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ABC : ATP binding cassette

ACT : Artemisinin-based combination therapy
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INTRODUCTION

Le paludisme, maladie parasitaire transmise par les moustiques du genre Anopheles, demeure 1'un des
défis majeurs en matiere de santé publique a 1'échelle mondiale. Prévalent dans de nombreuses régions
tropicales et subtropicales, il affecte des millions de personnes chaque année, engendrant un fardeau

significatif sur les systemes de santé et les communautés touchées.

Bien que des avancées significatives aient été accomplies dans la lutte contre le paludisme, les stratégies
de traitement se heurtent depuis quelques années a un obstacle majeur : I'émergence de la résistance aux
antipaludiques. Effectivement, celle-ci compromet I'efficacité des traitements et met en péril les progres

réalisés dans la lutte contre cette maladie.

Afin de mieux comprendre cette dynamique complexe, une étude approfondie de I'évolution de la
résistance aux antipaludiques est cruciale. C’est pourquoi une étude visant a examiner les tendances, les
facteurs et les mécanismes sous-jacents a I'émergence et a la propagation de la résistance aux traitements
antipaludiques a ét¢ initiée aux Hopitaux Universitaires de Strasbourg. L’accent a été particuliérement
mis sur la région de I'Afrique subsaharienne. Cette zone concentre la majorité des cas de paludisme
importés a Strasbourg et de manicre plus générale en France. De plus, c'est dans cette région que la
morbidité et la mortalité liées au paludisme sont les plus élevées, et ou I'émergence de nouvelles

résistances suscite les plus vives inquiétudes.

La premiere partie de ce travail mettra en lumicre les caractéristiques et I'impact du paludisme en tant
que maladie, soulignant son étendue géographique et son fardeau sur les populations touchées. La
seconde partie se focalisera sur les traitements existants et les défis posés par la résistance aux
antipaludiques, mettant ainsi en évidence l'importance de développer des approches innovantes pour
faire face a cette menace grandissante. Enfin, la troisiéme partie consistera en une ébauche de 1'étude de
I'évolution des résistances qui sera réalisée sur des patients hospitalisés aux Hopitaux Universitaires de
Strasbourg entre 2010 et 2022 et revenant d’9Afrique subsaharienne, offrant ainsi une perspective locale
et contextuelle sur cette problématique d'envergure mondiale. Les résultats détaillés de cette étude seront

présentés lors d’un prochain mémoire dédi¢ spécifiquement a cette thématique.
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Partie 1 : Le Paludisme et Plasmodium

1. Généralités

Le paludisme, issu de la racine latine “paludis™ signifiant « marais », est une maladie infecticuse
tropicale et potentiellement mortelle. Il est causé par un parasite du genre Plasmodium et se transmet a

I’homme par la piqlire d’un moustique, I’ Anophele femelle, infectée.

La véritable cause de cette maladie, remontant pourtant a I’ Antiquité, ne sera établie qu’a partir du
XIX®™ siecle par le médecin frangais Charles Louis Alphonse Laveran qui fut le premier a observer et
a identifier le parasite dans le sang d’un patient (1). Quelques années plus tard, d’autres scientifiques (tel
que Ronald Ross, un médecin britannique) contribueront a la compréhension de sa transmission

vectorielle (2). Ce sont ces découvertes qui ont permis de poser les bases de la lutte antipaludique.

Il existe de nombreuses espéces, mais seules cinq d’entre elles sont principalement responsables du
paludisme chez I'homme : Plasmodium falciparum, P. vivax, P. ovale, P. malariae et P. knowlesi. La

gravité de I’infection varie en fonction de I’espece, P. falciparum étant I'espéce la plus dangereuse.

2. Epidémiologie

2.1. Dans le monde

Le paludisme est considéré aujourd’hui comme une des premicres pandémies parasitaires mondiales.
Selon I’Organisation Mondiale de la Santé, en 2021, prés de la moitié de la population mondiale était
exposée au risque de paludisme (3). En effet, on estimait a 247 millions le nombre de cas de paludisme.
Le nombre de déces, quant a lui, s’élevait a 619 000 dans le monde. Le nombre de cas se concentre
surtout au niveau du continent Africain ou a été enregistré 95 % des cas ainsi que 96 % des déces dus a

cette maladie. Les enfants de moins de 5 ans représentaient 80 % de 1’ensemble des décés.

P. falciparum et P. vivax sont les especes prédominantes dans le monde avec une incidence estimée a
207 millions et 8,5 millions de cas respectivement en 2016 (3). P. falciparum se situe plutdt dans les
régions intertropicales, dans les Amériques, dans de nombreux endroits d'Asie et dans une grande partie

de I'Afrique (Figure 1).
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Figure 1 : Prévalence de P. falciparum, en 2020, chez les enfants entre 2 et 10 ans (4)

P. malariae et P. ovale ont aussi une distribution mondiale, mais avec une incidence plus faible, avec

P. ovale qui est plutot retrouvé en Afrique et en Asie du Sud-Est.

P. knowlesi est principalement zoonotique ; les hotes simiens étant leurs hotes naturels (5,6). 11 est
endémique dans toute I’ Asie du Sud-Est et peut provoquer un paludisme grave. Son diagnostic fut trés
longtemps limité étant donné la difficulté a le distinguer des autres espéces par microscopie. En effet, sa
forme sanguine annulaire est proche de celle de P. falciparum alors que les trophozoites et les schizontes
ressemblent beaucoup a celle de P. malariae. C'est le développement des méthodes moléculaires, telles

que la PCR, qui permit de faciliter le diagnostic d’espece (5).

La distribution géographique de la maladie au sein de grandes régions est assez complexe. Il est possible
de trouver des zones impaludées et non impaludées proches les unes des autres. Plusieurs facteurs
peuvent jouer sur cette distribution, en impactant sur la prévalence et I’incidence de la maladie, tels que
I'adéquation de I'environnement aux vecteurs locaux (l'altitude, le climat, la végétation et les mesures de

controle mises en place), la pauvreté, les catastrophes naturelles ou encore les conflits armés (7).

L’OMS avait mis en place, en 2015, une stratégie mondiale de lutte contre le paludisme afin de diminuer
I’incidence globale et le taux de mortalité de 40% d’ici 2020 et de 90% d’ici 2030. Cependant, cet

objectif n’a pas été atteint, avec une diminution de 0% (8).

Quant a la pandémie de la Covid-19, elle a eu une répercussion importante sur les systémes de santé¢ de
plusieurs pays. La situation s’est dégradée, avec par exemple une augmentation de la transmission dans
les pays africains (29 pays avec 95% des cas). Il est donc aujourd’hui nécessaire de redoubler d’efforts

afin de limiter le contrecoup de la Covid-19 sur la lutte antipaludique (9).
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En Afrique, selon le BEH, 4 pays représenteraient pres de la moitié des cas dans le monde. Il s’agirait
du Nigéria (27 %), la République démocratique du Congo (12 %), I’Ouganda (5 %) et le Mozambique
(4 %) (9) (Figure 2).

S

Figure 2 : Les 4 pays d’Afrique présentant le plus de cas de paludisme (9)

2.2, En France

En 2021, 2185 cas de paludisme ont été déclarés par le CNR paludisme, qui étaient pour la majorité des
cas importés (9). 8 cas auraient ¢été¢ décrits comme étant autochtones, avec des cas aéroportuaires
(probablement liés aux bagages) et d'autres possiblement nosocomiaux. Il y a eu une augmentation assez
marquée du nombre de cas par rapport a 2020 (+117%), avec des taux proches de ceux observés avant
la période de la Covid-19, siirement due a la normalisation des voyages internationaux aprés la

pandémie.

Les patients diagnostiqués en France ont été, pour la grande majorité, infectés en Afrique subsaharienne
(99,3%). Ils étaient majoritairement d’origine africaine (90,6%) et P. falciparum (seul ou associé) était
I’espece principalement retrouveé (88,5%). Aucun acces a P. knowlesi n’a été diagnostiqué (9). De plus,
la proportion des formes graves était €levée en 2021 (16,2%), avec 8 déces, correspondant a une 1étalité

de 0,37% sur I’ensemble des cas et de 2,3% sur les formes graves.
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3. Vecteur

Plasmodium est transmis a I’Homme principalement par piqire d’un moustique hématophage culicidé
du genre Anopheles. Seules les femelles sont hématophages (les males ne piquent pas et se nourrissent
exclusivement de nectars de fleurs). Le repas sanguin leur assure un apport protéique supplémentaire

nécessaire au développement des ceufs (Figure 3) (10).

Apres la ponte des ceufs dans un point d’eau, pouvant aller de la simple flaque d’eau a des étendues plus
grandes comme un lac ou une riziere, ceux-ci deviennent des larves, des nymphes et enfin des adultes.
L’anophele femelle pique principalement la nuit, pouvant commencer a partir du coucher du soleil

jusqu’au petit matin (11).

Figure 3 : Schéma représentant un moustique Anopheles sp. (10)

Il existe environ 400 espéces et une quarantaine d’entre elles transmettent le parasite (11). Les espéces
les plus répandues en Afrique sont Anopheles gambiae sensu stricto, A. arabiensis et A. coluzzi, faisant
tous les trois partie du complexe A. gambiae (12). Reconnus comme étant les principaux vecteurs du
paludisme en Afrique subsaharienne, ils ont été signalés dans plusieurs pays d’Afrique, principalement
en milieu rural, humide, prospérant et proliférant dans des points d’eaux naturels et artificiels peu
profonds (13,14). Selon I’espéce, ils vont étre répartis différemment. Effectivement, A. arabiensis est
plutot retrouvé dans des zones séches, notamment les savanes. A I’inverse, 4 gambiae, qui a été identifié
comme ¢€tant le vecteur le plus efficace dans la transmission de P. falciparum (15), est observé dans des

zones tres humide, de pluviométrie plus élevées (Figure 4) (13).
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Figure 4 : Répartition géographique d’Anopheles gambiae sp. et d° A. arabiensis superposée aux
précipitations annuelles (en mm) (13)

Les caractéristiques géographiques, telles que Il'altitude, la température, I'humidité ou encore la
pluviométrie, ont un impact sur la répartition des especes vectrices et donc, par continuité, sur 1’intensité
de la transmission. Cela explique les différences de transmission d’une région a 1’autre ainsi que les

variations saisonniéres pouvant étre observées.
L’OMS a défini plusieurs catégories d’intensité de transmission (11) :

e Forte transmission : incidence parasitaire annuelle de plus de 450 cas pour 1000 habitants et une
prévalence parasitaire a P. falciparum > 35%

e Transmission modérée : incidence parasitaire annuelle entre 250 et 450 cas pour 1000 habitants
et une prévalence parasitaire a P. falciparum comprise entre 10 et 35%

e Faible transmission : incidence parasitaire annuelle de 100 a 250 cas pour 1000 habitants avec
une prévalence parasitaire a P. falciparum comprise entre 1 et 10 %

e Tres faible transmission : incidence parasitaire annuelle inférieure a 100 cas pour 1000 habitants,

et a une prévalence parasitaire a P. falciparum inférieure a 1 %

L’¢éradication de la maladie va dépendre de la compréhension de ces aspects d'intensité et de période de

transmission, cela afin de permettre la mise en place d’une lutte antivectorielle adaptée et efficace.

Lorsque le rdle des moustiques dans la transmission de la maladie fut établi, des mesures furent prises
afin de protéger les habitations par la pose de grillages-moustiquaires aux ouvertures, par 1'utilisation de
moustiquaires et par le drainage des zones d'eau propices a la reproduction des insectes. C’est dans les

années 1940 que sont découverts les premiers insecticides, qui seront par la suite rapidement utilisés de
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manicre généralisée dans la stratégie de lutte, ciblant aussi bien les stades larvaires que les adultes.
L’utilisation de moustiquaires imprégnées fait maintenant partie des recommandations en zone de

transmission active du paludisme.

Malheureusement, des résistances aux insecticides ont fini par apparaitre et sont aujourd’hui trés
répandues. Les vecteurs de pres de 90% des pays endémiques auraient montré des résistances a une ou
plusieurs classes d'insecticides, notamment aux pyréthrinoides, aux organophosphates, aux carbamates
et aux organochlorés (3,11). Plusieurs approches sont étudiées actuellement afin de limiter ce
phénomene et d’adapter au mieux la stratégie de lutte antivectorielle en fonction de la zone et de ces
caractéristiques (moustiquaires imprégnées d’insecticides, traitements de surface résiduelle a l'intérieur
d’un environnement a 1’aide de produits chimiques endectocides (agissant a l'intérieur de 1'organisme)

et ectocides (agissant a I'extérieur de l'organisme)) (3).

Une autre espece, dont la propagation semble importante et inquiétante ces derni¢res années, est celle
d’A. stephensi (Figure 5) (3). Ce vecteur, originaire d’Asie du Sud et de certaines zones de la péninsule
arabique, n’aurait cessé de se répandre jusqu’a étre détecté en Afrique pour la premicre fois en 2012,

dans la ville de Djibouti (16). 1l serait aujourd’hui bien installé en Ethiopie (17).

l'||_

Figure 5 : Répartition géographique d’4. stephensi selon ’OMS (18)

Contrairement aux autres vecteurs du paludisme en Afrique, plutdt localisés en milieu rural, 4. stephensi
est bien adapté aux infrastructures urbaines, représentant donc une menace importante (17). Le risque
d’une épidémie de grande ampleur ne peut pas étre écarté. De plus, ce moustique s’est avéré résistant a
plusieurs insecticides utilisés par les établissements de santé. En 2022, une initiative consistant a

améliorer la riposte nationale contre ce vecteur a été mise en place (3).
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4. Cycle parasitaire de Plasmodium sp.

4.1. Schizogonie (phase de multiplication asexuée)

L’Anophele femelle infectée va, afin de prendre son repas sanguin, piquer I’Homme et par la méme
libérer les sporozoites dans le sang. Le parasite va alors se multiplier de fagon asexuée (schizogonie),

suivant deux phases :

- La phase hépatique ou pré-érythrocytaire, qui est asymptomatique. Les sporozoites, pénétrant
dans les hépatocytes, vont évoluer en schizontes hépatiques (corps bleu) qui vont eux-mémes se
rompre et libérer des mérozoites dans la circulation sanguine (19). Ce cycle, qui n’a lieu qu’une
seule fois, a une durée de 7 a 20 jours (Figure 6).

- La phase érythrocytaire, qui est symptomatique. Les mérozoites, pénétrant dans les hématies, se
transforment en trophozoites (anneau). S’en suit alors des «stades prolifératifs et
morphologiquement distincts de trophozoites et de schizontes » (19). Lors de sa lyse, les
schizontes libéreront de nouveau des mérozoites, initiant ainsi un nouveau cycle asexué dans le
sang. La durée du cycle varie en fonction de 1’espece, durant 48h pour P. falciparum, P. vivax et

P. ovale (fievre tierce) et durant 72h pour P. malariae (fiévre quatre) (6).

P. vivax et P. ovale présentent des formes quiescentes, les hypnozoites, pouvant persister des mois a des
années dans le foie et pouvant libérer des mérozoites. Un paludisme plusieurs mois ou années apres

I’exposition pourrait orienter le diagnostic vers 1’une de ces especes (6).

