
kmt004* 2 H84 + + +
H132 + - -
kmt004 0,3 H84 - - -
H132 - - -
kmt012 H8 - - -
H132 - - -
smt025 0,1 H84 - - -
H132 + - -
kmt014 3,5 H84 + - -
H132 + - -
Kmt018 0,3 H84 + - -
H132 + - -
kmt028 0,19 H84 - - -
H132 - - -

* [solat prélevé a JO avant échec.

Ce tableau montre qu’aucun isolat, apres éah&ssaiin vivo, n'a survécu a 50 et 100nM
d’artémisinine. Un isolat provenant d’un patienaiésurvécu a 50 et 100nM d’artémisinine a JO
mais aprés I'échec thérapeutiguésolat prélevé du méme patient n'a pas survécgea
concentrations de la drogue. Il faut aussi noter lgudensité parasitaire de ce deuxiéme isolat
était tres faible et il n’avait pas survécu méni®aM d’artémisinine.

Par ailleurs, aucun des isolats inclus dans le destjuiescence n’'a été associé au portage
gameétocytaire

4- Tolérance parasitaire et correction de 'anémie :

Les proportions des sujets anémiés (taux d’lgbvbme <11g/dl) étaient comparables pendant
tout le suivi dans les deux bras de traitementaleerétude. Pour mesurer la correction de
I'anémie obtenue avec chaque traitement, nous asamgaré les proportions des sujets anémiés
avant (JO) et aprés (J28) suivi en appliquantdediei 2 de McNemar.
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Tableau XIX : Répartition des cas d’anémie a J28 par toléranca 50 et 100nM d’ART des isolats du test de
quiescence

Tolérn Non tolérants iz 1]
Non Anémiés 9 28 37
Anémiés 3 6 9
Total 12 34 46

Test exact de Fisher : p-value= 0,6777.

En appliquant le test exact de Fisher suabkeau, nous constatons qu'il n’y a pas de liaison
entre la tolérance parasitaire a 50 et 100nM d’ARTcours du test de quiescence et la présence
de I'anémie chez les sujets a la fin du suivi @)J2

5- Différence de stades parasitaires :
Les isolats considérés dans cette analyse st qui survivaient a 50nM et 100nM
d’artémisinine.

5.1- Stades parasitaires retrouvés dans les puits témaret dans les puits de

50nM et100nM d'artémisinine:
Pour I'ensemble des isolats qui survivaieriGdet 100nM d’artémisinine, tous les stades
erythrocytaires du parasite étaient observes adigdH132.

Tableau XX : Différentes stades parasitaires rencontrés danes puits 50 et 100nM d’artémisinine et puits
témoins DMSO classées par ordre croissant

No Isolat 50nM ART 1061 ART Témoin DMSO TémaiRPMI

H84 J132 H84 H132 H84 H132 H84 H132
smt022 2 1-2 2-3 1-2-3 2-1 1-2 2 2-1
smt041 3 2 0 0 3-1-2 2-1-4-3 3-1-2 2-1-3
kmt001 2-3-4 3-4 3-2-1  2-1-3 2-3-1-4  4-1-2 2-3-1-4 1-2-4
kmt003 4-2-1-3 1-4 1 1 3-4-2-1 21- 3-2-4-1 1-2-4
kmt004 2-3-1-4  2-1-3 0 2 2-3-4 n»2 2-3-1-4 1-2-3-4
kmt005 1 1-2-3 0 0 3-1 1-3 3-1-2-4  3-1-2-4
kmt007 2 1 0 0 3 2 3-1 2
smt049 1-2 1 1-2 1-2-3 1-2 3-1-2 1-3 3
kmt049 1-3-2 1-2-3 0 0 3-1 5-2 3-1 5
kmt073 1-4-3 3-2 0 0 1-3 1-3-2 1-3 1-3
smt078 1-3 3-1 0 0 1-3 1-3 3-1 1-3
kmt099 3-2-1 23 2-3 2-1 1-3-2 32 1-3-2 1-2-4

1=ring ; 2= trophozoite ; 3= schizonte ; 4= gamétyte ; 5= mérozoite.

Ce tableau montre que pour la plupart desatsplplusieurs stades parasitaires étaient
observés a la fois dans un méme puits (traité owitd. Ce manque de synchronie des cycles
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parasitaires rend difficile de maniére généraledaparaison entre puits traités a I'artémisinine
et puits témoins. Toutefois, la présence simultaselusieurs stades parasitaires est moins
accentuée dans les puits traités a 50 et 100nNEdsinine que les autres puits.

5.2- Comparaison des stades parasitaires observes

Nous avons calculé la fréquence de chaquee gtadasitaire (ring, trophozoite, schizonte,
gamétocyte et mérozoite) pour les puits a 50 enl0dartémisinine et les puits témoins DMSO
aux heures 84 et 132 du test de quiescence.
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Figurel3 : Comparaison des stades parasitaires obgées a H84.

Sur cette figure, nous constatons a H84 qustdde de trophozoite était de 80% a 100nM
d’artémisinine ; 66,67% a 50nM et 58,33% au téntlSO. En utilisant le test exact de Fisher,
nous n’avons pas trouvé que ces différences étsiatistiquement significatives (p>0,05).

90 -
80 A
70 A

60 -

50 | —e—50nMd'ART
—=— 100nM d'ART

40 4 —a— Temoin DMSO

Frequence

30 A

20

10

Ring Trophozoite  Schizonte Gametocyte  Merozoite

Forme parasitaire

74



Figurel4 : Comparaison des stades parasitaires obsés a H132.

Cette figure nous montre a H132 un effet alsgome tres élevé de la culture deslats
rendant difficile la comparaison des fréquencestddes parasitaires observés. Toutefois, nous
remarquons que c’est le stade de ring qui domirg®rEM (66,67%), les stades de ring et
trophozoite a 100nM d’'artémisinine (83,33%) tandige c’est spécifiquement le stade de
trophozoite qui prédomine pour le témoin DMSO (8%63. Le test exact de Fisher ne nous a pas
permis de trouver une différence statistiquemetreeses fréequences (p>0,05).

Par ailleurs, nous avons constitué une pojpulagtatistique avec le stade majoritaire de
chaque puits sans tenir compte des stades de gaytgetet mérozoite. A partir de cette
population nous avons déterming, a H84 et a HEZfrequences des stades parasitaires pour
les puits a 50nM et 100nM d’artémisinine et témoMSO.
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—a— 100nM
—a— DMSO
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Ring Trophozoite Schizonte

Forme parasitaire

Figurel5 : Comparaison des stades parasitaires majtaires a H84.

En effet, sur cette figure, nous constatoR84 que les stades de ring et trophozoite étaient
de 41,67% a 50nM, 40% a 100nM d’artémisinine gheegvement de 33,33% et 25% au témoin
DMSO. Nous n'avons pas trouve de différences sigtisment significatives (test exact de
Fisher, p>0,05) mais nous constatons que les esutbé 50nM et 100nM d’artémisinine sont
trés proches et présentent la méme allure.
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Figurel6 : Comparaison des stades parasitaires majtaires a H132.

A J6, malgré I'effet asynchrone, nous constatsur cette figure que le stade de trophozoite
apparait nettement plus fréquent & 100nM d’artéinis (50%) qu’aux autres puits (25%).

Pour déterminer s’il y a une liaison entreslarvenue d'un stade parasitaire donné et
I'exposition aux concentrations d’artémisinine @eeb 100nM, nous avons utilisé le test exact de
Fisher. Les tableaux de contingence ci-dessous (Vableaux21 a 32) nous ont permis
d’effectuer le test pour chaque stade parasitaixehaures 84 et 132.

Tableau XXI : Résultats de survenue a H84 du stade de ring aniveau des puits a 100nM d’ART et témoins

Ring positif Ring négatif Total

100nM ART 3 2 5
Témoin DMSO 10 2 12
Total 13 4 17

Test exact de Fisher, p-value: 0,537

p-value > 0,05 ; nous n'avons pas trouvéalsdn entre la survenue du stade de ring et
I'exposition des parasites a 100nM d’ART a H84.
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Tableau XXII_: Résultats de survenue a H132 du stade de ring aiveau des puits a 100nM d’ART et témoins

Ring positif Ring négatif Total

100nM ART 5 1 6
Témoin DMSO 9 3 12
Total 14 4 18

Test exact de Fisher, p-value: 1

p-value > 0,05 ; nous n'avons pas trouvéalsdn entre la survenue du stade de ring et
I'exposition des parasites a 100nM d’ART a H132.

Tableau XXIII : Résultats de survenue a H84 du stade de trophds® au niveau des puits a 100nM d’ART et
témoins

Trophozoite positif  Trophozoite négatif Total
100nM ART 4 1 5
Témoin DMSO 7 5 12
Total 11 6 17

Test exact de Fisher, p-value: 0.6.

p-value > 0,05 ; nous n'avons pas trouvéaledn entre la survenue du stade de trophozoite
et I'exposition des parasites a 100nM d’ART a H84.