4.2. Sporogonie (phase de multiplication sexuée)

Apres un certain nombre de cycles, une partie des trophozoites se transforment en gamétocytes males et
femelles (stades sexués), qui sont absorbées par le moustique lors de son repas sanguin (19). Commence
alors la sporogonie, phase de multiplication sexuée. Les gamétocytes ingérés se transforment en gametes
males et femelles. Ceux-ci vont fusionner en un ceuf libre, I’ookinéte, qui va, apres avoir quitté la lumiére
de I’estomac et s’étre fixé sur la paroi externe, se transformer en oocyste. Les sporozoites vont alors se
multiplier a I’intérieur de I’oocyste et vont pouvoir migrer vers les glandes salivaires et seront préts a

étre inoculés lors d’un prochain repas sanguin.
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Figure 6 : Cycle parasitaire de Plasmodium sp. (20)

5. Symptomatologie

Le paludisme est une urgence diagnostique et thérapeutique au vu du risque d’évolution vers un acces
palustre grave, appelé neuropaludisme ou encore acces pernicieux a P. falciparum. Le paludisme doit
étre recherché en premier lieu pour toutes personnes se présentant aux urgences avec une fiévre apres

un s¢jour en zone d’endémie.

5.1. Accés palustre de primo-invasion a P. falciparum

Il s’agit de la forme clinique la plus fréquente en France métropolitaine, touchant essentiellement les
voyageurs en retour de zone d’endémie. Lors de la phase d’invasion, le patient présente une fi¢vre
brutale, continue, accompagnée de céphalées, myalgies ou encore de troubles digestifs (douleurs
abdominales, nausées, vomissements et parfois des diarrhées). Par la suite, le patient va présenter la

triade classique de symptomes : des frissons, de la fievre puis des sueurs.
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5.2. Fiévre bilieuse hémoglobinurique

C’est un syndrome qui se produit lors d’une infection a P. falciparum associée a la prise d’antipaludiques
appartenant a la famille des amino-alcools, tels que la quinine, I'halofantrine ou encore la méfloquine.
En effet, il est généralement diagnostiqué chez des patients caucasiens ayant vécu en Afrique
subsaharienne pendant plus de deux ans, qui ont été en contact fréquent avec le paludisme dans les zones
endémiques et qui ont pris de maniere répétée et irréguliere ces médicaments antipaludiques. Elle se
caractérise par une hémolyse intravasculaire aigu€, avec comme symptomes de la fievre (non
systématique), des urines de couleur foncée (porto), un ictére (jaunissement de la peau et des yeux), des
nausées et des vomissements, une diminution significative de la production d'urine (oligo-anurie) et une
anémie sévere. Il est important de noter que ce syndrome contre-indique définitivement l'utilisation de

cette classe d’antipaludiques.

5.3. Acces pernicieux a P. falciparum

Représentant 1 a 10% des cas, le neuropaludisme est une des complications majeures d’une infection a
P. falciparum (21). 1l peut survenir a la suite d'un acces palustre de primo-invasion non ou mal traité ou
des le début de l'infection, avec des symptomes assez évocateurs. Les manifestations cliniques sont
exprimées par une fievre accompagnée d’un dysfonctionnement cérébral, notamment un trouble de la
conscience, des convulsions, pouvant évoluer vers un coma (mauvais pronostic). Cela peut étre associé
a des manifestations viscérales (avec des complications respiratoires, hépatiques, rénales, vasculaires),
pouvant évoluer rapidement vers le déces du patient, en 24 a 48h chez les enfants, expliquant I’urgence
diagnostique et thérapeutique de cette infection (6,21). Ces symptomes sont dus a une séquestration des
hématies parasitées dans les capillaires cérébraux et s’expliquent par plusieurs mécanismes. Tout
d’abord, les hématies vont développer des capacités cytoadhésives par l'acquisition de protéines, tel que
la PFEMP1, qui vont pouvoir se lier a des récepteurs (ICAM-1, CD36) situés a la surface de I'endothélium
(cytoadhérence), des plaquettes (clumping) ou d’autres globules rouges infectés (autoagglutination) ou
non infectés (rosetting) et peut aboutir a des troubles circulatoires, une occlusion vasculaire et a une

inflammation (22).

Les criteres de gravité ont été définis par ’OMS en 2000 (23) (Figure 7). La présence d’un seul de ces

criteres suffit a poser le diagnostic d’acces palustre grave.
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Figure 7 : Criteres de gravité du paludisme grave d’importation de 1’adulte a P. falciparum (23)

6. Diagnostic parasitologique

Le diagnostic du paludisme est possible grace a 1’association de plusieurs techniques, telles que la
microscopie, I’immuno-chromatographie, ou les techniques moléculaires. Le diagnostic de certitude est
permis par la mise en évidence des formes érythrocytaires de Plasmodium sur un prélévement de sang
périphérique par microscopie. L’association d’une technique sensible (goutte épaisse, QBC ou technique
de biologie moléculaire a réponse rapide) a un frottis mince (évaluation de la parasitémie et identification
des espéces) est pour cela nécessaire (23) (Figure 8). Etant un diagnostic d’urgence, le résultat doit étre

obtenu dans un délai maximal de 2h aprés réception du prélévement par le laboratoire.
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Figure 8 : Logigramme du diagnostic biologique du paludisme d’apres le SPILF (2017) (23)
6.1. Diagnostic microscopique

L’examen microscopique est un élément essentiel dans le diagnostic du paludisme, reposant sur diverses

techniques dont les plus couramment employées sont la goutte épaisse et le frottis mince (Figure 9).

Figure 9 : Goutte épaisse (en haut) et frottis sanguin (en bas) apres coloration

La goutte épaisse, méthode de référence, consiste au dépdt d’une goutte de sang sur une lame. Cette
goutte sera légeérement étalée puis colorée selon la méthode de Giemsa. Les globules rouges étant
hémolysés, les diverses formes du parasite seront libérées et visibles sur I’ensemble de la lame (Figure
10), permettant ainsi une détection plus précise. Bien qu’excellente pour le diagnostic de genre, le
diagnostic d’espece est impossible avec cette méthode. La limite de détection est estimée a pres de

50 parasites/uL dans des conditions optimales, équivalent a une parasitémie de 0,001 % (24).
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Figure 10 : Trophozoites de Plasmodium sp. sur une goutte épaisse colorée au Giemsa

Le frottis mince, examen de premiére intention du fait de sa simplicité, consiste en ’étalement de 3 uLL
de sang sur la lame. Elle est ensuite colorée selon la méthode de May-Griinwald-Giemsa (MGG). Les
parasites, se trouvant a I’intérieur des hématies, sont colorés en rouge (noyau) et bleu (cytoplasme)

(Figure 11).

Figure 11 : Trophozoites de P. falciparum sur un frottis sanguin coloré au MGG et une goutte épaisse
colorée au Giemsa

Cette technique permet le diagnostic d’espece, qui est crucial pour le choix du traitement, ainsi que la
quantification de la parasitémie, pouvant tre utile pour évaluer la gravité de l'infection. La parasitémie
est exprimée en pourcentage et représente la proportion de globules rouges infectés. Elle doit étre
néanmoins complétée d'une autre technique plus sensible. Cette méthode, ayant une sensibilité moins

bonne que la goutte épaisse (1/10), peut se présenter négative lors d’une faible parasitémie (25).

Le QBC est basé sur une technique de centrifugation en tube capillaire, permettant de concentrer
I’échantillon et d’en augmenter la sensibilité. Les parasites, se retrouvant aprés centrifugation au niveau

de la couche leucocytaire, sont ensuite marqués de manicere non spécifique avec un fluorochrome
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(acridine orange). Sa sensibilité est équivalente a celle de la goutte épaisse et elle ne permet pas non plus
le diagnostic d'espece. Elle exige en revanche 1'utilisation d'un équipement spécialisé, comprenant une
centrifugeuse pour séparer les différentes couches cellulaires du sang ainsi qu'un microscope a

fluorescence de qualité pour l'observation des parasites (25,26).

6.2. Diagnostic direct par test de diagnostic rapide

En parallele de ces techniques microscopiques, un test de diagnostic rapide (TDR) par immuno-
chromatographie sur bandelette est trés souvent associé. Il a été développé pour simplifier et améliorer
le diagnostic biologique du paludisme. Il consiste en la détection de protéines spécifiques de Plasmodium
par chromatographie sur un support solide. Plusieurs kits différents existent, assez faciles d'utilisation et

conditionnés individuellement.

Au sein des Hopitaux Universitaires de Strasbourg (HUS), le kit utilisé est le PALUTOP +4 OPTIMA®
de Biosynex. Ce kit permet, en utilisant une méthode sandwich de capture (ELISA), la détection
qualitative des antigénes des 4 especes de Plasmodium dans le sang total ou sang veineux (P. falciparum,
P. vivax, P. malariae et P. ovale), notamment la protéine PfHRP-2, spécifique de P. falciparum (bande
Pf), un épitope de pLDH spécifique de P. vivax (bande Pv) et I’enzyme pLDH commune a toutes les
especes de Plasmodium (bande Pan) contribuant donc au diagnostic de genre et a 1’orientation du
diagnostic d'espece (27) (Figure 12). La bande C correspond a la bande contrdle, permettant de vérifier
la qualité du test. Les protéines PfHRP2 et PfHRP3 (protéines riches en histidine) sont synthétisés a
partir des genes Pfhrp2/3 lors du stade sanguin de I’infection, mais aussi au stade sexuel précoce (1).
Elles ne sont cependant pas sécrétées lors de la phase de gamétogonie, la bande correspondante pouvant
alors ne pas apparaitre. La limite de détection est assez basse pour P. falciparum, de 100 parasites/puL,
lui conférant une bonne sensibilité (1). D’apres la validation de méthode de Biosynex, le test a une

sensibilité et une spécificité de 100% (27).
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Figure 12 : Test de diagnostic direct positif pour P. falciparum, P. vivax et Pan-Plasmodium (27)
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Certains parasites, incapables d’exprimer ces protéines PFHRP2/PfHRP3 suite a une délétion importante
dans les geénes Pfhrp2 et Pfhrp3, vont malheureusement étre indétectables par TDR (3). Cela donne lieu
a des résultats faussement négatifs, retardant la mise en place d’un traitement et contribuant a terme a la
propagation de la maladie. Cela a été signalé pour la premicre fois en Amérique du Sud, avec une
prévalence de certaines populations de P. falciparum allant jusqu’a plus de 50 % de délétions dans un
ou les deux genes (1). Elle s’est aujourd’hui répandue dans une grande partie des zones d’endémies de
P. falciparum (Figure 13). Cette évolution souligne I’importance capitale de surveiller cette délétion
pour garantir un diagnostic précis du paludisme. Des méthodes de diagnostic alternatives ne dépendant

pas de PfHRP2 peuvent également étre envisagées dans les zones de fortes prévalences.

Figure 13 : Cartographie mondiale de la délétion du géne Pfhrp 2/3 selon I’OMS (28)

L'association du frottis mince et d’un TDR ne garantissant pas une sensibilité optimale, un contréle entre
12 et 24 heures lors d’un résultat négatif ou douteux est impératif. Un controle par biologie moléculaire

(PCR) peut étre également envisagé (23).

6.3. Diagnostic direct par biologie moléculaire

Ces techniques, d’une sensibilité excellente et permettant le diagnostic d'espece ont simplifi¢ de maniére
importante le diagnostic de certains cas compliqués. Elles ont cependant un temps de réalisation assez
long et un certain colit ne leur permettant pas, a I’heure actuelle, d’étre envisagées en diagnostic de
routine. L une des alternatives a ces techniques, la LAMP (Loop Mediated Isothermal Amplification),
en raison de sa grande sensibilité et de sa rapidité de réalisation (40 minutes), a pu étre intégrée a

I’algorithme de diagnostic primaire aux HUS. En effet, d’aprés De Koninck ef al., (24), elle a montré
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une concordance de 100 % avec la PCR, la TDR et la microscopie, donnant une sensibilité¢ et une
spécificité de 100 % (IC a 95 % 95,1 a 100 % et 89,7 a 100 %, respectivement) et avec une limite de
détection s’approchant des 0,5 parasites/uL pour P. falciparum et P. vivax, c’est-a-dire un seuil de
détection 100 fois supérieur a la goutte épaisse. Son intérét majeur est sa valeur prédictive négative
(VPN), qui nous permet d’écarter un acces palustre lorsque le résultat est négatif (24). Toutefois, le
résultat, portant uniquement sur le diagnostic de genre et étant purement qualitatif, elle ne pourra pas

étre utilisée seule.

6.4. Diagnostic indirect

La sérologie permet, par le dosage des anticorps dirigés contre Plasmodium, de mettre en évidence une
exposition antérieure avec le parasite. Elle n’a cependant aucun intérét dans le diagnostic de l'acces

palustre.
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Partie 2 : Traitements et Résistances

1. Traitements antipaludiques

1.1. Généralités

Les traitements antipaludiques jouent un rdle déterminant dans la lutte contre le paludisme. Ces
traitements visent a traiter 1'infection parasitaire, a réduire les symptomes et a prévenir les complications
graves. L'utilisation d'un traitement spécifique dépend de divers facteurs tels que l'espece de parasite
impliquée, sa sensibilité aux médicaments et la gravité de l'infection. Il est essentiel de diagnostiquer
correctement le paludisme avant d'administrer un traitement antipaludique, afin d'éviter les erreurs de

médication et de minimiser 1'émergence de la résistance aux médicaments.

1.2. Antipaludiques existants

Plusieurs classes sont utilisées dans le traitement du paludisme, notamment les sesquiterpénes,
correspondant a I’artémisinine et a ses dérivés, les quinoléines, les antifolates et les naphtoquinones
(19,29). Certains antibiotiques peuvent également étre utilisés, comme la doxycycline, la tétracycline et
la clindamycine. De nombreux mécanismes d’actions ont été décrits. Certains agissent en inhibant la
cristallisation de I’héme, un produit toxique libéré lors de la dégradation de I’hémoglobine, en
hémozoine (substance inerte) dans la vacuole digestive. D’autres agissent en bloquant la fabrication des
acides nucléiques ou encore en produisant de radicaux libres et en alkylant les protéines et lipides du

parasite.

1.2.1. Les quinoléines

Les quinoléines comptent 3 classes chimiques différentes :

- Les 4-aminoquinol€ines : chloroquine, pipéraquine, amodiaquine, pyronaridine
- Les 8- aminoquinoléines : primaquine

- Les amino-alcools : méfloquine, luméfantrine, halofantrine

Elles agissent toutes selon un mécanisme d'action similaire en inhibant une étape de la dégradation de
I'hémoglobine se déroulant dans la vacuole digestive du parasite. Cette dégradation, permettant la
production de nutriments (acides aminés) nécessaires a la croissance du parasite, s’accompagne de la

production de la ferriprotoporphyrine IX, un composé dérivé de 1’héme et toxique pour le parasite. Elle
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est normalement neutralisée par cristallisation en hémozoine, substance inerte apparaissant sous la forme
de pigment noir au microscope. Ces antipaludiques, du fait de leur nature de bases faibles, se concentrent
dans la vacuole digestive et en diminuent I’acidité. Cela a pour effet d’inhiber cette étape de
détoxification de I’héme et d’entrainer une toxicité directe sur les stades sanguins, se traduisant par un

effet schizonticide (19).

La quinine, le premier antipaludéen, est un alcaloide isolé en 1820 a partir de I'écorce de quinquina
d’Amérique du Sud (Cinchona calisaya et C. pubescens). Cette écorce était utilisée depuis des siccles
par les jésuites au Pérou pour traiter la fievre (30,31). C’est a la suite de problemes d’approvisionnements
de la quinine dans une grande partie du monde, lors de la Seconde Guerre Mondiale, induite par
I’occupation japonaise des zones productrices de quinquina, que les efforts furent déployés pour
rechercher des alternatives thérapeutiques. Elle a grandement participé a la prise en charge des acces
palustre grave et est, a ce jour, proposée en deuxiéme intention dans le traitement du paludisme non

compliqué.