Tableau XXIV : Résultats de survenue a H132 du stade de trophaife au niveau des puits a 100nM d’ART et
témoins

Trophozoite positif Trophozoite négatif Total
100nM ART 5 1 6
Témoin DMSO 10 2 12
Total 15 3 18

Test exact de Fisher, p-value: 1.

p-value > 0,05 ; nous n'avons pas trouvéalsdn entre la survenue du stade de trophozoite
et I'exposition des parasites a 100nM d’ART a H132.
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Tableau XXV : Résultats de survenue a H84 du stade de schizerdu niveau des puits a 100nM d’ART et
témoins

Schizonte positif Schizonte négatif Total
100nM ART 3 2 5
Témoin DMSO 10 2 12
Total 13 4 17

Test exact de Fisher, p-value: 0.537.

p-value > 0,05 ; nous n’avons pas trouvdalsdn entre la survenue du stade de schizonte et
I'exposition des parasites a 100nM d’ART a H84.

Tableau XXVI : Résultats de survenue a H132 du stade de schitemu niveau des puits a 100nM d’ART et
témoins

Schizonte positif  Schizonte négatif Total
100nM ART 3 3 6
Témoin DMSO 7 5 12
Total 10 8 18

Test exact de Fisher, p-value: 0,344.

p-value > 0,05 ; nous n'avons pas trouvéaledn entre la survenue du stade de schizonte et
I'exposition des parasites a 100nM d’ART a H132.

Tableau XXVII : Résultats de survenue a H84 du stade de ring aiveau des puits a 50nM d’ART et témoins

Ring positif Ring négatif Total

50nM ART 8 4 12
Témoin DMSO 10 2 12
Total 18 6 24

Test exact de Fisher, p-value: 0.640.

p-value > 0,05 ; nous n'avons pas trouvéalsdn entre la survenue du stade de ring et
I'exposition des parasites a 50nM d’ART a H84.

78



Tableau XXVIII_: Résultats de survenue a H132 du stade de ring aiveau des puits a 50nM d’ART et
témoins

Ring positif Ring négatif Total

50nM ART 8 4 12
Témoin DMSO 9 3 12
Total 17 7 24

Test exact de Fisher , p-value: 1.

p-value > 0,05 ; nous n'avons pas trouvéalsdn entre la survenue du stade de ring et
I'exposition des parasites a 50nM d’ART a H132.

Tableau XXIX : Résultats de survenue a H84 du stade de trophdse au niveau des puits a 50nM d'ART et
témoins

Trophozoite positif  Trophozoite négatif Total
50nM ART 8 4 12
Témoin DMSO 7 5 12
Total 15 9 24

Test exact de Fisher , p-value: 1.

p-value > 0,05 ; nous n'avons pas trouvdalsdn entre la survenue du stade de trophozoite
et I'exposition des parasites a 50nM d’ART a H84.

Tableau XXX : Résultats de survenue a H132 du stade de trophaize au niveau des puits a 50nM d’ART et
témoins

Trophozoite positif  Trophozoite négatif Total
50nM ART 7 5 12
Témoin DMSO 10 2 12
Total 17 7 24

Test exact de Fisher, p-value: 0.371.

p-value > 0,05 ; nous n'avons pas trouvdalsdn entre la survenue du stade de trophozoite
et I'exposition des parasites a 50nM d’ART a H132.
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Tableau XXXI : Résultats de survenue a H84 du stade de schizenhu niveau des puits a 50nM d’ART et
témoins

Schizonte positif  Schizonte négatif Total
50nM ART 8 4 12
Témoin DMSO 7 5 12
Total 15 9 24

Test exact de Fisher , p-value: 0.640 .

p-value > 0,05 ; nous n'avons pas trouvéalsdn entre la survenue du stade de schizonte et
I'exposition des parasites a 50nM d’ART a H84.

Tableau XXXII : Résultats de survenue a H132 du stade de schiterau niveau des puits a 50nM d’ART et
témoins

Schizonte positif  Schizonte négatif Total
50nM ART 7 5 12
Témoin DMSO 7 5 12
Total 14 10 24

Test exact de Fisher, p-value: 1.

p-value > 0,05 ; nous n'avons trouve de diaisntre la survenue du stade de schizonte et
I'exposition des parasites a 50nM d’ART a H132.

En somme, nous constatons gu’aucun des téslisas n'a permis de montrer une liaison
entre la survenue d’un stade parasitaire donng, (maphozoite et schizonte) a H84 et & H132 et
I'exposition des parasites a 50 et 100nM d’ART mariden moyenne 47,72 heures (p-value>
0,05).
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VII- Discussion :

1. Tolérance parasitaire :

Les résultats de notre étude montrent une hétééitgéde phénotypes de. falciparum par
rapport & la tolérance a l'artémisinine (ART) auliMevec une prédominance des phénotypes
dont la limite de tolérance est comprise entre 50rM d’ART (p-value = 0,00002 et p-value =.
0,00007par rapport aux phénotypes 1 — 50nM > &tOOnM d’ART respectivement). Cette
structure se constate sur I'ensemble des deuxditeses. Ce résultat est basé sur I'observation
positive ou négative de parasites vivants succesmnt aux heures 36 et 84 apres une
exposition de 48 heures a I'ART. En tout, nous avolassé ces phénotypes parasitaires en 4
catégories a savoir : les parasites ayant exclogmésurvécu a 1nM (12,19%), 10nM (58,54%),
50nM (14,63%) et 100nM (14,63%) d’ART. Le test deegcence n’'est pas comparable au test
in vitro classiquede chimiosensibilité basé sur la maturation deizeakes. Le taux de tolérance
des isolats & une concentration donnée n’est papamable a ILl;, dans les tests classiques.
La tolérance est un phénomene qualitatif qui céarse la survie des parasites malgré
'exposition a une concentration donnée d’ART pertdan temps donné. Par contre(lg, est

un parameétre mathématique fixant un seuil de cdraton d’'une drogue qui caractérise
l'inhibition de la croissance des parasites exp@séette drogue. L'augmentation de ce seuil
permet de témoigner une baisse de sensibilité @esipes a la drogue. CependanClig, peut
donner une information sur la survie des parasjteest exploitable dans le test de quiescence.
Dans notre étude, nous n'avons pas pu effectueallpl@ment de tests classiques pour
déterminer |15, des isolats étudiés. Par ailleurs, en 1993, Basce Bras ont obtenu ur@s,
d’ART = 7,67nM avec des isolats chloroquino-résisgign=21) provenant d’Afrique Centrale et
Occidentale [95]. Cette valeur étant proche de 10nbus permet de comprendre la
prédominance des phénotypes tolérant les concemsad’ART dans les limites de 10 — 50nM
dans notre étude.

L'existence de phénotypes tolérants aux fortagcentrations a savoir 50nM (12 cas sur 32
cultures reussies) et & 100nM (6 cas sur 42 cglttgassies) est évocatrice d’une sensibilité
réduite a 'ART. Ces fortes concentrations val@sipectivement 6,5 et 13 foisl&,, des isolats
étudiés par Basco et Le bras en 1993 [95]. Cepénddles sont en deca du niveau de
concentration sérique (~864nM ou 244ng/ml [96])zche patient traité avec I'ART. En 2012,
Tuckeret al.ont montré qu’une souche résistante d’origine Airie qu’ils ont sélectionnée au
laboratoire était capable de tolérer une gamme aheentrations d’ART variant de 283nM
(80ng/ml) jusqu’a 1204nM (340ng/ml) [89]. Apres aveélectionné une souche résistante de
Tanzanie F32 au laboratoire, WitkowsHi al. ont montré en 2010 que cette derniére pouvait
tolérer une concentration d’ART équivalente a 706 la Cls, de la souche parentale (~10nM)
[12]. Dans ces différentes études, des parasit&stds d’aspect normal pouvaient étre observés
48 heures apres l'arrét de I'exposition a I'artémiree.

La densité parasitaire initiale (DPI) ou déngiré-test est un paramétre important qui peut
introduire un biais dans les résultats d’un testitro grace a un effet inoculum. Dans notre test
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qui avait une approche qualitative, nous n’avors gféectué de dilutions pour uniformiser les
DPI. Nous nous sommes fixés un intervalle de DP[0d8% - 5%] a partir duquel les isolats
étaient inclus a JO du suivi des patients. Cepdndes isolats provenant des patients qui
présentaient les échecs thérapeutiques étaiedinsgstiuement inclus quelque soit leur DPI. La
DPI de la plupart des isolats qui ont survécu @5000nM d’ART (9/12) était comprise entre 1
— 3%. Par exception, un isolat qui avait une DP6dé6 a été inclus. Ce denier a survécu a toute
la gamme de concentrations d’ART de notre expéeieRar contre, un autre isolat qui avait une
DPI exceptionnellement trés faible (0,1%) a pu sweva 50nM d’artémisinine. Ces constats
permettent de suspecter un effet inoculum pourdenger cas tandis que le second montre un
profil de tolérance marqué a 'ART. De maniére géale les DPI de notre étude étaient en deca
de celles des tests de quiescence realisés paowsikket al. qui étaient de I'ordre de 5 a 7%
[12].

2. Tolérance parasitaire et échecs thérapeutiques :

Il était difficile d’associer la tolérance rpaitaire & 50 et 100nM d’ART aux échecs
thérapeutiques qui survenaient au cours du traitenes volontaires avec les combinaisons AL
et ASAQ. A I'exception d’'un seul cas, tous les &sldes échecs thérapeutiques ont été inclus
dans le test de quiescence. Aucun d’entre euxur&su aux concentrations d’ART de 50 et
100nM. Un isolat provenant d’un patient avait setvé 50nM et 100nM d’ART mais lorsque ce
dernier présentait un échec thérapeutique, l'isdl&thec prélevé n'a pas toléré a ces mémes
concentrations d’ART. Le fait d’avoir exclusivemedgs échecs tardifs avec des DPI faibles a
limité la correspondance entre écheawivo et tolérance parasitaire aux concentrations étevée
d’ART (50 et 100nM). La plupart des isolats d’éclaaient des DPI faibles et on ne parvenait
pas a observer des parasites survivants méme pav d’'ART. C’est le cas de l'isolat du seul
cas d’échec confirmé apres correction moléculaareRCR.

La molécule étudiée pour le test de quiescdadémisinine) était différente de celles qui
étaient utilisées pour I'essa vivo (combinaisons artéméther + luméfantrine (AL) ¢ésunate
+ sulfadoxine/ pyriméthamine (AS/SP))’efficacité in vivo des deux combinaisons AL et
AS/SP apres correction moléculaire par PCR étaitpawable et s’élevait a plus de 98% dans
notre étude. Ceci est comparable aux résultattalesux de Sagamet al.qui ont obtenu un taux
d’efficacité de plus de 99% pour ces combinaisam2@12[97]. Dans notre étude, les deux
combinaisons ont entrainé une clearance parasitaiede au bout de 48 heures. Ce qui est
également comparable aux résultats de Sagiaia.[98] qui n'ont pas également enregistré
d’échec précoce avec ces deux médicaments. Noie étontre que la combinaison AL corrige
mieux I'anémie que I'AS/SP. L’'artésunate et I'artdhrer possedent une activité vitro plus
élevée que celle de 'ART [99T.outefois, ces deux composés sont considérés caayard le
méme mécanisme d’action que I'ART car ils appart&t a la méme classe chimique. La
souche tolérante a I'ART sélectionnée par Witkowskial. (2010) était aussi tolérante a
lartésunate aux mémes concentrations. La sertsilde P. falciparuma ces molécules se
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présenterait de la méme maniere. Ce sont ces t®mgianous permettaient de comparer la
tolérancein vitro a 'ART aux échecs survenant au cours du traitérdes patients avec les
combinaisons contenant I'artésunate et I'artéméther

Par ailleurs, aucun isolat provenant des eapaitage gamétocytaire au cours du traitement
avec les combinaisons AL et AS/SP n’avait survée&0 &t 100nM d’ART. Ce constat montre
gue les phénotypes parasitaires qui toléraientoldss concentrations d’ART ne pouvaient pas
etre liés a une production particuliére vivo de gamétocytes. Nous n’avons pas pu trouver
également que la tolérance aux concentrations det 3@OnM est associée a la survenue de
'anémie chez les sujets traités avec les comtnaig\L et As/SP apres 28 jours de suivi..

3. Quiescence parasitaire :

Le mécanisme de la tolérance parasitairetseéiad deux phénomenes distincts. Le premier
serait la présence durant I'exposition a I'ART déumnes faible minorité de parasites non affectés
par I'ART et qui se seraient multipliés. Le deuxeserait I'existence de phénotypes parasitaires
capables d’entrer en quiescence durant l'exposittorla drogue et de continuer leur
développement aprées la soustraction de la drogaes Dne analyse récente faite par Cheing
al. en 2012 [14P. falciparumaurait une capacité de quiescence naturelle al’'ARses dérivés.
Les phénotypes de retard de clearance parasi®il®] et ceux de tolérance parasitaire a de tres
fortes concentrations d’ART ou ses dérivés (mémgéiseures aux concentrations sériques
thérapeutiques) [12, 89] ne seraient que des chasge au niveau de leur caractére de
guiescence.

En effet, nous avons comparé les stades pairasiretrouvés dans les puits a 50 et 100nM
d’artémisinine a ceux des puits témoins a 0,05%D8KSO. Cette comparaison était difficile a
établir non seulement a cause du caractere trésla®ne de la cultur@ vitro des plasmodies
indépendamment de l'action de 'ART mais aussiatde la tés faible taille des isolats qui ont
survécu a ces fortes concentrations d’ART. Tousefabus avons observé que le stade de
trophozoite était plus fréquent a 50 et 100nM d’ARTau témoin DMSO 45,29 heures de
temps moyen d’incubation aprés I'élimination deplession de I'ART. Dans les tests de
quiescence réalisés par Witkowskial. (2010)avec la souche tolérante de F32 Tanzargst &
stade de schizonte mature qui était observé 3@&helincubation apres I'élimination de I'action
de 'ART [12]. Par comparaison a cette étude dek@viski et al. (2010), les parasites étaient
observés environ 15 heures de plus dans notre .éGaléemps est nécessaire pour passer du
stade de schizonte mature a celui de trophozoitesi,Aa prédominance du stade de trophozoite
est en accord avec nos attentes, a priori, popligerer le mécanisme de tolérance e
falciparuma I'ART par le phénomene de quiescence tel quetdqear Witkowskiet al.en 2010.
Pour investiguer davantage ce fait, nous avonstite@ésine population statistique avec le stade
parasitaire majoritaire de chaque puits traité &V et 100nM d’ART et des témoins DMSO.
A partir de cette population nous avons calculédguence des stades de ring, trophozoite et
schizonte. Nous avons trouvé qu'a I'heure 84 (4%H2fres d'incubation en moyenne aprés
I'élimination de 'ART) les stades de trophozoitede ring étaient largement les plus fréquents
pour 50nM (41,67%) et 100nM (40%) d’ART tandis deestade de schizonte était nettement le
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plus dominant pour le témoin DMSO (41,67%). En mlascela, I'allure des courbes de 50 et de
100nM d’ART était la méme mais différente de calle témoin (fig.15). Ce résultat montre
I'effet de 'ART sur la cinétique du cycle érythsgaire des isolats de. falciparum.Par ailleurs,

a I'heure 132 (91 heures d’incubation en moyenmésafélimination de I’ART), il était difficile

de reproduire les mémes résultats qu’a I'heureC#da serait di au caractére asynchrone de la
culture qui devenait plus marqué. L'allure de larb® de 50nM d’artémisinine se rapproche de
celle du témoin tandis que celle de 100nM rest®mnpresque invariable. En prenant le temps
de maturation des schizontes dans I'étude de Wgkoet al (2010) [12]comme référencea
H132 nous devrions observer majoritairement ledestale ring et de trophozoite. Nos résultats
sont en accord avec cette hypothése puisque nauns abservé majoritairement les stades de
ring et de trophozoite (50% pour chaque) contré&oO¢e schizonte. L’ensemble de tous ces
constats permet de suspecter le phénoméne de guiesmais qui doit étre confirmé par des
études plus approfondies

Nous avons utilisé le test exact de Fisher mmumparer chaque stade parasitaire entre les
concentrations de 50 ou 100nM d’ART et le témoin 3 Les p-value obtenus (0,344 — 1)
étaient supérieurs a 0,05. Nous n’avons pas, dinsivé de différences significatives des stades
parasitaires entre les puits de 50 ou 100nM d’ARTesix des témoins DMSO. La tres faible
taille des phénotypes parasitaires qui survivaaemtconcentrations d’ART de 50 et 100nM dans
notre étude a beaucoup limité ces comparaisongefagat, les limites de la mise en ceuvre du
protocole de notre test ont influencé ces compamaisSelon le protocole établi, les isolats
devraient étre exposés a I'ART pendant 48 heurés lpnés et remis en culture pour étre
observés successivement aprés 36 et 84 heuresldanragique, le temps d’exposition moyen a
lartémisinine était de 47,72 heures et les parastaient observés en moyenne 45,29 heures et
91,02 heures d’incubation aprés lavage. Cetterdiffége s’explique par la difficulté logistique
d’exécuter certains travaux aux moments précis deks théoriguement mentionnés dans le
protocole.

Toutefois, les résultats obtenus montrentapseisolats, que nous avons conserveés, servent de
bons modeles pour mener des investigations pous€@&fies-ci pourront étre basées sur un
protocole d’étude de quiescence élargi aux analyse$eculaires, a I'adaptation des isolats en
culture continue afin de procéder a des analysidaiees et & une évaluation améliorée de la
chimiosensibilité.
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VIll- Conclusion :

Apres avoir fait une expositian vitro des isolats dé°. falciparum(n=46) a I'action de
artémisinine pendant en moyenne 47,72 heuress agans constaté qu’il y a une hétérogénéite
de phénotypes parasitaires Rlefalciparumpar rapport a la tolérance a I'artémisinine avee u
prédominance des phénotypes dont les limites d@atote sont comprises entre 10 — 50nM
d’ART. Certains de ces isolats sont capables déwarmalgré des concentrations de 50nM et
100nM d’artémisinine. Ces isolats proviennent desez d’endémie palustre au Mali ou les
dérivés de l'artémisinine sont utilisés depuis 20@4cun des isolats parasitaires qui toléraient
les fortes concentrations d’artémisinine n’a pe &ssocié ni a un échec thérapeutique, ni a un
portage gamétocytaire, ni a la présence de I'anémiecours I'essain vivo (n=181) des
combinaisons AL et AS/SP.

L’efficacitéin vivo des combinaisons AL et AS/SP était comparable. &Hl& au dessus de
98% pour les deux médicaments apres correctionaumaliée par PCR. L’AL avait un meilleur
impact sur 'amélioration de 'anémie que 'AS/Skes deux CTA ont entrainé une clearance
parasitaire totale au bout de 48 heures.