La chloroquine est un dérivé synthétique de la quinine et synthétisée pour la premicre fois en 1934 par
un chercheur allemand. Quelques années plus tard, nous découvrons qu’elle est plus efficace et mieux
tolérée que la quinine, contribuant a une avancée majeure dans le traitement du paludisme (32). Elle était
commercialisée sous le nom de Nivaquine® jusqu’en septembre 2022. Médicament efficace a action
prolongée, sir et rentable, elle était largement utilisée, surtout dans les années 1960 et 1970 (19,32).
Cependant, I’apparition de résistance, a la fin des années 1950, a entrainé une recrudescence de la
maladie, avec une augmentation de la morbidité et de la mortalité. En I'espace de 20 ans seulement, son
efficacité s'est considérablement affaiblie, limitant fortement son utilisation (33). Pour lutter contre cela,
d’autres traitements antipaludiques ont été déployés, parmi eux la sulfadoxine-pyriméthamine (des

antifolates) ainsi que la méfloquine (34).

La méfloquine (Lariam®), une quinoléine méthanol faisant partie de la classe des amino-alcools, est un
puissant schizonticide avec une demi-vie trés longue (20 jours). Son mécanisme d’action exact est
inconnu, mais certaines hypothéses évoqueraient la formation d’un complexe méfloquine-
ferriprotoporphyrine IX qui serait toxique. C'est en 1984, en Thailande, que la méfloquine a été adoptée
comme traitement de premicere ligne contre P. falciparum. Malheureusement, en six ans a peine, des
résistances sont apparues malgré les régles strictes de son utilisation, s'étendant rapidement dans toute
I’Asie du Sud-Est. En 1985, une combinaison de la méfloquine avec de la sulfadoxine-pyriméthamine
avait été mise en place dans le but de retarder au maximum l'apparition de cette résistance. Néanmoins,

elle fut trés rapidement abandonnée, n’apportant aucun avantage par rapport a l’utilisation de la
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méfloquine en monothérapie et les niveaux de résistances ne montrant pas de diminution significative.
En thérapeutique, la méfloquine n’est plus recommandée seule aujourd’hui. Elle est associée avec un
dérivé de ID’artémisinine, D’artésunate. De plus, bien qu'elle soit encore utilisable seule en
chimioprophylaxie dans certaines régions impaludées, la molécule est malheureusement bien connue
pour ces effets indésirables d’ordre neuropsychiatrique, notamment la dépression, les hallucinations ou

encore les délires paranoiaques (30,35).

La pipéraquine, une bis 4-aminoquinoléine, a ét¢ introduite dans les années 1960 en monothérapie. Elle
est restée efficace pendant une dizaine d’années, les premiers rapports ayant mis en évidence une
résistance étant paru dans les années 1970, répartie en partie en Asie du Sud-Est et en Chine. Il faudra
atteindre 2008 pour qu’elle soit prescrite en association avec autre dérivé de [’artémisinine, la
dihydroartémisinine. Le mécanisme d’action n’a pas encore été totalement élucidé mais il semblerait
similaire a celle des autres 4-aminoquinoléines. Son intérét porte sur sa tres longue demi-vie (13-28
. 7 J4 I3 J ) y . ‘ . . .

jours) et son efficacité conservée malgré la présence d’une résistance a la chloroquine, faisant de lui un

des principaux médicaments partenaires utilisés a ce jour (36).

La luméfantrine, un amino-alcool, a été introduite dans les années 2000 en association avec l'artéméther

pour former un traitement combiné efficace et qui est largement utilisé de nos jours (36).

En tant que amino-8-quinoléines, la primaquine et la tafénoquine sont pour I’instant les seules molécules
a avoir une activité sur les gamétocytes et sur les stades hépatiques tels que les hypnozoites, formes
quiescentes de P. ovale et P. vivax. Elles sont prescrites lors d’un acces palustre a ces deux espéces, pour
prévenir le risque de rechutes (reviviscences schizogoniques) apres le traitement initial. La tafénoquine
a pour avantage de pouvoir étre administré en une seule prise, d’étre bien tolérée et d’ainsi améliorer
I’observance du traitement. Cependant, elle aurait montré une efficacité inférieure a celle de la
primaquine (37). Leur mécanisme d’action est assez mal connu sur la phase hépatique. Sur les formes
sanguines, elles agiraient en perturbant le transport d'électrons de la chaine respiratoire mitochondriale,
générant ainsi des métabolites hautement réactifs qui vont entrainer des dommages oxydatifs. Enfin,
I’ajout de primaquine en dose unique est fortement recommandé lors d’un acces palustre a P. falciparum

pour son effet gamétocytocide.

La pyronaridine est une autre molécule dérivée de la quinoléine, récemment utilisé en combinaison avec
I’artésunate (Pyramax®) qui a montré une bonne efficacité contre le paludisme a P. falciparum non

compliqué de I’adulte et I’enfant de 5 kg dans toutes les zones d’endémie (38).
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La méfloquine, la luméfantrine, la pipéraquine, 1’amodiaquine et la pyronaridine sont actuellement
utilisées comme médicaments partenaires dans les combinaisons thérapeutiques a base d'artémisinine
(ACT) (19). Effectivement, bien que I’artémisinine et ses dérivés soient des traitements d’une grande
efficacité, a action rapide et puissante, ils sont malheureusement trés rapidement €liminés, au vu de leurs
demi-vies trés courtes (1-2h), nécessitant ainsi l'ajout d'un second antipaludique a plus longue durée
d'action. Le médicament partenaire, grace a sa longue demi-vie, va pouvoir agir sur les parasites résiduels
sur une période de plusieurs semaines. Cette combinaison permet alors une ¢limination de la majorité
des parasites en quelques jours, combinant plusieurs mécanismes d’actions et minimisant le risque

d’apparition de nouvelles résistances aux traitements (39).

1.2.2. Les antifolates

Les antifolates agissent sur la voie des folates (vitamine B9), voie métabolique essentielle a la synthése
des acides nucléiques, tels que la pyrimidine, empéchant la réparation de I’ADN et la bonne production
des protéines, indispensables a la survie du parasite (40). Ces médicaments vont inhiber la biosynthése
de l'acide folique en ciblant deux enzymes clé, la dihydroptéroate synthétase (DHPS) et la dihydrofolate
réductase (DHFR), entrainant une perturbation de la croissance cellulaire et de la multiplication du

parasite, ayant une division cellulaire rapide, aboutissant a sa mort.

Nous retrouvons dans cette catégorie d’antipaludiques la sulfadoxine, un sulfamide inhibant I’enzyme
PfDHPS, ainsi que la pyriméthamine et le proguanil, inhibant quant a eux la PfDHFR (41). Les
médicaments sont commercialisés sous forme d’association afin de permettre une action synergique sur
la voie des folates et d’augmenter leurs efficacités, les deux associations existantes étant la sulfadoxine-

pyriméthamine et I’atovaquone-proguanil.

L’association sulfadoxine-pyriméthamine fut une excellente alternative a la chloroquine, en particulier
en Afrique, étant peu colteuse, efficace et bien tolérée (40). L’efficacité de la pyriméthamine est
découverte au début des années 1950, lors d’essais en monothérapie sur des enfants africains (42). A
cette époque, lorsque la chloroquine était encore efficace, elle était principalement utilisée pour
I'administration massive de médicaments ou comme chimioprophylaxie. C’est cette utilisation en
monothérapie qui a favorisé I’apparition rapide de résistance. La sulfadoxine est testée quant a elle une
décennie plus tard, se révélant efficace et a action prolongée. C’est en Thailande, en 1967, qu’est utilisée
pour la premiere fois 1’association sulfadoxine-pyriméthamine en premieére intention, montrant une
réponse clinique importante lors d’un acces palustre a P. falciparum. 1l faut attendre les années 1990

pour qu’elle soit adoptée en Afrique (40). Malheureusement, au vu de la résistance qui s’est rapidement
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généralisée, il n’est plus recommandé de 1’utiliser en monothérapie en tant que traitement thérapeutique.
I1 peut étre prescrit en tant que médicament partenaire mais est surtout utilisé chez la femme enceinte a

partir du deuxiéme trimestre et chez le nourrisson en tant que traitement préventif intermittent (TPI)

(40,43).

1.2.3. Les naphtaquinones

Cette classe d’antipaludiques, dont fait partie I’atovaquone, cible spécifiquement le cytochrome b de
P. falciparum (PfCytB), se situant au niveau de la chaine respiratoire mitochondriale (dans le complexe

IIT) (donneur d’¢électrons mitochondriaux) (Figure 14) (41).
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Figure 14 : Chaine respiratoire mitochondriale (41)

L'atovaquone est utilisée en association avec le proguanil, dont le métabolite actif est le cycloguanil,
sous le nom commercial Malarone®. Le proguanil a une action synergique avec I’atovaquone en
dissipant le potentiel membranaire mitochondrial et permettant de limiter I'émergence de résistance.
C’est I’'une des chimioprophylaxies la plus utilisée par les voyageurs. Suite a I’émergence de résistances
et au vu de son cott élevé, elle est maintenant trés peu utilisé en zone d’endémie en tant que traitement

thérapeutique (44).

1.2.4. L’artémisinine et ses dérivés

L’artémisinine est un sesquiterpeéne isolé d’Artemisia annua, une plante utilisée depuis trés longtemps
en médecine traditionnelle chinoise, également connue sous le nom d’armoise douce ou de Qinghao. Ce
n’est que dans les années 1970 que sont découverts et isolés 1’artémisinine et ses dérivés, comprenant
l'artésunate, 'artéméther ainsi que la dihydroartémisinine qui correspond au métabolite actif (Figure 15)

(30,45).
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Figure 15 : Structure chimique de I’artémisinine et de ses dérivés synthétiques (45)

Leur utilisation en combinaison avec les médicaments partenaires en premicre intention dans le

traitement du paludisme n’est recommandée qu’au début des années 2000 (Figure 16) (39).
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Figure 16 : Chronologie de I’introduction de I’artémisinine et ses dérivés en tant que traitements
antipaludiques (39)

Leur découverte est intervenue a un moment crucial, devenant ainsi le deuxiéme traitement du paludisme
d’origine naturelle aprés la quinine (46). Ils sont capables de faire baisser la parasitémie jusqu’a 10 000
fois en seulement 48h (47). Cette capacité rapide d'action est décisive dans le traitement du paludisme,
notamment de formes sévéres de la maladie ou une intervention rapide est vitale pour la survie du patient.
Comme mentionné précédemment, ce sont des antipaludiques trés efficaces, mais d’une demi-vie
relativement courte. C'est pourquoi il a été mis en place une association avec un médicament partenaire
a ¢élimination plus lente, en tant qu’ACT, dans le cadre d'un traitement sur 3 jours, ceci dans le but

d'améliorer les taux de guérison et de ralentir le développement de la résistance (39).
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A ce jour, plusieurs ACT sont disponibles. Les 6 recommandées par I’OMS dans le traitement des
enfants et des adultes présentant un paludisme non compliqué a P. falciparum (a 1’exception des femmes
enceintes pendant le premier trimestre de la grossesse) sont I’artéméther + luméfantrine (Riamet®),
I’artésunate + amodiaquine, la dihydroartémisinine + pipéraquine (Eurartésim®), I’artésunate +
méfloquine, l'artésunate + sulfadoxine-pyriméthamine ainsi que 1’artésunate + pyronaridine (Figure 17)
(48).
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Figure 17 : ACT recommandées par 'OMS comme traitement de premiére intention du paludisme a
P. falciparum non compliqué (48)

En Asie du Sud-Est, les combinaisons thérapeutiques prédominantes sont I’artésunate-méfloquine et la
dihydroartémisinine-pipéraquine, tandis qu'en Afrique, ’artéméther-luméfantrine et I’artésunate-
amodiaquine sont les principales combinaisons utilisées, représentant environ 98 % des doses

administrées dans le monde (48).

Pour permettre leur activité, la dégradation de I'hémoglobine est un processus capital. En effet, ces
molécules ciblent spécifiquement les stades intraérythrocytaires de Plasmodium, durant lequel se produit
la dégradation de 'hémoglobine. Le fer héminique libéré lors de cette dégradation permet le clivage de
leur pont endoperoxyde, générant ainsi des radicaux libres. Ces radicaux libres peuvent ensuite réagir
avec les protéines, les lipides, I'ADN et d'autres molécules présentes dans le parasite, contribuant ainsi

a son élimination.

C’est par le biais du cytostome que s’opere 1’absorption et le transport de ’hémoglobine vers l'intérieur
du parasite. Il s’agit d’un genre de renflement de la membrane cellulaire agissant comme une bouche
cellulaire. Des invaginations cytostomales, qui sont des enfoncements de la membrane cellulaire,
transportent de I'hémoglobine et finissent par fusionner avec une vacuole digestive acide, ou aura lieu la

dégradation de ’hémoglobine (Figure 18) (49).
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Figure 18 : (A) Imageric mettant en évidence le cytostome et son rdle dans 1’absorption de
I’hémoglobine. (B) Mécanisme d’action des dérivés de I’artémisinine (49)

Tous ces dommages cellulaires aboutissent a une inhibition de la traduction protéique et a une
accumulation de protéines polyubiquitinées (marquées pour la dégradation médiée par le protéasome).
De plus, les artémisinines vont inhiber le protéasome ainsi que la formation de I’hémozoine, entrainant

une accumulation de I’héme, amplifiant le stress oxydatif (48).

Les artémisinines seraient également impliquées dans 1’inhibition de la phosphatidylinositol-3-kinase
(PI3K), qui est cruciale dans la voie de signalisation cellulaire PI3K/AKT/mTOR (50). Cette enzyme
est fondamentale pour la synthése de la phosphatidylinositol-3-phosphate (PI3P), qui s’avére essentielle
a la croissance du parasite. En effet, il a été signalé une augmentation des niveaux de PI3P a mesure que
les parasites évoluent, du stade d'anneau a celui de schizonte. Elle agirait en contribuant a la synthése

membranaire et a des phénomenes de fusion indispensables a cette croissance.

1.3.Prise en charge thérapeutique

Selon les recommandations de la SPILF, la prise en charge thérapeutique du patient est dépendante de
sa clinique ainsi que du bilan biologique. Seront donc tout d’abord recherchés les signes de gravité, tels
que des troubles de la conscience, une parasitémie élevée (>4%) ou encore un bilan biologique perturbé

(anémie sévere, ...) (23) (Figure 19).

Si un de ces signes est retrouvé, un avis du réanimateur est alors nécessaire. Le patient est alors

hospitalisé en urgence en réanimation et un traitement par artésunate en intraveineux (IV) (Malacef®)
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est instauré pendant au moins 24h. En effet, ’artésunate a montré une meilleure efficacité que la quinine
dans le traitement d’un acces grave. Il entraine un effet parasiticide rapide et puissant et inhibe les
phénomeénes de séquestration (rosetting et cytoadhérence) en quelques heures (23). Un relais par voie

orale est mis en place dés que possible avec une ACT pendant 3 jours.
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Figure 19 : Recommandations de prise en charge et de suivi devant un paludisme d’importation chez
I’adulte (23)

Lors de vomissements, méme si aucun des signes de gravité n’est retrouvé, une hospitalisation est
nécessaire et un traitement par quinine IV est mis en place. Enfin, dans le cas ou le patient ne présente
pas de signes de gravité et lors du respect de certains critéres (parasitémie <2%, absence de facteur de
risque associé ou de mauvaise observance, ...), la prise en charge en ambulatoire est possible. Si un seul
critére n’est pas vérifié, le patient est hospitalisé. Dans les 2 cas, un traitement par la dihydroartémisinine
(aussi appelée arténimol)-pipéraquine ou I’artéméther-luméfantrine est instauré en premiére intention.
Elle pourra étre substituée par de 1’atovaquone-proguanil en deuxieéme intention et par de la quinine en

troisiéme intention (Figure 19) (23).
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De plus, un suivi clinique et biologique est recommand¢ afin de vérifier I’efficacité du traitement. Ainsi
sont réalisés un frottis sanguin et une goutte épaisse au 3°™ (J3), au 7°™ (J7) et au 28°™ jour (J28) (23).
Des gamétocytes peuvent étre retrouves apres traitement. Leurs présences ne justifient pas une seconde

cure d’antipaludiques.