L’analyse des stades parasitaires des isglatsurvivaient aux concentrations d’artémisinine
de 50nM et 100nM a suspecté un ralentissement wteclecle érythrocytaire da a l'effet de
'artémisinine. Cependant, le test exact de Fisigenous a pas permis de déterminer une liaison
entre la survenue d’'un stade parasitaire intraésgthaire quelconque et I'exposition des isolats
aux concentrations d’artémisinine de 50 et 100nMs Btudes plus complétes et approfondies
basées sur la mise en évidence de la toléranaésmtance des plasmodies a I'artémisinine et ses
dérivés par le mécanisme de quiescence doiventr&nges sur les populations parasitaires des

sites étudiés.
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IX-

Recommandations

A la fin de ce travail, nous formulons desoramandations suivantes a I'endroit :

des spécialistes des testwitro du Malaria Research and Training Center (MRTC)rpou
améliorer le protocole du test de quiescence dfigitudavantage d’isolats surtout
provenant de diverses localités d’endémie palustrilali.

des partenaires publics et privés de la lutte eoletrpaludisme pour doter le MRTC de
toute la plateforme d’équipements complets qui @angettre non seulement de couvrir
les aspects moléculaire et cellulaire de I'étude g@dénotypes quiescents die
falciparum vis-a-vis de l'artémisinine et ses dérivés maissauke participer a la
surveillance épidémiologique de la sensibilité Be falciparum aux dérivés de

I'artémisinine a travers cette approche de la qeiese.
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Annexe:
Annexel : Formulaire de consentement de participadin a I'étude

Titre du projet: Essaiin vivo de la sensibilité deP. falciparum aux combinaisons
AS/SP et AL en zones sous pression thérapeutique rpales dérivés
d’artémisinine et étude de phénotypes parasitaireset de marqueurs
moléculaires de résistance au Mali

SPONSOI: Lt
Site:
Nom du patient
Prénom 2emePrénom Nom de famille
Numeéro d’ldentification du Participant __ - -- - Age (jour)

Nous vous invitons a participer a une étude dearette initi€ée par la Faculté de Médecine, de
Pharmacie et Odontostomatologie (FMPOS) de I'Usitérdu Mali. Il est important que vous
compreniez plusieurs principes généraux qui s'gpehit a tous ceux qui participent a cette
étude:

Votre participation a cette étude est entieremehdntaire. Toutes les informations recueillies
sur vous resteront strictement confidentielles etseront connues que par les chercheurs
directement impliqués et vous-méme. Les dossialwitiuels complets seront mis dans une
cantine fermée a clé. Les prélevements biologigoeeront un numéro individuel et non le nom
du malade. L’analyse des données sera faite a gartes numéros d’identification.

Vous pouvez décider de mettre fin a votre partitgmaa I'étude a tout moment. Si malgré des
explications vous ne manifestez pas le désir dwtigper, votre décision sera respectée par
I'équipe et vous ne serez pas inclus dans cettiétu

Des bénéfices personnels pour vous peuvent ne @ssgltar immédiatement de votre
participation a I'’étude. Mais les connaissanceterles pourraient étre bénéfiques pour vous, et
bien d’autres dans I'avenir.

But

Le paludisme est une maladie causée par de tri¢s patasites qui peuvent entrer dans le corps
guand les moustiques vous piquent. Il peut cadséa fievre, des maux de téte, des douleurs du
corps, des vomissements et de la faiblesse. tlgamluer vers des formes séveres ou mortelles,
notamment chez les enfants s’il n'est pas traigcales médicaments appropriés. Il peut guérir
complétement si le traitement est approprié. Magtains parasites apprennent a devenir
résistant a ces meédicaments. Le but de cette é&atl@e recueillir des informations sur
I'efficacité de AS/SP(artésunate+sulfadoxine/pytinagnine), et AL(artéméther+luméfantrine)
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dans les zones sous pression des dérivés de lisimém et comprendre les mécanismes de la
baisse de la sensibilité de ces parasites aurtraite.
Procédures auxquelles vous serez soumis danstedie
Si vous acceptez de participer a cette étude, pargirons quelques gouttes de sang au niveau
de votre doigt et/ou un peu de sang veineux aujowirgpour Vvoir Si vous n'avez pas une
infection palustre. Si vous étes infectés, vousvezz soit de I'AL soit AS/SP comme traitement
contre le paludisme gratuitement. Nous testeromie \&ang pour la recherche des parasites du
paludisme durant la période de traitement pour &freque vous n'avez plus de parasites.
Pendant cette période, nous vous examineronsiéiex@mns si vous étes guéri de votre infection
par le paludisme. Si malgré le traitement les gitga persistent, nous vous administrerons un
traitement a base de la quinine. Au début de I&tuolus vous préléverons une a deux cuillérée
a café de sang.. Vous serez suivi pendant 28 jdons tous les jours pendant la premiére
semaine ensuite, une fois par semaine soit 4 sesiaintotal.
Autres procédures supplémentaires auxquelles vousgz étre soumis : Si vous acceptez, apres
la confirmation que vous avez une infection pakjstnous pourrons vous hospitaliser
gratuitement pour étre suivi plus pres et en déiaeihdant 72 heures. En effet, nous vous
pendrons quelques gouttes de sang au niveau dedaft 2 & 3 fois par 24 heures pendant la
durée de votre hospitalisation. Nous testeronseveéing pour la recherche des parasites du
paludisme durant la période de traitement pour &freque vous n'avez plus de parasites.
Pendant cette période, nous vous examineronsiéiex@mns si vous étes guéri de votre infection
par le paludisme. Si malgré le traitement les sitga persistent, nous vous administrerons un
traitement a base de la quinine. Au début de I&tals vous préléverons une cuillérée a café de
sang. Apres 72 heures vous serez libéré mais paidant 28 jours dont tous les jours pendant la
premiére semaine ensuite, une fois par semaine 4@temaines au total. Vous pouvez
participer a cette étude, toue fois, sans accepteproceédures supplémentaires.
Faire un choix:
Accepteriez-vous d’étre hospitalisé ?

Oui  Non
Risques
Les risques liés a cette étude sont minimes. Lieyeent sanguin peut causer des malaises et
une meurtrissure occasionnelle au site de préléngne rarement, I'évanouissement peut
survenir. Nous nettoierons le site de prélevemeantade prélever le sang et nous utiliserons des
aiguilles ou des vaccinostyles neufs.
Les effets secondaires peu rares liés a la priséSRlesont: les maux de téte, nausées,
vomissements, carence en folate. De trés raresleagactions cutanées séveres telles que le
syndrome de Stevens Jonson, érytheme polymorpytbr@iermie bulleuse avec épidermolyse
ont été rapportés avec la sulfadoxine-pyriméthami@ependant, pris en dose unique, la
sulfadoxine-pyriméthamine est bien tolérée.
L’artésunate est un médicament recommandé par I'@uE Ministére de la Santé pour le
traitement du paludisme. Cependant, dans quelgaess rcas, de légéres modifications
biologiques peuvent survenir : baisse du nombregteulocytes et une augmentation Iégére et
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transitoire des transaminases. En général, ces finaiins ne donnent pas lieu a des
manifestations cliniques. L’artésunate est I'un @etpaludiques les mieux tolérés.

Artémeéther et Luméfantrine

L’AL est des médicaments essentiels recommapdéBOMS particulierement dans les zones
ou la résistance au paludisme est tres élevémddeament n’est pas indiqué en prophylaxie. .
L’'analyse effectuée par ‘The Clinical Safety Revifw Coartem’ a démontré l'efficacité et la
sécurité/tolérance de I'AL.

Bénéfices/Les bénéfices que vous pourrez tirerotie \participation a cette étude?
Nous vous fournirons gratuitement, un traitemennhget contre le paludisme et toute autre
affection aigué que vous pourrez contracter dulamgériode de I'étude. Les traitements que
nous donnons sont ceux recommandés par le Progréatienal de Lutte contre Paludisme et
qui sont également utilisés dans les centres de& shnMali. Un traitement conventionnel sera
appliqué pour les autres affections qui serontrtbagquees.
Codts
Toutes les analyses et les soins médicaux reati&ude vous seront procurés sans aucun frais.
Confidentialité et utilisation des informations
Les découvertes qui seront faite dans cette étidmisrapportées dans des conférences ou dans
des revues médicales. Votre nom ne figurera, nisea utilisé dans ces rapports, et les
informations spécifiques que nous obtiendrons sarsvne seront partagées avec personne
excepté les investigateurs de I'étude. Nous pamagdes informations qui découleront de cette
étude avec les institutions de santé nationaldgscates afin qu’elles puissent mieux aider les
communautés contre le paludisme.
Utilisation future de vos échantillons de sang
Avec votre permission nous conserverons une pdeeéchantillons que nous allons collecter
au cas ou il y aurait des analyses additionnelles rgpus souhaiterions faire dans le futur. Les
échantillons seront conservés dans des congélatelBamako. lls seront utilisés par des
chercheurs de I'Université de Bamako, Mali souppi@bation du Comité t'Ethique de la
FMPOS. Les chercheurs ne tireront aucun profdarfoier de la conservation ou de I'utilisation
de ces échantillons. Nous prévoyons conserverateméllons pendant un temps indéfini. Vous
avez le droit de demander a ce que vos échantilh@ensoient pas conserveés, vous pourrez
demander aussi que vos échantillons soient déaudat moment.
Faire un choix:
Etes-vous d’accord que votre sang soit conservé el utilisation ultérieure?

Oui  Non
Vos droits dans cette étude
Votre participation dans cette étude est volontaiteus n'étes pas obligé de participer a ce
travail de recherche. Vous étes libre de retirdrevoonsentement de participer a cette étude a
tout moment. Que vous participiez a cette étudeayy vous pourrez toujours venir au centre de
santé du cite de I'’étude pour vous traiter pout gudre probléeme médical dans le futur et vous
recevrez les soins requis.
Avez-vous des questions par rapport a vos paaticps a cette étude?
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Si vous avez des questions ou des inquiétudesjaudguvotre participation a cette étude ou si
vous voulez que vos échantillons de sang soiemtitéta tout moment dans le futur, vous
pourrez parler a un membre de notre équipe ou pougez contacter le chercheur principal, le
Dr Antoine Dara au (00223) 628 73 42, le Pr. Ogab@oumbo ou un membre du Comité
d’Ethique de la Faculté de Médecine de PharmaaikGetonto-Stomatologie de I'Université de

Bamako. Les médecins de I'équipe peuvent vous adesntacter le Pr. Doumbo au (00223)
222-81-09 ou le président du Comité d’Ethique dENEPOS en la personne du Pr Mamadou
Marouf Keita

Mobiles : (223) 66.72.20.22 / (223) 73.05.50.84

Email : mmaroufkeita@yahoo.fr

ou le secrétaire permanent du comité d’éthiquer lierissa Ahmadou CISSE
Tél. : (223) 20.22.52.77 poste 113

Fax : (223) 20.22.96.59

Mob. (223) 76.13.20.11

Email : idicisse@hotmail.com

J'ai lu ou je me suis fait lire ce document et gampris le but de ma participation a cette étude.
Si vous étes d’'accord de participer a cette étuelgijlez signer ou appliquer votre signature ou
empreinte digitale au bas de cette page.
Faire un choix:

Participant ayant moins de 18 ans le parent autdégal signant le formulaire d’assentiment
de recherche a sa place.

Adulte signant le formulaire de consentement daegche.

Signature ou Empreinte du Volontaire ou Parent/uggal Date

Nom du Volontaire ou Parent/Tuteur Numéros d'étude

Adresse du Volontaire

Signature de I'lnvestigateur Date
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Signature du témoin Date

(Optionnel seulement si le participant est ilettincapable de signer ou un assentiment oral
ayant été obtenu)

Nom du témoin
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Annexe 2 : Formulaire d’assentiment de participation a I'étude

Titre du projet: Essaiin vivo de la sensibilité deP. falciparum aux combinaisons
AS/SP et, AL en zones sous pression thérapeutiquearp des dérivés
d’artémisinine et étude de phénotypes parasitaireset de marqueurs
moléculaires de résistance au Mali.

SPONSOI: e
Site:
Nom du patient
Prénom 2emePrénom Nom de famille
Numéro d’ldentification du Participant __ - -- - Age (jour)

Nom de 'adulte Consentant
Prénom 2emePrénom Nom de famille
Age (année)

Relation avec I'enfant

Nous invitons votre enfant a participer a une étdderecherche initiée par la Faculté de
Médecine, de Pharmacie et Odontostomatologie (FMRf@SI'Université de Bamako. Il est
important que vous compreniez plusieurs princip&ségaux qui s'appliquent a tous ceux qui
participent a cette étude:

1. Sa patrticipation a cette étude est entieremaontaire. Toutes les informations recueillies sur
votre enfant resteront strictement confidentie¢se seront connues que par les chercheurs
directement impliqués et vous-méme. Les dossialwiduels complets seront mis dans une
cantine fermée a clé. Les prélevements biologigoeront un numéro individuel et non le nom
du malade. L’analyse des données sera faite a gartes numéros d’identification.

Vous pouvez décider de mettre fin a la participatd’étude de votre enfant a tout moment. Si
malgré des explications vous ne manifestez pas$er du’il y participe, votre décision sera
respectée par I'équipe et il ne sera pas inclus datte étude.

Des bénéfices personnels pour vous ou votre epfunient ne pas résulter immédiatement de
votre participation a I'étude. Mais les connaisssnmbtenues pourraient étre bénéfiques pour
vous, votre enfant et d’autres dans I'avenir.

But

Le paludisme est une maladie causée par de triégs patasites qui peuvent entrer dans le corps
guand les moustiques vous piquent. Il peut cadséa fievre, des maux de téte, des douleurs du
corps, des vomissements et de la faiblesse. Il @altier vers des formes séveres ou mortelles,
notamment chez les enfants s’il n'est pas traigcales médicaments appropriés. Il peut guérir
complétement si le traitement est approprié. Magtains parasites apprennent a devenir
résistant a ces medicaments. Le but de cette é&atale recueillir des informations sur
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I'efficacité de AS/SP(artésunate+sulfadoxine/pytimaénine), et AL(artéméther+luméfantrine)
dans les zones sous pression des dérivés de lisimém et comprendre les mécanismes de la
baisse de la sensibilité de ces parasites aurtraite.
Procédures auxquelles votre enfant sera soumiscadtiesétude
Si vous acceptez la participation de votre enfardette étude, nous prendrons quelques gouttes
de sang au niveau de son doigt et/ou un peu de\sgngux aujourd’hui pour voir s’il a une
infection palustre. S’il est infecté, il recevratste I'AL soit AS/SP comme traitement contre le
paludisme gratuitement. Nous testerons son sanglpaecherche des parasites du paludisme
durant la période de traitement pour étre sOr qudl plus de parasites. Pendant cette période,
nous examinerons votre enfant et vérifierons silguéri de son infection par le paludisme. Si
malgré le traitement les parasites persistent, hdgusdministrerons un traitement a base de la
quinine. Au début de I'étude nous lui préléverome wuillérée a café de sang. Il sera suivi
pendant 28 jours dont tous les jours pendant Imigre semaine ensuite, une fois par semaine
soit 4 semaines au total.
Autres procédures supplémentaires auxquelles vetfant pourrait étre soumis: si vous
acceptez, aprés la confirmation que votre enfanhe infection palustre, nous pourrons lui
hospitaliser gratuitement pour étre suivi plusspg&en détail pendant 72 heures. En effet, nous
lui pendrons quelques gouttes de sang au niveaorddoigt 2 a 3 fois par 24 heures pendant la
durée de son hospitalisation. Nous testerons sog gaur la recherche des parasites du
paludisme durant la période de traitement pour ®irequ’il n’a plus de parasites. Pendant cette
période, nous vous examinerons et verifieronsestilguéri de son infection par le paludisme. Si
malgré le traitement les parasites persistents mauadministrerons un traitement a base de la
quinine. Au début de I'étude nous lui préleverons auillérée a café de sang. Apres 72 heures |l
sera libéré mais suivi pendant 28 jours dont tesgdurs pendant la premiére semaine ensuite,
une fois par semaine soit 4 semaines au total e\@tfant peut participer a cette étude, toue fois,
sans accepter ces proceédures supplémentaires.
Faire un choix:
Accepteriez-vous que votre enfant soit hospitétisé

Oui  Non

Risques

Les risques liés a cette étude sont minimes. Leygéent sanguin peut causer des malaises et
une meurtrissure occasionnelle au site de prélengne rarement, I'évanouissement peut
survenir. Nous nettoierons le site de prélevemeantade prélever le sang et nous utiliserons des
aiguilles ou des vaccinostyles neufs.

Les effets secondaires peu rares lies a la prisé&SRlesont: les maux de téte, nausées,
vomissements, carence en folate. De trés raresle€agactions cutanées séveres telles que le
syndrome de Stevens Jonson, érytheme polymorpytbr@idermie bulleuse avec épidermolyse
ont été rapportés avec la sulfadoxine-pyriméthami@ependant, pris en dose unique, la
sulfadoxine-pyriméthamine est bien tolérée.

L’artésunate est un médicament recommandé par '@W& Ministére de la Santé pour le
traitement du paludisme. Cependant, dans quelgaess rcas, de légéres modifications
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biologiques peuvent survenir : baisse du nhombreétieulocytes et une augmentation légére et

transitoire des transaminases. En général, ces finaiins ne donnent pas lieu a des

manifestations cliniques. L’artésunate est I'un a@etpaludiques les mieux tolérés.

Artéméther et Luméfantrine)

L’AL est 'un des médicaments essentiels recondgarpar 'OMS particulierement dans les

zones ou la résistance au paludisme est treséetléve médicament n'est pas indiqué en

prophylaxie. L'analyse effectuée par ‘The Clinicgdfety Review for Coartem’ a démontré

I'efficacité et la sécurité/tolérance de 'AL.

Bénéfices/Les bénéfices que vous pourrez tirerotie \participation a cette étude?

Nous fournirons gratuitement a votre enfant untéraent complet contre le paludisme et toute

autre affection aigué qu’il pourra contracter darnpériode de I'étude. Les traitements que

nous donnons sont ceux recommandés par le Progrdyatienal de Lutte contre Paludisme et

qui sont également utilisés dans les centres de& sknMali. Un traitement conventionnel sera

appliqué pour les autres affections qui serontribagquees.

Codts

Toutes les analyses et les soins médicaux refati&ude seront procurés sans aucun frais.

Confidentialité et utilisation des informations

Les découvertes qui seront faites dans cette &erdat rapportées dans des conférences ou dans

des revues médicales. Le nom de votre enfant neefig, ni ne sera utilisé dans ces rapports, et

les informations spécifiques que nous obtiendramsld ne seront partagées avec personne

excepté les investigateurs de I'étude. Nous pamagdes informations qui découleront de cette

étude avec les institutions de santé nationaldscates afin qu’elles puissent mieux aider les

communautés contre le paludisme.