2. Résistances aux antipaludiques

2.1. Introduction

La compréhension des origines de la résistance et de ces mécanismes de propagation est capitale afin
d’¢laborer des stratégies visant a réduire son impact et d’alléger la charge mondiale de la maladie. Pour
cela, nous nous intéresserons d’abord a I’Asie du Sud-Est, zone géographique trés importante dans la
résistance du paludisme. Nous verrons ensuite les tests mis en ceuvre afin de mettre en évidence cette
résistance pour enfin nous intéresser aux différents marqueurs existants en Afrique ainsi qu’a leur

évolution.

2.2.Asie du Sud-Est : un foyer d’apparition des résistances aux antipaludiques

Le foyer d’apparition des résistances se situe en Asie du Sud-Est, dans la région du Grand-M¢ékong, et
plus particulierement a la fronti¢re entre le Cambodge et la Thailande. Apres I’émergence de résistances
a la chloroquine, a la sulfadoxine, a la pyriméthamine, a la quinine et a la méfloquine, des parasites
résistants aux dérivés de D’artémisinine ont finalement fait leur apparition. Les résistances a la
chloroquine et a la sulfadoxine-pyriméthamine ont fini par se répandre largement en Afrique
subsaharienne, compliquant la prise en charge des patients et obligeant une modification des stratégies

thérapeutiques dans certaines régions (Figure 20) (19).
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Figure 20 : Répartition de la résistance de P. falciparum a la chloroquine, a la sulfadoxine-
pyriméthamine et a I'artémisinine en Afrique et en Asie du Sud-Est (19)

La résistance aux antipaludiques a été fortement influencée par la maniere dont ces traitements ont été
utilisés et par les circonstances sociales et économiques qui entourent leur utilisation. Des facteurs tels
que l'automédication, les doses inappropriées, les interruptions de traitements prématurées et les
utilisations non-conformes aux directives médicales ont toutes contribué a 1'émergence de la résistance
(34). De ce fait, il a été notifi¢ par ’OMS une utilisation inappropriée des antipaludiques ou de
médicaments de mauvaise qualité, tels que des médicaments contrefaits ou de qualité inférieure
(mauvaise concentration de principe actif, d’excipients ou dégradation a la suite d’une mauvaise
conservation) (11). La pression médicamenteuse exercée par ces médicaments sous-dosés sur les
souches de parasites favorise la sélection de mutants résistants par le biais d’une pression

médicamenteuse (51).

En paralléle, les conditions de vie, l'acceés limité aux soins de santé de qualité, la prévalence du
paludisme, ainsi que la disponibilité et la qualité¢ des médicaments dans certaines régions ont ¢galement
joué un réle capital dans ce phénomene (40). Cela souligne 1'importance de stratégies globales qui vont
au-dela de la simple mise a disposition de médicaments efficaces, en incluant des mesures éducatives,

préventives et de surveillance afin de lutter au mieux contre la résistance aux antipaludiques.

2.3. Mise en évidence de la résistance
La surveillance de la résistance a été possible grace a la réalisation de différents tests, tels que les tests
in vivo et in vitro, ainsi que l'identification de marqueurs de résistance. Ce sont a I’heure actuelle des

outils primordiaux pour comprendre 1'évolution de la résistance aux médicaments antipaludiques (52).
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2.3.1. Tests in vivo et in vitro
Les tests de résistance in vivo ou tests d’efficacité thérapeutique (TES), méthodes de référence
standardisées par I’OMS, consistent en I'administration d'un traitement antipaludique a des patients
infectés et a leur suivi biologique et parasitologique, sur une période de 28 ou 42 jours (selon le
médicament partenaire administré) (Figure 21). Ces tests permettent de distinguer quatre types de

réponse au traitement :

- L’¢échec thérapeutique précoce
- L'échec parasitologique tardif
- L'échec clinique tardif

- Une réponse clinique et parasitologique adéquate

Elles permettent donc le recueil d’informations précieuses sur l'efficacité clinique des antipaludiques

utilisées dans une région donnée.

Cependant, ils vont étre affectés par des facteurs tels que 1'immunité de I'hote, la qualité et la bonne
quantité¢ des médicaments administrés. Par exemple, pour la quinine, la résistance in vivo a été définie
comme l'incapacité a éliminer le parasite apres un traitement a la quinine de 7 jours, a des doses efficaces.
Pour cela, il est nécessaire d'administrer la quinine toutes les 8 heures, une fréquence de prise qui peut
étre compliquée a suivre pour le patient. De plus, 1’association d’effets indésirables survenant
fréquemment a la seconde moitié du traitement, une période pendant laquelle le patient est souvent
asymptomatique, & un golt plutdt amer du médicament, peut aboutir a de sérieux problémes
d'observances du traitement (31). Il est alors primordial de faire la distinction lors de I’interprétation des

résultats entre un apport insuffisant du médicament et une véritable résistance.

Figure 21 : Test d’efficacité thérapeutique (TES) (53)
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Les tests de résistance ex vivo/in vitro impliquent I’exposition de P. falciparum a des concentrations
définies de médicaments antipaludiques, dans des conditions de laboratoire controlées (52). Elle est
¢valuée par I’utilisation de la concentration inhibitrice a 50% (CI50), représentant la concentration
d’antipaludique nécessaire pour inhiber la croissance de 50 % des parasites par rapport a témoin non
traité. Plusieurs antipaludiques vont pouvoir étre étudiés en méme temps, et cela tout en s’affranchissant
des facteurs liés a I’hote. Bien que les données fournies soient précieuses, elles ne sont pas toujours
fideles a la complexité des interactions médicamenteuses in vivo. A ce jour, des recherches approfondies
visent a établir une corrélation entre les résultats obtenus in vitro et les réponses in vivo, tout en étudiant

les mécanismes sous-jacents (31).

2.3.2. Marqueurs de résistances

L’avancée de la biologie moléculaire a révolutionné la surveillance de la résistance aux médicaments.
En effet, la détection de marqueurs moléculaires, correspondant a des mutations clé au sein des genes
cibles, a contribué¢ a une meilleure analyse de 1'évolution des souches résistantes, a estimer leur
prévalence au sein des populations et a étudier leur propagation dans différentes régions (52). L'analyse
est réalisable a partir d'un simple échantillon de sang, facilitant ainsi sa mise en ceuvre lors d’enquétes
épidémiologiques ou encore dans des zones de conflit ou des camps de réfugiés. De ce fait, 1’évaluation
plus rapide d’un grand pool d'échantillons est possible, contrairement aux tests in vivo qui nécessitent
un suivi plus contraignant des patients. Elle permet une détection précoce de I'émergence de la résistance,
avant méme qu'elle ne se manifeste cliniquement, ceci tout en évitant les biais liés a 1'hote et a

I'environnement.

L’étude des marqueurs de résistance associés aux antipaludiques efficaces par le passé, par exemple la
chloroquine, est toujours contributif dans [’amélioration de la surveillance moléculaire des
antipaludiques actuellement utilisés, y compris les ACT (40). Ces marqueurs sont en effet impliqués
dans la résistance a plusieurs antipaludiques encore prescrits de nos jours. Cette étude permet également

de suivre I’évolution de la prévalence de la résistance dans certaines régions, apres ’arrét du traitement.
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Tableau 1 : Les antipaludiques, leurs cibles ainsi que les marqueurs de résistance associés (19,20,53)

Classes chimiques

Noms communs

Stades parasitaires ciblés

Marqueurs de résistance

P. falciparum
Sesquiterpénes Artémisinine Tous les stades du parasite Pfkelchli3
Artésunate
Arthémether
Dihydroartémisinine
4-Aminoquinoléines Chloroquine Stades sanguins (trophozoite et Pfert, Pfindrl
schizonte)
Amodiaquine Stades sanguins (trophozoite et Pfert, Pfmdrl
schizonte)
Pipéraquine Stades sanguins (anneau, Pfpm2/3 (amplifications),
trophozoite et schizonte) Pfert
Pyronaridine Stades sanguins (trophozoite et Pfert
schizonte)
Amino-alcools Quinine Stades sanguins (trophozoite et Pfert, Pfmdrl
stades I a III des gamétocytes)
Méfloquine Stades sanguins (trophozoite et Pfindrl (amplifications)
schizonte)
Luméfantrine Stades sanguins (trophozoite et Pfert, Pfmdrl
schizonte)
Halofantrine Stades sanguins (trophozoite et Pfert, Pfindrl
schizonte)
8-Aminoquinoléine  Primaquine Sang (gamétocyte) et foie Inconnu
(schizonte)
Antifolates Pyriméthamine Sang et schizonte hépatique et Pfdhfr
stade du moustique (oocystes)
Sulfadoxine Sang et schizonte hépatique Pfdhps
Proguanil Stades sanguins (schizonte et Pfdhfr
gamétocyte) et schizonte
hépatique
Naphthoquinone Atovaquone Stades sanguins (schizonte et Pfeyth

gamétocyte) et schizonte
hépatique

Au cours des dernieres années, des marqueurs de résistance a plusieurs traitements antipaludiques
actuellement utilisés ont été identifiés et décrits (Tableau 1) (19). De ce fait, le suivi des sensibilités aux
médicaments lors des infections cliniques devient impératif pour orienter la stratégie thérapeutique ainsi
que les initiatives de distribution massive de médicaments visant I'éradication du paludisme. La mise a
jour de marqueurs moléculaires de résistance a considérablement facilité la détection et la dissémination

des parasites résistants aux médicaments.
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La résistance aux médicaments va résulter de plusieurs mécanismes différents. Elle peut étre due a un
mécanisme catalytique direct, induit par I'amplification du géne codant pour l'enzyme cible, voir par le
transporteur qui expulse le médicament hors du parasite. Elle peut également découler de processus qui

visent a atténuer la toxicité induite par le médicament.

2.4. Résistance a la chloroquine et ces analogues structuraux

2.4.1. Apparition de la résistance

La résistance a la chloroquine est apparue a la fin des années 1950 en Asie du Sud-Est pour ensuite se
répandre en Afrique de I’Est puis Centrale (a partir des années 1980), devenant finalement un probléme

sérieux dans de nombreux pays d'Afrique de I'Ouest dans les années 1990 (Figure 22) (34,42).
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Figure 22 : Evolution de la propagation mondiale de la résistance a la chloroquine depuis son apparition
en 1957 jusqu’en 2006 (34)

L'apparition de la résistance a la chloroquine dans la province de Pailin au Cambodge s'explique en
grande partie par le traitement inapproprié des travailleurs migrants non immunisés venus travailler dans
les mines d'extraction de pierres précieuses. Ces migrants, vivant dans des conditions trés rudimentaires
et dans une zone humide, étaient fortement exposés au vecteur et par conséquent, au parasite. Cette
situation a conduit a plusieurs épidémies de paludisme. Un traitement a €té mis en place, mais n'a
malheureusement pas été¢ administré a des doses curatives, favorisant la sélection de souches résistantes
et contribuant ainsi a l'émergence de la résistance dans la région. De plus, les programmes
d'administration massive de médicaments (AMM) a 1'échelle mondiale ayant eu lieu dans les années

1950 et 1960 auraient également joué un role dans l'essor de la résistance. En effet, une corrélation
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significative entre les régions ou les AMM ont été déployées et les premicres apparitions de la résistance

a la chloroquine a été rapportée (34).

Concernant la quinine, une résistance est apparue relativement récemment en Asie du Sud-Est et en
Afrique. Plusieurs études ont mis en avant une conservation de la sensibilité de la quinine entre 1970 et
2000, période pendant laquelle 1'efficacité d’autres traitements tels que la chloroquine ou la méfloquine
avait déja considérablement diminué (31). En Asie du Sud-Est, la résistance a ét€¢ mise en évidence de
maniere in vitro et in vivo, contrairement a I’ Afrique, ou elle n’est exprimée qu’in vitro pour I’instant.
Si une évolution vers une résistance in vivo venait a étre observée, cela risquerait de poser un probléme
dans la prise en charge du paludisme grave, la quinine étant actuellement toujours utilisée. Une résistance
crois€e in vitro entre la quinine et ses analogues structuraux, notamment la chloroquine, la luméfantrine

et la méfloquine a également été observée et s’expliquerait par des mécanismes de résistance similaires.

2.4.2. Les marqueurs identifiés

Deux geénes en particulier, codant pour des protéines de transport situées au niveau de la vacuole
digestive, ont été identifiés comme étant responsables de cette résistance: Pfert (P.
falciparum chloroquine resistance transporter) et Pfimdr1 (P. falciparum multidrug resistance 1). Ils vont
avoir un impact sur la concentration intraparasitaire de plusieurs antipaludiques et donc sur leurs

efficacités.

2.4.2.1. Géne Pfcrt

Le géne Pfcrt, qui se trouve sur le chromosome 7, joue un role central dans la résistance a la chloroquine
(42). 11 code pour la protéine PfCRT, une pompe a efflux localisée au sein de la vacuole digestive et est
habituellement peu exprimée. Néanmoins, les polymorphismes au niveau du geéne Pfcrt favorise
I’expulsion de I’antipaludique de la vacuole digestive, diminuant ainsi sa concentration et par continuité
son efficacité. La mutation non-synonyme la plus retrouvée est la K76T (Thréonine—Lysine) et est
associée au développement de la résistance a la chloroquine en Afrique et a I’échelle mondiale.
Cependant, cette résistance nécessiterait la présence d’au moins quatre autres mutations, telles que C72S,
M741,N75E, A2208S, Q271E, N326S, I356T et R3711 (48). Il est é¢galement responsable d’une résistance
du parasite a I'amodiaquine et a la quinine, bien que I’implication de la mutation K76T dans la résistance
de la quinine ait donné lieu a des résultats contradictoires (31). En effet, il a été noté, en Asie du Sud-

Est, que l'activité in vitro de la quinine a tendance a étre inversement liée a celle de la chloroquine, alors
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que dans le reste du monde, leurs activités sont corrélées, montrant une certaine complexité de la

résistance a la quinine.

Les polymorphismes des régions allant du codon 72 au codon 76 de Pfcrt conduisent a la formation de
différents haplotypes mutants, qui sont d’excellents marqueurs du suivi de la résistance a la chloroquine.
L’haplotype sauvage, CVMNK, va subir des mutations qui donne alors naissance a différents haplotypes
mutants, dont les principaux sont CVIET, le plus fréquemment retrouvé en Afrique et qui entraine une
résistance significative, et SVMNT, qui prédomine en Amérique du Sud (54). CVIET trouve son origine
en Asie du Sud-Est, pour se répandre par la suite en Afrique, tandis que SVMNT aurait tout d’abord

émergé en Papouasie-Nouvelle-Guinée (42).
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Figure 23 : Origine et propagation des haplotypes mutants de Pfcrt (42)

2.4.2.2. Géne Pfmdrl

Ce gene a ¢été découvert lors des recherches sur les résistances a la chloroquine (55). Situé sur le
chromosome 35, il code pour une glycoprotéine et plus exactement pour un transporteur de type ABC
(ATP binding cassette) (52). Cette pompe va avoir un rdle détoxifiant en expulsant en particulier les
antipaludiques hydrophobes de I’intérieur du parasite, réduisant ainsi leur efficacité. Il a donc un impact

sur la sensibilité de nombreux antipaludiques.
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Plusieurs mécanismes ont été décrits (19,42,52,55) :

- Des amplifications du géne, augmentant 1’expression de la protéine et aboutissant a une réduction
importante de la sensibilité de plusieurs amino-alcools, tels que la méfloquine, la quinine et de
la luméfantrine (56)

- Des polymorphismes génétiques de différents codons, notamment N86Y (Asp—Tyr), Y184F,
S1034C, N1042D et D1246Y, certaines mutations ayant un impact clinique moins importantes
que d’autres (57).