Utilisation future de vos échantillons de sang

Avec votre permission nous conserverons une pdeeéchantillons que nous allons collecter

au cas ou il y aurait des analyses additionnellesrgpus souhaiterions faire dans le futur. Les

échantillons seront conservés dans des congélatelBamako. lls seront utilisés par des

chercheurs de I'Université de Bamako, Mali souppi@bation du comité d’Ethique de la

FMPOS. Les chercheurs ne tireront aucun profdarfoier de la conservation ou de I'utilisation

de ces échantillons. Nous prévoyons conserverateméllons pendant un temps indéfini. Vous

avez le droit de demander a ce que les échantilensotre enfant ne soient pas conserveés, vous

pourrez demander aussi que ces echantillons sibéénitits a tout moment.

Faire un choix:

Etes-vous d’accord que le sang de votre enfantcsmiservé pour une utilisation ultérieure?
Oui  Non

Vos droits dans cette étude

La participation de votre enfant dans cette étle@ontaire. Vous n’étes pas obligé de le faire

participer a ce travail de recherche. Vous étes lile mettre fin a la participation de votre enfant

a tout moment. Qu'il participe a cette étude ou,nbpourra toujours venir au centre de santé

pour se faire soigner pour tout autre probléme o#dians le futur et recevoir les soins requis.

Avez-vous des questions par rapport a la participate votre enfant a cette étude?
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Si vous avez des questions ou des inquiétudesjalidgula participation de votre enfant a cette
étude ou si vous voulez que les échantillons dg saient détruits a tout moment dans le futur,
vous pourrez parler a un membre de notre équipeoos pourrez contacter le Pr. Ogobara
Doumbo ou un membre du Comité d’Ethique de la FRacde Médecine de Pharmacie et
d’Odonto-Stomatologie de I'Université de Bamakos Ineédecins de I'équipe peuvent vous aider
a contacter le chercheur principal, le Dr Antoinar® (00223)76 28 73 42, le Pr. Doumbo au
(00223) 222 81 09 ou le président du Comité d’Ethign la personne du Pr Mamadou Marouf

Keita
Mobiles : (223) 66.72.20.22 / (223) 73.05.50.84
Email : mmaroufkeita@yahoo.fr

ou le secrétaire permanent du comité d’éthique l&dbssa Ahmadou CISSE
Tél. : (223) 20.22.52.77 poste 113

Fax : (223) 20.22.96.59

Mob. (223) 76.13.20.11

Email : idicisse@hotmail.com

J'ai lu ou je me suis fait lire ce document et gampris le but de la participation de mon enfant
a cette étude.
Si vous étes d’accord de faire participer votreaghf cette étude, veuillez signer ou appliquer
votre empreinte digitale au bas de cette page.
Faire un choix:

Participant ayant moins de 18 ans le parent autdégal signant le formulaire d’assentiment
de recherche a sa place.

Mere de I'enfant signant le formulaire d’assentiinge recherche.

Pére de I'enfant signant lui-méme le formulairasgentiment de recherche.

Signature ou Empreinte du Volontaire ou ParentfTiute Date

Nom du Volontaire ou Parent/Tute@VvP caractéres d'imprimeriumeéros d’étude

Adresse du Volontaire

Signature de I'lnvestigateur Date
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Signature du témoin Date

(Optionnel seulement si le participant est iliettincapable de signer ou un assentiment oral
ayant été obtenu)

Nom du témoin
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Annexe3 :
Protocol for preparation of dried blood-samples forChelex extraction and PCR

Materials: dried blood-blotted filter papers (we use 3MM Whatn); 10% saponin in water
(this can be stored at -20); 1XPBS (pH about 7.4); 20% Chelex-100 in wateis(can be
stored at room temp.); a heat block at®5

1.

Cut the blotted filter paper to appropriate sizegs razor blade — the same blade can be
used, wiping it on a dry Teritowel between cuttinigsr a dried, blood-impregnated piece
of filter paper of approximately one square centeneadd paper to a 1.5 ml microfuge
tube containing 1 ml of PBS with %0 of a 10% solution of saponin in water.

Invert tube a few times and leave &C4or 4 hours to overnight.

Aspirate the reddish solution and discard, andaadiher 1 ml of PBS (without saponin)
mix manually, and leave af@ for 15 minutes.

Microfuge tubes for 2 min. Aspirate again and didcaransfer filter paper to a 0.5 ml
microfuge tube using a micropipette tip, pressiaggy into lower one-third of tube
without crushing it to the bottom.

To 0.5 ml tube containing filter paper, add 10@f PCR-quality water and 5@ of a

20% stock solution of Chelex-100 in water. Add 100f sterile water to each tube.
Note:if blood blot is very small or very thin, and/éthe parasitemia is known to be low
(e.g., <1000tf), add 50l instead of 10Qul. (You can add the Chelex slurry to the tubes
before the filter paper too). Incubate the tubes freat block or PCR machine at 9-400
for 10 minutes, vigorously vortexing the tubes péitally (every two minutes or so)
throughout the incubation.

Spin tubes for 30 sec, and using micropipette fesrssipernatant to a new microfuge
tube. (Don't worry if you pick up a little of theh@lex, as you will be transferring to a
third tube). Spin again for 5 min, and carefullgrsfer supernatant to a third microfuge
tube, avoiding the pelleted Chelex. This final agty which may be faintly amber-
colored, can now be used for your primary PCR arest frozen at -AC.
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Annexe 4: Programmes d’'amplification des séquencee génes et microsatellites

- Programme de £" amplification pour Msp2:

Etapes Température Temps
Dénaturation initiale 94°C 3min
Dénaturation 94°C 25s
Hybridation 42°C 60s
Elongation 65°C 2min

30 cycles a partir de 2™ étape

Elongation finale 72°C 3min
Conservation 4°C 0

- Programme de 2™ amplification pour Msp2:

Etapes Température Temps
Dénaturation initiale 94°C 3min
Dénaturation 94°C 25s
Hybridation 50°C 35s
Elongation 70°C 2min 30s

30 cycles & partir de 2™ étape

Elongation finale 72°C 3min
Conservation 4°C 0

- Programme de £ et Z™ amplification pour Msp1:

Etapes Température Temps
Dénaturation initiale 94°C 3min
Dénaturation 94°C 25s
Hybridation 50°C 35s
Elongation 68°C 2min 30s

30 cycles a partir de 2™ étape

Elongation finale 72°C 3min
Conservation 4°C 0

- Programme de £ amplification pour Glurp:

Etapes Température Temps
Dénaturation initiale 94°C 3 min
Dénaturation 94°C 25¢
Hybridation 45°C 36s
Elongation 68°C 2 min

30 cycles a partir de 2™ étape

Elongation finale 72°C 3 min
Conservation 4°C o

- Programme de 2™ amplification pour Glurp:

Etapes Température Temps
Dénaturation initiale 94°C 3 min
Dénaturation 94°C 1 min
Hybridation 55°C 2 min
Elongation 70°C 2 min

30 cycles a partir de 2™ étape

Elongation finale 72°C 3 min
Conservation 4°C o
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- Programme de £® amplification pour Ca-1, Ta-87et Ta-99:

Etapes Température Temps
Dénaturation initiale 95°C 5min
Dénaturation 92°C 30s
Hybridation 45°C 30s
Elongation 65°C 30s

45 cycles a partir de 2™ étape

Elongation finale 65°C 5min
Conservation 4°C 0

- Programme de 2™ amplification pour Ca-1, Ta-87et Ta-99:

Etapes Température Temps

Dénaturation initiale 95°C 5min

Dénaturation 92°C 30s

Hybridation 45°C 30s

Elongation 65°C 30¢

20 cycles & partir de 9™ étape

Elongation finale 65°C 5min
Conservation 4°C 0
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Annexeb : Séquences des amorces :

Couple d’amorces de 1 amplification pour MSP2

S2 3’GAAGGTAATTAAAACATTGTC 5
S3 5’GAGGGATGTTGCTGCTCCACAG 3

Couple d’amorces de 2™ amplification pour MSP2

S1:3 GAGTATAAGGAGAAGTATG 5
S4:5 CTAGAACCATGCATATGTCC &

Couple d’amorces de 1 amplification pour MSP1:

0O1: 3*CACATGAAAGTTATCAAGAACTTGTC 5
02: 5’GTACGTCTAATTCATTTGCACG 3

Couple d’amorces de 2" amplification pour MSP1:

N1: 3' GCAGTATTGACAGGTTATGG 5
N2: 5 GATTGAAAGGTATTTGAC 3’

Couple d’amorces de 1 amplification pour Ca-1:
CA 1-1L : 33GCTGTAAAACGTGAACAACAAA Y
CA 1-1R :5CAATTCTGCTTCAGTTGGATT 3

Couple d’amorces de ome amplification pour Ca-1
CAl-L : ATTATGAACAATTCAGACY
CAl1-R: 5GTTGTTATAGCTAATGAG 3

Couple d’amorces de 1 amplification pour Ta-87:
Ta-87-1L : SATTATTTCCAAATGTTTCAATGTCY
Ta-87-1R :5’GTTTGGTCCTAAATTATTCAACAT3’

Couple d’amorces de 2" amplification pour Ta-87
Ta-87-L : 3AATGGCAACACCATTCAACS’
Ta-87-R :5’ACATGTTCATATTACTCAC3’

Couple d’amorces de 1 amplification pour Ta-99
Ta-99-1L : 3 AACATGAATCTTGCAACAAATAY
Ta-99-2R :5’GTATGTATAGGCACTGCATTTAT3

Couple d’amorces de 2™ amplification pour Ta-99
Ta-99-L : 3ATGCTATGGGAAATATAACY
Ta-99-R :5’ATGAATCTTCATTATTAAAAATGTZ
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Annexe 6: Protocole du test de quiescence.

Protocole de test de quiescende vitro d’un isolat deP. falciparum

Chaque jour, 3 prélevements par site seront includans I'étude :
- 1 échantillon correspondant & une parasitémie copmnise entre 0.5 et 1% et - 2 échantillons
avec une parasitémie comprise entre 1 et 2%.

Les prélévements seront effectués en alternance sies 2 sites de fagon a recevoir 1 jour/2
des échantillons du site 1 et 1 jour/2 des échambihs du site 2 et ainsi a obtenir un total de
40 échantillons du site 1 et 40 échantillons du si®.

Jour O :

Préparation du milieu de culture ;_peut étre conservé a 4°C pendant 8 a 10] maximum.

Penser a noter la date le jour de préparation.
[Milieu de culture : RPMI 1640 GIBCO 50 ml gsp - BUMAX 1l 250 mg - Sérum humain du groupe AB
5% - Hypoxathine 1 mg.]

- Peser 250 mg d’ALBUMAX Il et 1 mg d’Hypoxathine. $3ioudre dans 50 ml de RPMI
1640 et filtrer sur 0.2 um afin d’obtenir une sautstérile.

- Ensuite, ajouter 2.5 ml de sérum humain AB stéidaes 47.5 ml de cette solution. On
obtient ainsi le milieu de culture qui doit étrenservé a 4°C.

Conservation et lavage des échantillons d’isolat @us dans I'étude:

- Prélever du sang veineux chez le patient dansestbéparinés de 3 ml.

- Centrifuger un tube a 230 x g pendant 5 minutesnikeér le plasma avec une pipette de
5 ml stérile dans un périmétre stérile a cété daa bunzen.

- Transférer le culot globulaire (correspondant airenv1,2 a 1,5 ml) avec cette méme
pipette de 5 ml stérile dans un cryotube contedaji la solution de congélation. Bien
homogénéiser.

- Déposer immédiatement le tube dans l'azote ligpmle conservation.

[Composition de la solution de congélation déjagpprée = sorbitol 3% ; NaCl 0.65% ; glycérol 28% side
I'eau distillée stérile.]

- Ce T tube sera stocké dans une bonbonne portable d'dirptide puis acheminé
guotidiennement & Bamako.

- Le second tube de sang veineux hépariné sera siorkédiatement a 4°C dans une
glaciere puis acheminé quotidiennement a Bamako.

A Bamako, sous hotte stérile
- Au MRTC, sur ce ? tube, centrifuger & 230 x g pendant 5 minutesnigkr le plasma,
transférer le culot globulaire dans un tube Falde®0 ml et ajouter 20 ml de RPMI pour
lavage. Centrifuger a 230 x g pendant 5 minuteéligtiner le surnageant. Refaire ce
lavage 1 fois. Apres lavage, faire un frottis célau Giemsa pour estimer la parasitémie.
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Préparation de la suspension de l'isolat :

Mettre en suspension 360 ul de ce culot globuldéres 9 ml de milieu de culture, déja
préparé et préchauffé a 37°Gn obtient ainsi un hématocrite de 4%.

Distribuer précautionneusement 1 ml de cette sisspemmvec une P1000 successivement
dans 8 puits d’'une plague de 24 puits.

Mettre immédiatement la plaque a I'étuve 37°C, tamogphere trigaz et continuer la suite
des opérations.

Préparation des solutions d’artémisinine Les solutions d’artémisinine dans le DMSO
peuvent étre conservées a 4°C et utilisées perlaotirs mais les solutions dans le
RPMI doivent étre faites extemporanément tousdassj(penser a noter sur les tubes les
dates correspondant au jour de préparation)

Il s’agit de préparer dans des tubes des solutieroncentrations de 2000 nM, 200 nM, 100
nM, 20 nM et 2 nM d’artémisinine (ART) dans le RP&0.05% de DMSO :

Préparer une solution méere d’ART de 5 mg/ml danBNSO : dissoudre 5 mg d’'ART

dans 1 ml de DMSO dans un tube et vortexer.

A partir de cette solution mére, préparer des idihgt pour obtenir 4 ml/ plaque de
chaque concentration d’ART dans le RPMI 1640 canter0.05 % de DMSO (Voir

schéma). A chaque étape de dilutions, vortexeuless pour homogénéiser.

Solution mére 5 mg/ml d’ART ConcentratioldART  Concentration Concentration
dans le DMSO (17.7 mM). dans le tube  d'ART dans le tube d’ART dans
100ul de S1 45 ul S2 + 3955 pl RPMI e puits
960 pl RPMI

S1: 100*pl SM+ 900 ul de DMSO
——100 pl S1+ 900 pl de DMSG——>  S2 17.7 pM— 200 nM— 100 nbd.32 ng/mi)

500 pl + 500 pl de DMSG—>  8.85 p—> 100 nM———— 50 niMl12 ngim)

—>100 pl + 900 pul de DMSO—>  1.77 pM——> 20 nM———— 10 niM2s ngim)

100 pl + 900 pl de DPMSG—> 177 nM— 2nM — 1 ndvks2 ng/mi)

Dépo6t des solutions d’ART sur la plaque :
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Préparer un tube témoin DMSO a 0.1% (diluer 10uD#1SO dans 10 ml de RPMI et
vortexer). Ce tube sera utilisé durant 3 jours mmaxn (penser a noter la date du jour de
sa préparation)

Retirer la plaque de I'étuve et faire un plan degpk selon schéma ci-dessous. Chaque
tube d’'une concentration donnée d’ART doit corr@sjve a un puits numeéroté de la
plaque. Il faut avoir 4 puits pour les 4 solutiai&RT, un puits témoin a 0.05% de
DMSO et 3 puits témoins RPMI 1640.

Déposer 1 ml de chaque solution d’ART et 1 ml dagele témoin RPMI 1640 et de
DMSO dans leur puits correspondant, sans homoggmeéis

Fermer la plaque et remettre a I'étuve 37°C, eroafthére trigaz (ou cloche a bougie)
pour 48 heures d’incubation. Noter précisémentulbede la fin de mise en plaque

correspondardé Heure 0.

7~ N\

N ART 77N N VRN N
Témoin AMOi ART A

() (S )| () () [y (1)
NP4 NS S N4 % N4
emoin Témoin ART Témoi ART

( RPMI ) ( 10nM ) ( RPMI ) ( 10 M ) ( RPMI ) ( 10 M )
NS N N4 S S S
Témoin ART L ART . ART

< RPMI ) ( 50 nM ) < ;?,T,ﬁm ) ( 50 nM ) < ;%Tﬁ'n ) ( 50 nM )
NP4 AN N4 S S N4
TN T N N TN TN
Témoin ART Témoin ART Té . ART
RPMI ) 100nM | RPMI 100nM | Rin,\},cf'n ) 100nM |
culture culture culture

Patient 1 Patient 2 Patient 3

Jour 2 : (Heure 48)
Changement de milieu et lavage des puits : (arréted’action de I'artémisinine)

Apres les 48 heures d’incubation, retirer la pladad’étuve et transférer le contenu de
chacun des puits dans des tubes de 15 ml.

Centrifuger les tubes a 230 x g pendant 3 miniksiner le surnageant.

Laver le culot en ajoutant 10 ml de RPMI 1640, bgénéiserpour remettre en
suspension le culot parasitaire.

Centrifuger a 230 x g pendant 5 minutes.

Eliminer le surnageant.

Pour chaque tube ajouter 2 ml du milieu de cultpréparé (RPMI-Albumax-
hypoxanthine-SH) et mettre les tubes a I'incuba8aticC.
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- Rincer les puits de la plaque avec de 'eau stéptéchauffée a 37°C : remplir chaque
puits de 2.5 ml d’eau stérile avec une pipette dd §ui sera changée pour chaque puits
et aspirer et refouler plusieurs fois pour biereldes parois des puits.

- Ensuite enlever cette eau et remplir de nouveapués avec le méme volume d’eau et
refaire le lavage pour une seconde fois.

- Apres, sortir les tubes de I'étuve et transférert teur contenu (2 ml) dans leur puits
correspondant. Remettre la plaque a lincubatelifC3#&n atmosphere trigaz apour
environ 36 heures.

- Noter I'heure de la remise en incubation.