Concernant la résistance a la quinine, ce sont plutot les mutations N1042D, S1034C et D1246Y qui ont

été retrouvées lors d’une résistance importante (31).

Il est important de noter que la présence de mutations de Pfmdri seul ne conduit pas nécessairement a
une réduction de I'efficacité de la chloroquine. En réalité, c’est 1’association de Pfimdr1, essentiellement
N86Y, avec la mutation Pfcrt K76T, retrouvée dans de nombreuses régions endémiques, qui va entrainer

une augmentation du degré de résistance (42,58).

Les haplotypes mutants principaux vont étre définis par la présence de mutations sur les codons N§6Y,
Y 184F et D1246Y. L’ haplotype sauvage de PfindrI correspond a I’haplotype NYD. D’autres haplotypes
mutants existent et sont sélectionnés par certains ACT. Effectivement, I’artéméther-luméfantrine et
l'artésunate-amodiaquine participe a la sélection de deux haplotypes, respectivement le mutant NED et

le mutant YYY (19,55).

2.4.2.3. Génes Pfpm2/3

Situé sur le chromosome 14, ce géne code pour des protéases, les plasmepsines 2 et 3, et est impliqué
dans la résistance a la pipéraquine. Ces protéases jouent un role décisif dans la dégradation de
I'hémoglobine dans la vacuole digestive du parasite. Chez les parasites résistants a la pipéraquine in vivo
et in vitro, il a été observé une augmentation du nombre de copies de ces genes, pratiquement toujours
associé¢e a des mutations du geéne Pfcrt ou alors a I’absence d’amplification du géne Pfindri (59). Ces
amplifications favorisent le processus de dégradation de I'hémoglobine, entrainant une augmentation de
la libération des acides aminés et aboutissant a la synthése de nouvelles protéines. Ce mécanisme permet
donc a terme de compenser l'inhibition du catabolisme de I'hémoglobine provoquée par le traitement et
de favoriser la survie du parasite. L’utilisation répandue de la dihydroartémisinine-pipéraquine en Asie

du Sud-Est exerce une pression médicamenteuse, favorisant ainsi la sélection des mutants Pfpm2/3 (59).
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Les mutations de Pfcrt semblent induire une résistance significative in vifro, méme en 1’absence de
I’amplification de Pfpm2/3. 1l est important de noter que les mutations retrouvées lors d’une résistance
a la chloroquine (Pfcrt 74,75, 76,220,271, 326,356, 371) sont différentes de celles liées a la pipéraquine
(Pfert 93, 97, 145, 218, 343, 350, 353) (60). En réalité, cela serait dii & un manque d’affinité des
transporteurs impliqués dans la résistance a la chloroquine pour la pipéraquine et inversement. Cette
relation inversée entre la chloroquine et la pipéraquine suggere la possibilit¢ de réintroduire la
chloroquine dans les zones ou la résistance a la pipéraquine est élevée. Cela pourrait constituer une
stratégie prometteuse, méme si elle nécessite encore des études approfondies sur son efficacité et sa

faisabilité dans les régions concernées.

2.4.2.4. Problématique de la « tolérance a la luméfantrine »

La luméfantrine, largement utilisée en association a 1’artéméther, est liée a la sélection de parasites
sauvages porteurs de Pfcrt 76K et de Pfmmdrl 86N. Tout particulicrement, les associations Pfmdrl
86N/184F et 86N/1246D ont été rapportés plus fréquemment lors d’une réinfection chez des enfants
venant d’Afrique traités par de 1’artéméther-luméfantrine (61). Ils sont pour I’instant qualifiés de
parasites « tolérants a la luméfantrine », car aucune émergence de résistance n’a été observée jusqu'a
présent. Il sera toutefois important de les surveiller, afin de controler au mieux le passage vers une réelle
résistance. Comme avec la pipéraquine, cette sélection entrainerait une augmentation de la sensibilité de
la chloroquine, permettant d’envisager sa réintroduction dans les zones avec une résistance importante

a la luméfantrine (58).

2.4.2.5. Géne Pfnhe associé a la résistance a la quinine

Le transporteur échangeur Na/H, codé par le géne Pfnhe localisé sur le chromosome 13, serait impliqué
dans la résistance a la quinine (31). Une hypothése suggere qu'il pourrait jouer un réle dans la régulation
du pH cytosolique du parasite. La région la plus variable de ce géne est le microsatellite ms4760, qui est
le site d'insertion ou de suppression de 5 blocs : DNND (bloc I), DNNND (bloc IT), NHND (bloc III),
DKNNKND (bloc IV), DDNNNDNDNDD (bloc VI). Il a été validé, lors de 1'augmentation du nombre
de répétitions de DNNND, une diminution significative de 'activité de la quinine. De plus, une recherche
de I’'impact de l'association du gene Pfnhe avec Pfmdrl et Pfcrt sur la sensibilité¢ de la quinine a été
menée et elle aurait permis de mettre en évidence un meilleur marqueur de la résistance a la quinine in
vitro, correspondant a 'association de la recherche d’une augmentation du nombre de copies de DNNND
a un polymorphisme de Pfmdrl (31). L'association avec Pfcrt K76T n’aurait, quant a elle, pas montré
de différences significatives.
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2.4.2.6. Récapitulatifs des résistances aux quinoléines

Selon Ward et al. (49), ces 2 schémas résument les différents mécanismes mis en place au sein du parasite

ainsi que I’impact de la mutation de Pfcrt et de Pfimdrl (Figure 24).
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Figure 24 : Schémas représentant différents modes d’action et déterminants de la résistance des
médicaments antipaludiques (48)

La protéine PfKelch13 participe a I’endocytose de I’hémoglobine dans le cytosol qui va ensuite passer
dans la vacuole digestive, ou elle est dégradée par les plasmepsines 2/3 (Pfpm2/3), pour libérer des
peptides et de ’héme. Les mutations dans les protéines PIMDRI1 et de PfCRT vont impacter le transport
des médicaments et entrainer respectivement, une réduction de I’accumulation de médicaments dans la
vacuole digestive et une augmentation de la concentration dans le cytosol, aboutissant a une résistance
¢levée aux 4-aminoquinoléines et une sensibilité accrue a la luméfantrine, la méfloquine ainsi qu’aux

artémisinines, les cibles se situant plutot dans le cytosol.

2.4.3. Evolution en Afrique
2.4.3.1. Pfcrt

Les parasites résistants a la chloroquine ont commencé a se propager en Afrique par la cote Est, au milieu
des années 1970 et ont rapidement été retrouvés au Kenya, en Ouganda, ou encore au Malawi. C’est au
milieu des années 1980 que les parasites résistants ont atteint 1'Afrique centrale, touchant 1’Angola par
exemple, et I'Afrique de 1'Ouest, se répandant alors dans de nombreux pays et devenant un probléme

sérieux dans le continent africain.
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Plusieurs études, dont une réalisée entre 2012 et 2015 dans la province chinoise du Shandong par Xu et
al., analysant les polymorphismes de Pfcrt et Pfmdrl de patients infectés par P. falciparum revenant

d’Afrique, ont mis en évidence la présence majoritaire de I’haplotype CVIET, retrouvé également en

Asie du Sud-Est, et ’absence totale du mutant SVMNT dans 1’ensemble de ces échantillons (62). Ces
résultats sont également observés dans une autre étude réalisée au Sud-Ouest de I’Ouganda (54). De
plus, la prévalence de I’haplotype CVIET tournait autour des 20-30% dans les différentes régions
d’Afrique, se situant plutot autour des 80-90% il y a une dizaine d’années. Cela concorde avec plusieurs
¢tudes montrant une diminution de la prévalence au fil des derniéres années (54,63,64). Cette diminution
s’expliquerait par I’arrét de ’utilisation de la chloroquine, évitant ainsi la sélection de mutants et donc a
terme une restauration de la sensibilité. Toutefois, le mutant SVMNT aurait été observé en Tanzanie et
en Angola, ce qui pourrait étre préoccupant, car il est associ¢ a une résistance a I’amodiaquine (62). Il
est a noter également que les niveaux de résistances a la chloroquine varient considérablement d’une
région a ’autre, d’ou la nécessité de poursuivre une évaluation des profils de résistance sur tout le

territoire.

2.4.3.2. Pfmdrl

Xu et al. ont également rapporté que seules les mutations Pfmdrl sur les codons 86, 184 et 1246 ont été
retrouvées (62). Deux d’entre elles avaient été retrouvées a des fréquences assez considérables, N§6Y
dans un tiers des cas et Y184F dans presque deux tiers des cas, avec une prévalence importante de
I’haplotype NED. L’association des mutations Pfcrt K76T et Pfindrl N86Y a également été observée
dans 8,9% des cas. La mutation D1246Y, retrouvée a faible fréquence dans 1’étude, serait plutdt présente
en Amérique du Sud et sa présence en Afrique serait due a des échanges entre les 2 continents. Plusieurs

autres études ont retrouvé des chiffres similaires sur cette période-1a (65).

La prévalence de ces polymorphismes en Afrique subsaharienne aurait plutdt tendance a diminuer de
manicre importante ces derniéres années (63). Toutefois, suite a 'utilisation intensive de l'artéméther-
luméfantrine au Ghana, une augmentation de I'haplotype NFD aurait été observée (66). Il en est de méme
dans le Grand Mékong, ou I’utilisation de méfloquine en monothérapie pendant de nombreuses années
a favorisé la sélection et la propagation des amplifications du gene Pfindri. Elles ont été retrouvées a
une fréquence importante en Thailande, obligeant ainsi le changement du traitement de premicre
intention par de la dihydroartémisinine-pipéraquine. Diverses études menées en Birmanie retrouvaient
aussi une prévalence importante. Elles auraient toutefois été démenties par une enquéte de grande

envergure réalisée en 2016 (2%), permettant de conclure que la résistance a la méfloquine n’a pas donc
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pas encore ¢ét¢ sélectionnée dans ce pays (53). Tout cela suggere 1I’importance de surveiller 1’utilisation

des antipaludiques, en particulier ceux susceptibles de favoriser 1'émergence de parasites mutants.

Le nombre de données disponibles sur la présence des amplifications de Pfindrl en Afrique est assez
faible. Toutefois, elles auraient été observées de manicre assez rare pour I’instant, la méfloquine n’étant
plus prescrite dans ce continent depuis quelque temps. Sa prévalence a toutefois montré une tendance a
augmenter, surtout en Afrique de I’Est (63). Elles ont également été mises en évidence en Afrique de
I’Ouest, a une tres faible fréquence néanmoins (3%) et étaient absente en Afrique centrale (67). De plus,

en Angola, seulement un dixiéme des patients présentait plusieurs copies du géne Pfmdri (55).

Le suivi rapproché de ce marqueur est quand méme important au vu de I’utilisation répandue de la
luméfantrine en tant que médicament partenaire, et cela, afin d’évaluer au mieux son implication dans

la sélection de ces amplifications (67).

2.4.3.3. Pfpm2/3

Les amplifications de Pfpm2/3 ont été signalées en Asie du Sud-Est, notamment a I’est de la Thailande,
dans la province de Sisaket, ou elle fut retrouvée, dans une étude réalisée entre 2015 a 2018, avec une
prévalence importante (83,7%), impactant ainsi la prise en charge des patients et obligeant une

modification du traitement.

Concernant le continent africain, c’est en Afrique centrale qu’est signalée la prévalence la plus
importante, avec un pourcentage de 19,3%. Elle est suivie par I’ Afrique de 1'Ouest, qui retrouve 12,4%
d’amplifications et finalement par I’Afrique de I'Est et Australe avec 8,3%. Dans ces 3 régions, la
prévalence de ’amplification de Pfpm2/3 était trés variable d’un pays a 1’autre, allant par exemple de

0% a 50% en Afrique centrale, avec le taux le plus élevé enregistré au Burundi en 2019 (53).

2.44. Résistance a ’atovaquone

La résistance a I’atovaquone est due a des mutations du géne Pfcyth, entrainant des modifications dans
I’activité catalytique du parasite. En effet, elle code pour le complexe bcl, qui joue un réle dans le
transport des €lectrons au niveau de la chaine respiratoire et donc par continuité sur la synthése de I’ATP.
Elle serait induite par I’augmentation des dommages oxydatifs de ' ADN mitochondrial générés par
l'action de l'atovaquone (44). En effet, aucune mutation n’a été observée sur des isolats sauvages, qui

n’ont pas été soumis a une pression thérapeutique. De plus, 1’action synergique avec le proguanil est
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complétement dissipée. Une des mutations particulicrement retrouvées est la mutation Pfcyth
Y268S/C/N (19). En outre, une étude a établi une corrélation systématique entre cette mutation et

l'inefficacité clinique de la Malarone® dés les premiers jours de sa mise sur le marché dans de nombreux

pays (55).

2.4.5. Résistance a la sulfadoxine-pyriméthamine

2.4.5.1. Apparition de la résistance

La résistance a la sulfadoxine-pyriméthamine a, de manicre inattendue et contrairement a la chloroquine,
émergé tres rapidement, des 1’année de sa prescription. Elle est décrite pour la premiere fois dans les
années 1960 dans le Grand M¢ékong, mais seulement a partir des années 1990 en Afrique (40),

s’expliquant par son introduction tardive en traitement de premicre intention dans le continent.

2.4.5.2. Les marqueurs associés

Les résistances a la pyriméthamine et a la sulfadoxine sont causées par des mutations dans les sites
catalytiques des génes Pfdhfr et Pfdhps (19). Les plus fréquemment décrites dans le gene Pfdhfr, situé
sur le chromosome 4, sont les mutations N511I (asparagine en isoleucine), C59R (cystéine en arginine),
S108N (sérine en asparagine-/thréonine) et [164L (isoleucine en leucine) (Figure 25). D’autres
mutations, telles que la A16V (alanine en valine), la C50R (cystéine en arginine) ou encore la N511
(asparagine en isoleucine), existent, mais sont retrouvées plus rarement. La mutation S108N, la mutation
majoritaire, est responsable d’une diminution importante de 1’affinité de liaison du parasite pour la

pyriméthamine (40).
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Figure 25 : Mutations Pfdhfr associées a la résistance a la pyriméthamine (40)
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Quant au gene Pfdhps, situé¢ sur le chromosome 8, des mutations dans les plusieurs codons, notamment
1431V (isoleucine en valine), S436A (sérine en alanine), A437G (alanine en glycine), K540E (lysine en
acide glutamique), AS81G (alanine en glycine) et A613T (alanine en sérine/thréonine), ont été mises en
¢vidence et pour lesquelles un lien de causalité avec une résistance a la sulfadoxine aurait ét¢ démontré
(Figure 26) (40,43). Ce sont les mutations A437G et KS40E qui sont les plus retrouvées, la résistance
pouvant étre renforcée par I’ajout d’autres mutations, telles que S436A, A581G et A613S.
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Figure 26 : Mutations Pfdhps associées a la résistance a la sulfadoxine couramment rapportées (40)

L’analyse combinée de ces 2 genes est trés importante encore aujourd’hui. Cette combinaison est encore
largement utilisée dans le cadre du traitement préventif intermittent (TPI) chez la femme enceinte ainsi
qu’en tant que médicament partenaire dans les ACT, la propagation de la résistance limitant donc son

utilisation.