Jour 4 : (Heure 84) : Coloration au Giemsa et a I'Acridine orange (AO) :
- Apres les 36 heures d’incubation qui ont suiviaeage, sortir la plaque de I'incubateur. Remettre
en suspension le contenu de chaque atg un puits témoin RPMI (qui ne sera pas touchéte
servira de réserve de parasites),
- Prélever 1000 pl de chacune de ces suspensiarsstérer dans des tubes Eppendorf de 2 ml.
- Remettre la plaque a I'incubateur 37°C, en atmasptigaz pour 48 heures.
- Centrifuger les tubes Eppendorf pour avoir untulo
- Pour chacun, fair8 frottis et Sécher rapidement.
Au Giemsa :
- 1 des 3 frottis sera coloré au Giemsa.
- Observation microscopique: Observer les lames a I'objectif x 100 en imn@rshu Microscope
optique et apprécier I'état de vie des parasitesteininer si possible la parasitémie des formes
vivantes.
A I'Acridine orange :
- les 2 autres frottis sont fixés au méthanolpaempage avec 40 aller-retour ».
- 1 Frottis sera conservé fixé au méthanol maisema coloré a I’AO gu’a Toulouse.
Pour l'autre frottis fixé au méthanol :
- A partir d’'une solution mére d’Acridine orange denfy/ml dans de I'eau distillée déja préparée et
conservée a l'abri de la lumiere et & 4°C, diluetecsolution mere a 1/100 dans du PBS (mettrqu100
de la solution d’AO dans 9.9 ml de PBS) pour olstene solution de travail de 10pg/ml (qui doit étre
conservée a l'abri de la lumiére et a 4°C). Cetlet®n au 1/100 d’AO sera utilisée durant 3 jours
maximum (penser a noter la date le jour de sa paépa)
- Placer la lame pendant 1 minudans un récipient contenant cette solution deairal/AO au
1/100 de facon a ce que le frottis soit entieremmeobuvert. L'ensemble de ce dispositif doit étre a
I'abri de la lumiere.
- Rincage ‘Apres 1 minute a 'AO, tremper le lame dans unpiécit contenant du PBS pendant 1
minute
- Laisser sécher a I'air libre mais a I'abri de lmlare

L’observation microscopique doit étre faite le phapidement possible (3 jours maxi). Observer, a
I'obscurité, les lames au microscope a fluoresceddk aux objectifs x 20 sans immersion; et
éventuellement x 100 en immersion pour confirmatlas parasites apparaissent colorés en vert clair
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sur fond noir. Sur certaines zones du frottis (flza), les parasites peuvent apparaitre en orange.
Apprécier I'état de vie des parasites et le nondlerparasites vivants / champ. Lire environ 10 clamp
Jour 6 : (Heure 132)

Refaire encore les colorations au Giemsa et aidlisner aprés 48 heures d’'incubation (Jour 6) es@as
aux observations microscopiques.

Remise en culture continue

Lorsqu’il y a suspicion de parasites résistantspiets traités a I'artémisinine aux jours 4 et 6bu
retard de clairance parasitaire clinigue avéréaljser une culture continue a partir du puits tdmoi
RPMI de réserve en transférant dans une flasquen25les 2ml du puits avec 100 pl de sang non
immun et 10 ml de milieu de culture (RPMI - Albumaltypoxanthine sérum humain AB).

Remettre la flasque a l'incubateur 37°C, en atmesplrigaz. Faire un changement de milieu tous les
2 jours avec un rajout de 25 pl de sang 2 foisparaine.

Au bout de 8 jours de culture, faire frottis avexdtocation en AO. Si aucun parasite vivant visible,
éliminer cette flasque. Si parasites vivants préssesulture continue classique avec changement de
milieu tous les 2 jours et réajustement de I'hémrrd® pour avoir un hématocrite entre 2 et 3 %.

Dés que la culture de parasites semble pérenne’eltega atteint une parasitémie d’environ 5%,
penser a congeler (avec la solution de congélal&a préparée). Attention toujours congeler lorsque
les parasites sont majoritairement au stade ragyglitres stades sont tués par la congélation).
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Résumé:

Il a été montré quBlasmodium falciparunentre en quiescence en réponse au stress propagué
I'exposition a I'artémisinine (ART) et ses dérivé&cemment, des souches de laboratoire résist@antes
ces molécules ont été sélectionnées. Le mécanismisistance affecterait le caractere de quiesaexe
parasites.

Le but de notre travail consistait a évalueffitacité de I'ART sur les isolats dBlasmodium
falciparum provenant des zones d’endémie palustre au Malesidérivés d’artémisinine sont utilisés
pour la prise en charge de tous les cas de paledisnple.

Nous avons effectué des teistsitro basés sur la révélation des parasites tolérabésRd par un
mécanisme de quiescence sur des isolats préevésurs d’'un essai vivo des combinaisons AL et
AS/SP dans deux zones endémiques au Mali.

Les isolats parasitaires ont été exposés a une gatarmoncentrations d’ART dans une plaque a 24 puit
(InM — 10nM - 50nM - 100nM et un puits témoin axkcDMSO) et gardés en culture pendant environ
48 heures (cloche a bougie, 37°C, hématocrite Zun$AB 2.5%). Les parasites ont été ensuite lavés
remis en culture (cloche a bougie, 37°C, hématmafb, Sérum AB 5%) dans un milieu exempte d’ART
afin de déterminer la survie et le stade des pesaapres environ 46 et 92 heures. Les résultatpules
exposés a 'ART ont été comparés a ceux des gutsins DMSO.

Sur les 46 isolats traités, les proportioes pghénotypes tolérants a 100nM d’ART et a 50nNegta
comparables, soit 14,64%. Les phénotypes panasitgb8,54%) dont les limites de tolérance sont
comprises entre 10 — 50nM étaient les plus domgnant

Les taux d'efficacitéin vivo des combinaisons AL (98,75%) et AS/SP (100%) am@@section
moléculaire par PCR étaient comparables. L'AL gaait mieux I'anémie que I'AS/ASP.
Nous n'avons pas de liaison significative entreolérance des parasites aux concentrations d’AR30de
et 100nM et la survenue des échiecgivo,de la gamétocytémie et de I'anémie.
Pour les 12 isolats tolérants, nous avons obseisde stade trophozoite a 100nM (80%) et 50nM
(66,67%) d’ART qu'au témoin DMSO (58,33%). Contesitent au témoin, la majorité des stades
parasitaires a 50 et 100nM d’ART était des ringsaihozoites. Ces observations étaient comparables
celles de I'étude menée par Witkowski sur la résist deP. falciparuma I'ART par le phénomene de
guiescence.

Cependant, nous n’avons pas pu mettre enriéde relation directe entre les concentratioARd
de 50 et 100nM et I'apparition d'un stade parastdonné.

Au vu des résultats obtenus, la poursuiteetie @tude est nécessaire pour effectuer des erpés et
analyses plus approfondies sur la recherche disstidérants a 'ART par le phénomeéne de quiescence
au Mali.

Mots clés: testin vitro, quiescence, artémisinine, toléranefalciparum.
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Summary:

It has been showed that falciparumentered a state of quiescence in response to saesed by
exposure to artemisinin (ART) and its derivativé®ecently, some laboratory strains resistant to
artemisinin have been selected. The quiescenceaatkarwas demonstrated to be implicated in the
mechanism of resistance to ART.

The goal of our present study was to evaltizeeffectiveness of ART oRlasmodium falciparum
isolates from malaria-endemic areas in Mali, whatemisinin derivatives are used for the management
of all cases of uncomplicated malaria.

We performedh vitro assay based on the revelation of quiesecent aitémtolerant parasites from
isolates collected during am vivo study of two artemisinin-based combination thezapnamely, AL and
AS / SP in two endemic areas in Mali.

Isolates from the field sites were exposed t@ange of concentrations of artemisinin (ART) i24
well plate (1nM, 10nM, 50nM, 100nM, and a contrathADMSO) and kept in culture for approximately
48 hours (candle jar, 37°C, 2% hematocrit, AB sePub¥0). Parasites were then washed and returned to
culture (candle jar, 37 © C, hematocrit 2% AB seffft) in a ART free medium to determine the survival
and stages of parasites after 46 and 92 hourspdiasites exposed to ART were compared with thbse o
DMSO control wells.

From a total of 46 isolates, the proportiontolierant phenotypes at 100nM of artemisinin was
comparable with those at 50nM (14.64%). We obsehiglder proportion (58.54%) of parasite phenotype
with tolerance limit comprised in 10 - 50nM.

The PCR-corrected vivo efficacy rates of both combinations AL (98.75% &S/SP (100%) were
comparable. AL corrected the anemia better tharBRS/

We found no direct relationship between tHertmce to high concentrations of ART (50 and 10pnM
and the occurrence of treatment failure, anemiagamaetocyte carriage with AL and AS / SP.

For the 12 tolerant isolates, we observed rtropghozoite stage at 100nM (80%) and 50nM (66.67%)
of ART than in the DMSO control (58.33%). In comstrdo the control, the majority of the parasite was
ring and trophozoite stages at 50 and 100nM of ARt observations were similar to those of study
carried out by Witkowski on the resistancePoffalciparumto ART by quiescence phenomenon.

However, we have not been able to demonstinatairect relationship between concentrationsQf 5
and 100nM of ART and the occurrence of a given gtatage.

Considering the results obtained, further studiesreecessary to understand the tolerance of parasit
isolates to ART by the phenomenon of quiescenddaii

Keywords: in vitro assay, quiescence, artemisinin toleraRcdalciparum.
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Serment de Galien:

Je jure, en présence des maitres de la facult€odeegillers de I'ordre des pharmaciens et de
mes condisciples :

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

D’exercer, dans I'intérét de la santé publique,praession avec conscience et de respecter non
seulement la législation en vigueur, mais aussidgkes de I'honneur, de la probité et du
désintéressement ;

De ne jamais oublier ma responsabilité et mes deenivers le malade et sa dignité humaine.

En aucun cas, je ne consentirai a utiliser mesaissances et mon état pour corrompre les
maeurs et favoriser des actes criminels.

Que les hommes m’accordent leur estime si je glidefa mes promesses. Que je sois couvert
d’'opprobre et méprisé de mes confreres si j'y manqu
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