2.4.5.3. Haplotypes identifiés

Le suivi de la propagation de la résistance dans le monde a été rendu possible par I'identification des
différents haplotypes mutants de Pfdhfr, correspondant aux mutations au niveau des codons 50, 51, 59,
108 et 164. Parmi eux, nous retrouvons I’haplotype sauvage CNCSI, ainsi que les haplotypes mutants,
classés par fréquence décroissante en Afrique, CIRNI, qui est largement prédominant, suivi des
haplotypes CNRNI, CICNI, CNCNI. II semble que I’haplotype CNRNI, apparu a la frontiere
thailandaise, ait accumulé plusieurs mutations pour évoluer vers des mutations triples et quadruples (42)

(Figure 27).
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Figure 27 : Origine et répartition géographiqtie des différents haplotypes mutants de Pfdhfr (42)

Concernant le géne Pfdhps, I’haplotype sauvage, correspondant aux codons 431, 436, 437, 540, 581 et
613, est ISAKAA. Il existe de nombreux haplotypes mutants, les plus fréquents étant ISAEAA,
IAAKAA et ISGKAA.

2.4.5.4. Evolution en Afrique

Plusieurs études en Afrique ont étudié 'association entre les mutations génétiques et la résistance a la
sulfadoxine-pyriméthamine, tant in vitro qu’in vivo et ont établi une corrélation significative entre ces
deux parametres. Le triple mutant Pfdhfr NS1I/C59R/S108N (CIRNI) prédomine actuellement dans de
nombreux pays d’Afrique et est associé a la résistance partielle a la sulfadoxine-pyriméthamine
(40,42,43,68-70). La mutation quintuple, associant le triple mutant Pfdhfr au double mutant Pfdhps
A437G/K540E est associée a une résistance complete (70). A I'exception de la mutation K540E, les
changements des recommandations thérapeutiques face a I’émergence de résistance n’ont pas permis de
diminuer la prévalence des marqueurs tels que N511, C59R, S108N. Au contraire, leur prévalence semble
avoir augmenté jusqu'a atteindre un niveau saturé dans la population, indiquant ainsi une tres forte

prévalence des 2005 (64).

La mutation Pfdhfr 1164L a été signalée dans différents pays africains, tels que le Ghana, et rendrait, en
association avec un quadruple mutant, les parasites « super résistants » (70). Cela compromet I'efficacité
du TPI et nécessite une réévaluation de son utilisation dans ces régions. Heureusement, cette mutation

reste encore rare en Afrique de 1'Ouest, probablement en raison de son impact significatif sur la capacité
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du parasite a survivre et a se reproduire. Elle est en revanche répandue en Afrique de 1'Est et en Asie
(68). Il en est de méme pour la mutation Pfdhps A581G pour laquelle la prévalence dépassait 10 % dans
plusieurs foyers. Il serait lui aussi responsable de la formation de parasites « super résistants ».
Derniérement, un mutant sextuplé (Pfdhfr SI08N, C59R, N51I en association avec les Pfdhps A437G,
K540E, A581G) a été découvert en Tanzanie et au Malawi, et est associé a un risque d'infection plus
importante et a une parasitémie ¢levée chez les femmes enceintes recevant le TPI, ainsi qu'a une

inflammation placentaire plus intense (71).

La prévalence de la résistance est de maniere générale plus élevée en Afrique de I’Est que dans les autres
régions d’ Afrique, s’expliquant par une utilisation prolongée de la sulfadoxine-pyriméthamine dans cette

région.

En Afrique de I’Est, les combinaisons de mutations majoritairement identifiées sont le triple mutant
Pfdhfr N511, N59R et S108N (CIRNI) associé a des mutations Pfdhps A437G (ISGKAA) ou K540E
(ISAEAA). En effet, la quadruple mutation CIRNI/ISAEAA a été retrouvée a une fréquence élevée, avec
une prévalence de 100 % en Ouganda et de 85,7 % au Mozambique (68). De plus, trois zones déja
résistantes ont acquis des mutations supplémentaires les rendant « super résistantes » (70). Il a été
¢galement observé au Kenya que le retentissement de la mutation S108N sur la sensibilité de la

pyriméthamine in vitro était plus important que celui des mutations N511 et de C59R.

En Afrique Centrale ainsi qu’en Afrique de 1’Ouest, c’est la combinaison du triple mutant et de la
mutation Pfdhps A437G qui est la plus retrouvée (68). Effectivement, dans une étude réalisée en Afrique
Centrale entre 2016 et 2021, la mutation A437G de la Pfdhps était la plus courante, avec une prévalence
de 83,3% (69). Cela a conduit a une domination de I’haplotype ISGKAA, sauf au Tchad et en République
Centrafricaine ou I’haplotype IAAKAA (mutant S436A) prédominait (69). Il a été noté en Angola que
la présence de Pfdhps A437G pourrait favoriser a terme une éventuelle évolution vers des mutations

quintuples (55).

En Chine, plusieurs études ont ét¢ menées récemment sur des patients ayant voyagé en Afrique (43,68).
L’une des études a mis en lumiere une prévalence significativement plus €élevée du quadruple mutant
IAAKAA/CIRNI en Afrique centrale tandis que les haplotypes quintuples mutants (JAGKAA/CIRNI)
étaient beaucoup plus courants en Afrique de I’Ouest, notamment au Ghana (43). Etant donné qu’il s’agit
d’un nouvel haplotype, il est nécessaire d’évaluer son impact clinique. Le peu de données disponibles a
ce jour ne permet pas de corrélation a un haut niveau de résistance. A 1’inverse, la mutation
ISGEAA/CIRNI, bien que peu fréquente dans cette étude, serait, d’apres différentes publications,

prédicative d’un échec thérapeutique ainsi que d’une réduction de I’efficacit¢ du TPI. Dans une autre
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¢tude (68), les mutations les plus fréquemment observées dans la Pfdhps sont S436A et KS540E.
Concernant leur répartition géographique, on constate une nette prédominance de K540E (69,6%) par
rapport a S436A (4,3%) en Afrique de 1’Est, alors que cette tendance est inversée en Afrique de I’Ouest
(51,8% pour S436A). En Afrique Centrale, K540E est le plus fréquent (27,5%), mais 1’écart avec la
prévalence de S436A (17,5%) est beaucoup moins important que dans les deux autres régions (68).
K540E est par conséquent, plus courant en Afrique de 1’Est et du Sud-Est, mais elle semble commencer

a se propager, pouvant alors causer des problémes pour l'utilisation des TPI (71).

Ces ¢études mettent en lumicre I’importance du suivi des marqueurs moléculaires de la résistance a la
sulfadoxine-pyriméthamine dans les différentes régions d’Afrique. Il sera essentiel de continuer a
collecter des données pour orienter de maniere optimale les recommandations concernant l'utilisation

des TPL

2.4.6. Résistance aux artémisinines et ses dérivés

2.4.6.1. Apparition de la résistance

Mise en évidence pour la premicre fois en 2008, la résistance partielle aux traitements a base
d'artémisinine se caractérise cliniquement par un ralentissement de la clairance parasitaire apreés une
monothérapie a l'artésunate ou suite a un traitement par une ACT (36). Cela peut se manifester par une
demi-vie de clairance parasitaire supérieure a 5 heures, en sachant qu’ils sont habituellement ¢liminés
en moins de 2 a 3h, ou par la présence de parasites détectés au microscope sur un frottis sanguin le
troisieme jour apres le début du traitement (43,44,45,51). L'augmentation de la clairance parasitaire n’est
pas systématiquement associée a un échec thérapeutique, le médicament partenaire restant toujours
efficace. Dans la région de 1'Asie du Sud-Est, un taux élevé d'échec thérapeutique de ’ACT n'a été
observé que lorsque la résistance au médicament partenaire était présente, indépendamment de
l'existence d'une résistance a l'artémisinine (72). Cependant, au fil du temps, la résistance a I'artémisinine
a facilité 1'émergence et la sélection d'une résistance aux médicaments partenaires, notamment par
I’exposition importante du parasite a ces molécules. Au Cambodge par exemple, le maintien de
l'utilisation de protocoles thérapeutiques inefficaces n’a fait qu'aggraver la propagation de la résistance.
En outre, le recours a l'association atovaquone-proguanil en remplacement des ACT a conduit a
I'émergence trés rapide d'une résistance a I'atovaquone (11). A ce jour, aucun des schémas thérapeutiques

actuellement préconisés n’a permis d’atteindre des taux de guérison satisfaisants (>90 %).
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2.4.6.2. Test de survie au stade annulaire

La mise en évidence de la résistance in vitro aux dérivés de I’artémisinine est possible par le test de
survie au stade annulaire (RSA). Il permet d’imiter la courte exposition des parasites a une concentration

plasmatique ¢élevée d’artémisinine.

Les parasites sont cultivés pendant plusieurs semaines et sont synchronisés au stade précoce de 1'anneau,
de 0 a 3 heures apres l'invasion des globules rouges, la résistance se manifestant principalement a ce
stade-1a. En effet, la distinction entre les parasites sensibles et résistants ne serait pas possible aux stades
intermédiaire (9 a 12 heures) et tardif du cycle (18 a 21 heures). Les parasites sont ensuite exposés a une
concentration de dihydroartémisinine a une concentration efficace (700 nM) pendant 6 heures, puis
cultivés pendant 66 heures supplémentaires. Le pourcentage de parasites survivant est alors évalué au
microscope en comparaison a des parasites exposés au DMSO, un solvant inerte de la

dihydroartémisinine (47,72), avec une résistance posée lorsque le taux de survie est supérieur a 1%.

2.4.6.3. Mécanisme de résistance : mutation du gene Pfkelchl3

Les mécanismes sous-jacents de la résistance partielle aux dérivés de 1’artémisinine ne sont pas encore
complétement €lucidés, mais plusieurs facteurs pourraient étre impliqués, en particulier la mutation du
gene Pfkelchl3. De ce fait, la relation causale entre certaines mutations sur ce géne et la résistance a été

validée in vitro (48), une mutation équivalent a un clone du parasite.

2.4.6.3.1. Structure et mécanisme d’action

Le gene Pfkelchi3 (PF3D7 1343700), situé sur le chromosome 13, code pour la protéine PfKelch13,
composée de 726 acides aminés (19,49) (Figure 28). Elle est composée d’un domaine spécifique au
Plasmodium, d’un domaine BTB-POZ (codon 1 a 440) ainsi que d’un domaine Kelch comprenant 6

hélices (trés souvent ) (codon 441 a 726) (73).

kelch propeller domain

VN Plasmodium-specific BTB-POZ 1 2 3 |4 -I'E_ -COOH

Figure 28 : Structure de la protéine PfKelch13 (50)
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Elle est impliquée dans la dégradation de protéines parasitaires pourtant essentielles a la survie du
parasite, en facilitant leur ubiquitinylation et leur reconnaissance par le protéasome. En effet, le domaine
BTB est associé, via la culline, a une ubiquitine (Figure 29) (19). Ainsi, cette protéine exerce une
influence importante sur 1’efficacité des dérivés de I’artémisinine. Les protéines qui auront interagi avec
les radicaux libres générés par le traitement se lieront au domaine Kelch et seront ensuite dégradées par

le protéasome.

Figure 29 : Structure et mécanisme d’action de la protéine PfKelch13 (49)

De méme, la protéine PfKelch13, mise en évidence au niveau du cytostome du parasite, semble jouer un
role primordial dans la régulation de l'absorption de 'hémoglobine (49) (Figure 30). Effectivement, des

¢tudes ont permis d’observer son importance dans la régulation de l'endocytose.

Figure 30 : Implication de PfKelch13 dans 1’absorption de I’hémoglobine et sa participation dans
I’activité des artémisinines (49)
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Ce processus, ayant lieu lors du stade annulaire précoce, impliquerait également plusieurs autres
protéines, faisant partie du « compartiment Kelch », telles que I’Eps15, la protéine EHD, AP-2p, la
coronine/actine, UBP1, et la PI3K. Ces protéines pourraient ainsi étre impliquées dans la résistance aux

artémisinines (74).

La protéine PfKelch13 est pourtant en mesure de détecter les radicaux libres produits par les dérivés de
I’artémisinine, en changeant de conformation et en libérant des facteurs de transcription de génes contre
les dommages oxydatifs. Toutefois, I'effet des dérivés de 1’artémisinine étant extrémement puissant et

rapide, ce systéme n’a pas le temps de se mettre en place.

2.4.6.3.2. Localisations et impacts des mutations

Les mutations sont regroupées en deux endroits principaux (Figure 31) :

- Soit a la surface du domaine de Kelch, ou elles pourraient altérer et réduire l'interaction de
PfKelch13 avec le substrat présenté pour l'ubiquitination, empéchant sa dégradation par le
protéasome. Cela a pour effet d’augmenter la demi-vie du parasite et de favoriser sa survie (19).

- Soit dans le noyau de 1'hélice, ou elles pourraient déstabiliser sa structure et étre a 1’origine d’une
diminution partielle de son activité. Une réduction de presque 50% de son activité a pu étre

observée en comparaison aux niveaux rapportés lors de I’absence de mutations (49).
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Figure 31 : Schéma illustrant le géne Ptkelch13 ainsi que la localisation des différentes mutations (19)

Afin de simuler cette diminution et de mesurer son impact sur la résistance aux artémisinines, un modele
robuste avec la protéine PfKelch13 non mutée, mais mal localisée a 50% a été mis en place et a permis

de mettre en évidence la présence d’une résistance au stade annulaire précoce malgré 1’absence de
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mutations (74). Egalement, lors de la surexpression de la protéine Kelchl3 mutée, les parasites

devenaient sensibles (49).

La corrélation exacte entre les mutations du géne Pfkelchi3 et la résistance a l'artémisinine est encore a

¢tudier et plusieurs choses restent encore a ¢lucider.
Plusieurs hypothéses ont été avancées (19,50,74) :

- Une diminution de l'activation de l'artémisinine, pouvant s’expliquer par un défaut dans
I’endocytose et le catabolisme de I'hémoglobine

- Une meilleure réponse au stress cellulaire en augmentant le niveau de stress de base, aboutissant
a une réduction des dommages ou a une récupération plus efficace

- Une réponse protéique non repliée régulée positivement

- Une réduction de la traduction des protéines

- Des altérations dans la réplication de ' ADN

- Une ¢lévation des taux de phosphatidylinositol 3-phosphate (PfPI3K)
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Figure 32 : Autres hypothéses de I'impact de la mutation de Pfkelchi3 sur la résistance aux
artémisinines (50)

D’apres Fairhurst (2015) (Figure 32), 1a protéine PfKelch13 non mutée se lie a un facteur de transcription
hypothétique ainsi qu’a la protéine PfPI3K et les cible pour leurs dégradations (50). A l'inverse, chez les
parasites résistants a l'artémisinine, les mutations de Pfkelchi3 perturbent l'interaction entre la protéine
et ces 2 structures, empéchant leurs liaisons et conduisant ainsi a une meilleure réponse face au stress
oxydatif induit par les artémisinines. En outre, le facteur de transcription va pouvoir réguler positivement
les génes impliqués dans la réponse antioxydante. Il sera également observé en parallele une

augmentation de PfPI3K et de PI3P, jouant comme vu précédemment un rdle a la croissance parasitaire.
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2.4.6.4. Les marqueurs de résistance identifiés

Au niveau mondial, plus de 260 mutations non-synonymes dans le géne Pfkelchl3 ont été recensées
(53). Elles ne sont toutefois pas forcément toutes associées a une résistance partielle a 1’artémisinine.
Parmi elles, 13 mutations ont été confirmées pour conférer une résistance et 8 sont associées a une
résistance (Tableau 2) (48,53). La mutation majeure C580Y est prédominante dans environ 80% des
souches résistantes en Asie du Sud-Est. Cette mutation peut entrainer des niveaux élevés de résistance,
bien que cela varie en fonction du patrimoine génétique du parasite. Les mutations R539T et 1543T

présentent quant a elles une prévalence aux deuxiéme et troisiéme rangs respectivement (19).

Tableau 2 : Liste des mutants Pfkelchl3 « validé » et « candidat ou associée » selon I’OMS (3,53)

Validé Candidat ou associé
F4461 P553L P441L V568G
N458Y R561H G449A
C469F/Y P574L A481V

M476l1 C580Y R515K

Y493H R6221 P527H

R539T A675V N5371/D

1543T G538V

Les critéres de classification des marqueurs ont ét¢ définis par I’OMS. Les marqueurs candidats ou
associés doivent présenter soit une association statistiquement significative entre une mutation de
Pfkelchl3 et une demi-vie d'élimination > 5 heures ou une parasitémie a J3 sur au moins 20 cas cliniques
(résistance in vivo), soit un taux de survie supérieur a 1% en utilisant le test RSA (0-3h) sur au moins
cinqg échantillons avec une mutation donnée (résistance in vitro). Les marqueurs validés doivent quant a

eux remplir les 2 critéres précédents.

La réalisation des tests d’efficacité thérapeutique (TES) permet de suivre la propagation de la résistance
et d’adapter le traitement mis en place dans la région concernée. En effet, une modification des directives
nationales de traitement est recommandée par I’OMS lorsque le taux d'échec aux TES dans une zone

dépasse 10% ou lors d’une forte augmentation de ce taux, méme si ce taux reste inférieur a 10% (53).

60



La définition des marqueurs liés a la résistance a l'artémisinine est un domaine en constante évolution,
a mesure que de nouvelles mutations sur le géne Pfkelchl3 sont mises en évidence et que des études
approfondies en étudient les impacts. De plus, la résistance a I'artémisinine est un phénomene complexe,
influencé par une multitude de facteurs interdépendants. L'élaboration de critéres de résistance précis
nécessitera une approche globale intégrant les avancées dans la compréhension des mécanismes
génétiques, la pharmacologie, I'immunologie et d'autres domaines connexes. En réalité, 1’utilisation de
critéres phénotypiques, notamment le RSA, sont soumis a différentes influences difficilement
quantifiables telles que les effets des médicaments partenaires, des doses insuffisantes d’ACT et la
présence de mutations « associées » qui n'ont pas encore été « validées ». Une vigilance constante et une
adaptation agile des stratégies de lutte contre le paludisme sont indispensables pour faire face a

I'évolution de cette menace sanitaire.

2.4.6.5. Situation en Asie du Sud-Est

En Asie du Sud-Est, une différence de sensibilité significative existe entre les pays faisant partie du
Grand M¢ékong et les autres. Ce facteur ne doit donc pas étre négligé dans 1’analyse des résistances dans

la région.

Au sein du Grand Mékong, nous retrouvons Yunnan (situé en Chine), la Birmanie, le Laos, la Thailande,
le Cambodge et le Viét Nam. Les recommandations thérapeutiques vont varier d’un pays a 1’autre, et
cela en fonction des taux d’échec signalés dans ces pays. La Birmanie recommande actuellement trois
traitements en premicre intention, notamment I’artéméther-luméfantrine, 1’artésunate-méfloquine ou la
dihydroartémisinine-pipéraquine, pour lesquels les taux d’échecs étaient relativement faibles. La
Thailande en revanche ne recommande que la dihydroartémisinine-pipéraquine. En effet, 1’artésunate-
méfloquine, qui était le traitement de premicere intention jusqu’en 2015, a été arrété a la suite de la mise
en évidence de taux d’échecs bien trop élevés. Il en était de méme pour I’artéméther-luméfantrine en
2012. De surcroit, des taux d’échecs importants a la dihydroartémisinine-pipéraquine ont commencé a
étre signalés a la frontiere entre la Thailande et le Cambodge, obligeant une modification de la stratégie
thérapeutique et le remplacement du traitement en 2018 par de 1’artésunate-pyronaridine. En ce qui
concerne la circulation de la résistance, presque 45% des échantillons ont des mutations de Pfkelchli3
(53). Plusieurs de ces mutations ont été identifiées en premier lieu au Cambodge, telles que Y493H,
R539T, I543T et C580Y. La mise en évidence de leur implication dans la résistance partielle a
l'artémisinine fait suite a une étude réalisée par Ariey et al., suite a leurs intégrations a une lignée
tanzanienne sauvage (F32) (75). Effectivement, les mutations Y493H, R539T, [543T et C580Y ont été

liées a un ralentissement de la clairance du parasite chez les patients in vivo (53).
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Plusieurs autres mutations ont été découvertes par la suite. La mutation la plus répandue en Thailande
est C580Y tandis que F4461, accompagné de R561H et P574L, sont plutot retrouvés en Birmanie. Elles
correspondent toutes les quatre & des marqueurs de résistances validés par I’OMS. La mutation R561H
avait été détectée essentiellement dans 1'ouest du Grand Mékong, en Birmanie et en Thailande. Nous y
retrouvons également le mutant A675V. Toutefois, le mutant asiatique aurait montré une origine bien
distincte du mutant ougandais. Quant a C469Y, il a été repéré de manicre sporadique en Asie du Sud-
Est. Ces observations soulignent la diversité et la dispersion géographique importante de ces mutations

(voir Annexe 1).

2.4.6.6. Situation en Afrique

Les ACT recommandées actuellement en premicre intention par I’OMS en Afrique sont l'artéméther-
luméfantrine (AL), l'artésunate-amodiaquine (ASAQ), [l'artésunate-pyronaridine (AS-PY) et la
dihydroartémisinine-pipéraquine (DHA-PPQ). Leur efficacité a été attestée par la réalisation de TES
selon le protocole standard de ’OMS (Figure 33). Il y a toutefois des taux d’échecs élevés (supérieurs a
10%) de l'artéméther-luméfantrine et de la dihydroartémisinine-pipéraquine, au Burkina Faso

essentiellement ainsi qu’en Ouganda, qui ont été observés dans six études réalisées entre 2015 et 2020.

Figure 33 : Nombre de TES sur P. falciparum, incluant au moins 20 patients et les taux d’échecs
rapportés en Afrique selon I’ACT employ¢ entre 2015 et 2021 (3)

I1 avait tout d’abord été rapporté par ’OMS, en 2013, deux cas assez peu convaincants de patients ayant
voyagé en Afrique et n’ayant pas répondu aux traitements habituels (76), un patient vietnamien revenant

d’Angola ne répondant ni a l'artésunate IV, ni a la dihydroartémisinine-pipéraquine ainsi qu’un patient
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chinois ayant développé un paludisme huit semaines apres son retour de Guinée €équatoriale. Il aurait
répondu a la dihydroartémisinine-pipéraquine, mais présentait toujours une parasitémie a J3 du
traitement et le mutant M579I avait été mis en évidence. Ce mutant n’avait été retrouvé qu’une seule
fois en Birmanie et d’autres enquétes réalisées en Guinée équatoriale ne 1’ont pas retrouvé par la suite.
Les autres cas d’échecs thérapeutiques signalés (patients traités a la dihydroartémisinine-pipéraquine ou

a I’artéméther-luméfantrine) n’ont pas retrouvé de mutations Pfkelchl3 associées.

Des mutations de I'hélice Pfkelchli3, variées, mais peu fréquentes, ont depuis été signalées en Afrique et
il n’y aurait pour le moment aucune preuve de sélection, méme dans les régions ou les ACT ont été
largement déployés. Les mutations ayant récemment émergé sont M4761, P553L, R561H et P574L. La

mutation M4761 est en corrélation avec une tolérance a l'artémisinine en culture in vitro (53).

L’OMS a recensé dans un rapport plusieurs études, réalisées entre 2010 et 2019, afin de faire un point
sur les différentes résistances qui circulent actuellement dans le monde et de surveiller leur propagation,
telles que la résistance partielle a 1I’artémisinine ou celles aux médicaments partenaires (53). D’autres

¢tudes ont ¢galement effectué ce travail d’investigation, dont les résultats seront évoqués ci-apres.

2.4.6.6.1. Afrique de ’Est

L’ACT la plus recommandée dans une grande partie des pays d’Afrique de I’Est est 1’artéméther-
luméfantrine. Les TES menées ont montré un taux d'échec a ce traitement supérieur a 10% dans 2 pays,
au Malawi en 2010 (19,5%) et en Ouganda en 2015 (13,9%). Cependant, des études réalisées plus tard
ont démenti ces données, retrouvant un taux d’échec de 4,3% au Malawi en 2012 et de 5,1% en Ouganda
en 2015. D’autres études ont trouvé également des taux d'échec proches de 10%, notamment au Kenya

avec un taux de 9,0%.

Concernant I’artésunate-amodiaquine, la dihydroartémisinine-pipéraquine et l'artésunate-pyronaridine,

toutes les études retrouvaient des taux inférieurs a 10% (53).

Pour ce qui est des marqueurs de résistances observées en Afrique de 1I’Est, la mutation P574L avait été
signalée au Rwanda (2013 et 2015) et en Ouganda (2012), mais elle n’était présente que dans un seul

¢chantillon a chaque fois et n’a plus été détectée par la suite.

L’une des premicres études du polymorphisme de 1’hélice Kelch13 en Afrique réalisée en 2015 avait
permis de mettre en lumiére le marqueur validé P553L, mutant qui sera observé a de trés faibles

fréquences au Kenya ainsi qu’au Malawi (77).
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L’OMS a, dans son dernier rapport, confirmé la présence de plusieurs marqueurs validés (3) (Figure 34).
En effet, les mutations R561H au Rwanda, R6221 en Erythrée et A675V et C469Y en Ouganda ont été

mises en évidence avec une prévalence supérieure a 5%.

- -0

Figure 34 : Répartition des mutations Pfkelchi3 ayant une prévalence supérieure a 5% en d’Afrique
d’apres ’OMS (2015-2020) (3)

La mutation R561H est observée au Rwanda entre 2012 et 2018, avec une prévalence allant jusqu’a 22%
dans certaines zones, confirmant pour la premiere fois la présence d’une résistance partielle en Afrique
(48,53). Cette mutation a été validée dans la région du Grand Mékong et en Afrique, avec une
parasitémie importante au troisieme jour et un allongement de la demi-vie parasitaire sous artéméther-
luméfantrine (47,78). Elle a ¢galement montré un niveau de résistance similaire a la mutation C580Y
ainsi qu’un faible impact sur la capacité de survie du parasite, présageant une prédominance de la lignée

rwandaise contenant la mutation R561H dans les années a venir (47).

Une enquéte réalisée au nord de 1’Ouganda entre 2017 et 2019 par Balikagala et al. (79) a permis
I’identification de deux marqueurs validés, A675V et C469Y, a une prévalence de 23% et de 41%,
respectivement, montrant un phénotype de résistances in vitro. D’autres isolats provenant d’un autre site,
toujours au nord de 1’Ouganda, auraient montré une résistance in vitro et ex vivo en présence de ces
marqueurs (78). Pour I’instant, grace a 1’efficacité conservée des médicaments partenaires, les taux

d'échec de traitement au Rwanda et en Ouganda sont restés en dessous de 10% (53).
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Enfin, la mutation R622I a ¢té observée trés récemment dans la région de la Corne de I'Afrique,
comprenant quatre pays: la Somalie, Djibouti, I’Ethiopie et I’Erythrée. Notamment, en 2019, en
Erythrée, cette mutation a été détectée a une fréquence élevée (21 %). On a également constaté que 16,9
% des parasites porteurs de cette mutation présentaient en paralléle des délétions dans les génes Pfhrp2
et Pfhrp3, les rendant alors indétectables par les tests de diagnostic rapide (TDR) basés sur PFHRP2. En
réponse a cette situation, 1'Erythrée a modifié sa politique en 2016 en faveur de l'utilisation de TDR

basés plutot sur la pLDH (80).

2.4.6.6.2. Afrique centrale

Contrairement a I’ Afrique de I’Est, ¢’est l'utilisation de 1’artésunate-amodiaquine qui est privilégiée dans

la grande majorité des pays d’Afrique Centrale, I’artéméther-luméfantrine n’étant recommandé que dans
3 pays.

Des taux d’échecs ¢€levés (supérieurs a 10%) avec I’artéméther-luméfantrine ont été rapportées au Nord
de 1'Angola en 2013 et en 2015. Cependant, ces taux n’ont pas été retrouvés dans une étude menée en
2017. Cette variation pourrait s’expliquer par un non-respect du protocole standard de 'OMS pour les
TES. Concernant I’artésunate-amodiaquine et la dihydroartémisinine-pipéraquine, les taux d'échecs des

diverses études étaient inférieurs a 10% (53).

Sur une soixantaine de mutations Pfkelchl3 identifiées dans cette région, quarante-cinq n’avaient été
retrouvées que dans un seul échantillon et six parmi elles s’étaient révélées significatives. En effet, cinq
d’entre elles correspondaient a des marqueurs validés tandis qu'une €tait considérée comme un marqueur
candidat de la résistance partielle a l'artémisinine. Ces mutations avaient été repérées chez des voyageurs
de retour de Guinée équatoriale, incluant les marqueurs validés M4761 et P574L ainsi que C469F qui est
un marqueur candidat. De plus, les marqueurs validés P553L et R539T avaient été identifiés chez des
voyageurs revenant d'Angola. Toutefois, deux TES qui ont été menées par la suite en Guinée équatoriale
en 2017 et 2018 n’ont retrouvé aucun marqueur de résistance, y compris la mutation M5791 qui avait été
mise en évidence chez le voyageur chinois en 2013. De méme, en Angola, aucun des marqueurs

précédemment signalés n’a été retrouveé (53).

En 2015, une étude menée en Afrique subsaharienne a identifi¢ la mutation A557S dans une province
de la République démocratique du Congo, le Bas-Congo, a des fréquences significatives (36,3 %) (77).
Il n’a cependant pas été retrouvé dans les provinces voisines de Kinshasa et de Bandundu. A ce stade, il
n'a pas été¢ démontré que ce phénotype soit associé a une résistance particuliere. Cependant, en raison de

sa fréquence élevée et de son emplacement dans un domaine de I'hélice de Pfkelchi3, proche de deux
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substitutions de résistance a l'artémisinine (R539T et [1543T), 1'étude suggérait une caractérisation plus
approfondie de ce mutant (77). Toujours en République démocratique du Congo, I’identification du
marqueur validé R561H a été rapportée en 2012, mais sur un seul échantillon (53), ne permettant pas de

conclure sur la présence généralisée de celui-ci dans le pays.

En Angola, une étude menée sur une centaine de patients infectés a recherché la présence de marqueurs
de résistance, avant et apres l'introduction des ACT (55). Les résultats ont montré que la majorité des
séquences ¢étaient du type sauvage. Seules deux mutations synonymes ont été¢ mises en évidence (R471R
et R575R). Cette analyse a permis de mettre en lumicre une faible variabilité génétique dans ces régions,
l'introduction des ACT n'ayant pas semblé exercer de pression sélective notable sur ces genes
spécifiques. La mutation Q613E, détectée en Angola ainsi qu’en République démocratique du Congo,

n’a, a ce jour, pas été associée a une quelconque résistance in vivo ou in vitro (53).

2.4.6.6.3. Afrique de I’Ouest

Les recommandations dans cette région sont plus variées. En effet, soit I’artéméther-luméfantrine soit
I’artésunate-amodiaquine sont prescrits, avec un pays utilisant également la dihydroartémisinine-
pipéraquine. A la suite de plusieurs TES, un taux d'échec de 11,9% & I’artéméther-luméfantrine avait été
retrouvé en Gambie en 2010, mais qui n’a pas été confirmé par les différentes €tudes qui ont suivi,
retrouvant toutes des taux d'échec assez faibles (<2,7%). L artésunate-amodiaquine ne recense, quant a
elle, aucune étude avec un taux d'échec supérieur a 10%. D’autres ACT ont été testés dans la région et

aucun n’a montré de taux d’échecs significatifs.

Trois marqueurs validés avaient été détectés, M476I en 2018 dans un échantillon au Nigeria (2,0%) et
R539T et C580Y au Ghana en 2013, a de tres faibles fréquences (0,9% et 2,7% respectivement). Ces 2

derniers marqueurs n’ont néanmoins pas été détecté dans les échantillons analysés depuis lors (53).

2.4.6.6.4. Récapitulatif de la situation en Afrique

Ces différentes études attestent donc de la présence de mutants Pfkelchl3 en Afrique conférant une
résistance partielle a Dartémisinine in vitro et in vivo, sans entrainer pour l’instant d’échecs
thérapeutiques. De plus, elle reste pour I’instant cantonnée a I’ Afrique de I’Est. Bien que la prévalence
soit actuellement faible, 'émergence du marqueur validé R561H au Rwanda souléve des inquiétudes
quant a la possibilité d'une propagation importante de la résistance. Il sera donc essentiel de surveiller

de pres la propagation de cette résistance en Afrique et d'explorer les facteurs qui pourraient influencer
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sa diffusion. Nous pouvons faire un paralléle avec la résistance a la chloroquine qui s’est finalement
répandue en Afrique, 20 ans apres son apparition en Asie du Sud-Est. Cela avait abouti a cette époque-
la & une augmentation considérable de la mortalité, étant recommandé comme traitement de premiere

intention.

Voici ainsi un tableau récapitulatif reprenant toutes les mutations retrouvées actuellement en Afrique

subsaharienne (Tableau 3).

Tableau 3 : Récapitulatif des marqueurs de résistance retrouvés en Afrique subsaharienne

Afrique de I'Est Afrique Centrale  Afrique de I'Ouest

Pfcrt M741, N75E, K76T
Pfmdr1 N86Y, Y184F, D1246Y
Amplifications
Pfpm2/3 Amplifications
Pfdhfr NS51I/C59R/S108N
Pfdhps A437G / K540E A437G
Pfkelchl3 R561H, R6221, / /

A675V, R469Y

Un ¢élément rassurant, toutefois, est le fait qu’aucune résistance a la luméfantrine n’ait été observée pour
I’instant. Comme vu précédemment, elle est, en association avec I’artéméther, I’ACT la plus

couramment utilisée en Afrique.

2.4.7. Paramétres impactant sur la propagation de la résistance

La propagation de la résistance est influencée par plusieurs facteurs. Elle repose sur une série de
parametres influant sur la capacité de survie, de reproduction et de transmission de génes mutés aux

générations suivantes des parasites.

Ces facteurs se divisent en deux catégories : d'une part, les facteurs contextuels qui sont liés aux
contextes génétiques du parasite et de 1'hdte, ainsi qu’a I’environnement ; et d'autre part, les facteurs liés

au traitement (51).

Le contexte génétique du parasite joue un role important dans la maniére dont une mutation va affecter
sa sensibilité aux médicaments et sa capacité a se propager. Certaines mutations additionnelles peuvent
renforcer la compétitivité des parasites résistants, méme en l'absence de pression médicamenteuse. Cela
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signifie que I'impact et le potentiel de propagation d'une mutation peuvent différer d’une souche a I’autre,
expliquant la présence de marqueurs de résistance différents d’une région a I’autre. Cette diversité
génétique peut avoir des implications significatives sur l'efficacité des stratégies de lutte contre la
résistance aux antipaludiques. Ainsi, I’étude de l'impact des mutations Pfkelchi3 sur ces différentes
lignées de parasites pourrait nous aider & mieux comprendre et a mieux anticiper les dynamiques de
résistance. Ce qui sera appelé le « fitness cost» en anglais, que nous pourrons traduire par « coft
biologique de la mutation » correspond a la réduction de la capacité¢ d'un organisme porteur d’une
mutation a survivre et a se propager par rapport a un individu non porteur. Pour les mutations de
Pfkelchli3, cela se traduit par un ralentissement de la croissance parasitaire, bien que I'impact puisse
varier selon la lignée parasitaire touchée, ainsi que par une prévalence et un niveau de transmission

diminué du parasite (47).

Parmi les différentes lignées identifiées ces derni¢re années, celle qui est la plus souvent étudiée est la

lignée sauvage 3D7, originaire d’ Afrique.

Tableau 4 : Présentation de lignées de Plasmodium falciparum circulant en Afrique (47)

Parasite géo(;:ziliillllieque Année  Pfkelchl3 = Pfert Pfmdrl %’;"rj Pfdhfr  Pfdhps
3D7% Afrique 1981 SS SS SS 1 SS SS
F32%8 Tanzanie 1982 SS SS SS 1 SS S436A
UG659% Ouganda 2007 SS GB4  YI84F/Y927N 1 Triple ~KS540E
UGS15% Ouganda 2008 SS GB4  NS6Y/D1246 1 Triple = KS540E

Y
SS = Souche sauvage

11 a été observé que les mutations Pfkelchi3 R561H n’impactait pas significativement sur la lignée 3D7
contrairement aux mutations C580Y et M579I, pour un méme niveau de résistance in vitro. Cette
observation met en évidence I’une des raisons de la rapide propagation de cette mutation au Rwanda et
souligne la nécessité de surveiller de prés ce marqueur. Cela permettra de comprendre en détail les

mécanismes de diffusion et d'adapter les mesures de contréle en conséquence pour prévenir une

¢ventuelle généralisation de la résistance.

Il est a noter les parasites de la lignée tanzanienne F32, contrairement aux autres lignées africaines,

n’avaient pas montré de résistances in vitro en présence de ces 3 mutations (47).
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Au sujet des mutations M5791 et C580Y, elles provoquaient toutes deux une diminution de la proportion
des lignées testées, les plus importantes ayant été¢ observées chez les lignées 3D7 ou UGS815. Ces
différentes données nous permettent de comprendre pourquoi ces mutations n’ont pas réussi a se
s’installer en Afrique pour I’instant, malgré leur forte prévalence en Asie du Sud-Est. En revanche, il a
été constaté un impact minime de ces mutations sur la vitalité de I’'UG659, surtout pour C580Y. Il existe

donc une possibilité non négligeable que cette mutation émerge et se propage au sein de cette lignée.

En ce qui concerne l'impact des mutations d'autres génes mentionnés précédemment sur la survie du
parasite, il est important de noter celui du geéne Pfcrt et Pfdhfr. Comme en témoigne la diminution de la
prévalence de la résistance a la chloroquine depuis 1’arrét de son utilisation, le géne Pfcrt entraine bien
une répercussion importante sur la survie du parasite. Il en est de méme pour la mutation 1164L du géne
Pfdhfr, qui s’est montrée rare en Afrique, principalement en raison du colit de survie trop élevé dans les
zones de fortes compétitions entre les parasites au sein de I'hdte (20). Cette diversité génétique de P.
falciparum plus ¢€levée en Afrique, due a une transmission plus intense, pourrait contribuer a limiter la
propagation de la résistance. D’autres recherches seront nécessaires afin de repérer les autres facteurs

génétiques qui pourraient €tre impliqués dans le renforcement et la propagation de la résistance.

2.4.8. Perspectives envisageables contre la propagation de la résistance

Les nouvelles stratégies de lutte contre la propagation du paludisme et de ces résistances se concentrent
sur plusieurs aspects: la recherche de nouvelles approches thérapeutiques, le développement
d’antipaludiques de nouvelles générations, la mise en évidence de nouveaux marqueurs de résistance

pouvant étre associ€s a ces traitements et la mise en place de nouvelles mesures de prévention (3).

2.4.8.1. Nouvelles approches thérapeutiques

Les avancées dans la compréhension des traitements antipaludiques existants ont permis une réflexion

sur les nouvelles stratégies thérapeutiques pouvant étre mises en place.

Tout d’abord, de nouvelles associations peuvent étre testées. Par exemple, la combinaison de la
dihydroartémisinine a la pyronaridine, un médicament partenaire dont 1’utilisation est limitée a ce jour

mais qui tend a étre encouragée (20).
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Ensuite, la mise en place d’une thérapie combinée triple a base d'artémisinine (TACT) a été proposée
(3,81). Elle a pour objectif d’atténuer le risque de résistance en associant un dérivé de I’artémisinine a
deux médicaments partenaires, en s’inspirant de ce qui est déja fait pour d’autres microorganismes ayant
posé des problémes de résistance, tels que le VIH et Helicobacter pylori par exemple. La réalisation de
combinaisons synergiques des antipaludiques a été réfléchie, en utilisant ensemble des molécules avec
des pressions sélectives opposées. Cela a finalement abouti a la formation de deux TACT, I'artéméther-
luméfantrine + amodiaquine et dihydroartémisinine-pipéraquine + méfloquine. Toutes deux sont en
cours d’essai clinique (numéro d'essai clinique NCT02453308) et sont testées dans plusieurs sites avec
une résistance a ’artémisinine de prévalence importante. L'artéméther-luméfantrine + amodiaquine a
montré un niveau comparable a I’ACT classique. Elle est trés bien tolérée et serait avancée comme un
traitement de premier choix. La dihydroartémisinine-pipéraquine + méfloquine s’est quant a elle montrée

plus efficace que I’ACT.

Enfin, une autre stratégie consisterait a associer 'ACT a une dose unique de primaquine ou de

tafénoquine (82), pour bloquer la transmission du parasite.

2.4.8.2. Antipaludiques de nouvelles générations

Le développement de traitements antipaludiques de nouvelles générations offre des perspectives
prometteuses pour faire face a 1'émergence de nouvelles résistances chez P. falciparum. Plusieurs
candidats se distinguent par leurs mécanismes d'action et leur efficacité contre les souches
multirésistantes (3). Ils furent découverts pour la plupart grace a un criblage des différentes cibles

potentielles de P. falciparum (83).

Parmi eux, on peut citer I’association de la ganaplacide, qui agit en inhibant la dihydroorotate
déshydrogénase (DHODH), a la luméfantrine (84). La DHODH est enzyme nécessaire a la synthése des
pyrimidines, composants essentiels de I’ARN et de I’ADN (85). Cette association présente une prise
facilitée par rapport a I’ACT classique (1/j au lieu de 2/j avec I’artéméther), avec le potentiel de bloquer

la transmission du parasite.

De méme, le M5717, une quinoléine-4-carboxamide, entraine l'inhibition du facteur d'élongation de
traduction 2 (eEF2) (86). Il a ’avantage d’¢€tre efficace également sur les stades hépatiques, et sur les
stades sexués. En association avec la pyronaridine, il offre un schéma posologique plus court et la

capacité de prévenir le paludisme, en plus de son efficacité contre les souches multirésistantes (3).
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Le ZY 19489, une triaminopyrimidine, nouvelle classe d’antipaludique dont le mécanisme d’action n’a
pas encore été ¢lucidé a ce jour, en combinaison avec la ferroquine, une nouvelle 4-aminoquinoléine, a
une action antipaludique trés puissante et pourrait étre prescrit en dose unique (83). Il n’y a, a ce jour,

aucune résistance in vitro qui aurait été rapportée (87).

Enfin, le cipargamine, un inhibiteur de la protéine PfATP4, qui est une pompe a efflux de sodium, agit
rapidement et puissamment contre les souches résistantes. Le médicament partenaire en association avec

cette molécule n’a pas encore été décidé (88).

A noter que le cipargamine et le ganaplacide ont une structure et un mécanisme totalement différents
des dérivés de l'artémisinine, permettant donc de contourner la résistance les concernant. Il existe

d'autres molécules candidates encore en phase préclinique actuellement (3,82).

Ces avancées promettent de considérablement améliorer l'efficacité des traitements antipaludiques.
Toutefois, pour concrétiser ces progres et garantir leur impact durable dans la lutte contre le paludisme,
il sera primordial de maintenir une vigilance constante et de continuer a investir de maniére soutenue,
en mettant en place une coordination internationale et en investissant au niveau de la recherche, de la

surveillance ainsi qu’au niveau d’une implication politique et financicre.

2.4.8.3. Recherche de nouveaux marqueurs de résistance

Suite au développement de ces antipaludiques de nouvelles générations, qui ont des cibles différentes
des traitements antipaludiques actuels, de nouveaux marqueurs de résistance liés a ces cibles ont été¢ mis
en lumiére. Leurs études permettraient de surveiller I’apparition et la propagation de résistances a ces

traitements innovants.

Le géne Pfatp4, situé sur le chromosome 12, code pour la protéine, I’ATPase 4 (PfATP4), une pompe a
efflux de sodium spécifique de P. falciparum. Cela en fait donc une cible de premier choix (88). Des
polymorphismes seraient déja apparus, aboutissant a la résistance a la cipargamine et aux molécules

associées (36,89).

Le géne PfeEF?2 code pour un facteur d'élongation de traduction 2 et est responsable de la translocation
du ribosome le long de I'ARN messager, permettant ainsi la synthése de protéines essentielles (90). Son
inhibition va donc permettre d’empécher cette synthése protéique. Lors d’une premiere étude de
I’efficacité de M5717, une recrudescence de cas avait été signalée, associée a la détection de mutations

dans PfeEF?2 (86).
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Pour terminer, le géne Pfdhodh, codant pour la dihydrooratate déshydrogénase (PfDHODH), une
enzyme indispensable a la synthése des pyrimidines. Son inhibition va donc permettre de bloquer la
croissance du parasite. Malheureusement, des mutations ainsi que, a moindres mesures, des
amplifications du géne ont été rapportées, entrainant une résistance aux inhibiteurs de la PFDHODH. Six
mutations ponctuelles ont été révélées : E182D, F1881, F188L, F2271, 1263F et L531F (91). Les parasites
mutants, bien que résistants a I’un des traitements, étaient sensibles aux autres inhibiteurs de PADHODH,
mettant en évidence des pressions sélectives opposées entre les molécules testées. La mise en place d’un
traitement combiné pourrait donc permettre de prévenir la résistance, préservant son efficacité.
Egalement, une réduction de la croissance du parasite avait été observée, s’expliquant par une diminution

de l'efficacité catalytique du parasite (91).

2.4.8.4. Nouvelles mesures de prévention

Une réflexion a été amenée par les différentes organisations de santé, telles que I’OMS et la Medicine
for Malaria Venture (MMV) afin d’introduire de nouvelles stratégies destinées a la prévention du
paludisme, telles qu’une amélioration de la chimioprophylaxie, la mise en place d’un vaccin efficace,

ou encore 1’utilisation d’anticorps monoclonaux (3).

2.4.8.4.1. Chimioprophylaxie

Les enfants, les femmes enceintes et les voyageurs non immunisés sont les principaux concernés par la
mise en place d’une chimioprophylaxie dans les zones d’endémie et diverses stratégies ont été mises en

place (3).

Tout d’abord, le traitement préventif intermittent avec la sulfadoxine-pyriméthamine lors de la grossesse
va étre essentiel pour protéger la femme enceinte. Le paludisme comporte, par I’anémie qu’elle entraine,
des risques importants, pouvant mener au déceés de la mere ainsi qu’a celui du bébé. Un retard de
croissance ainsi qu’une prématurité ont é¢galement été observées (92). Elle est recommandée depuis 2022

pour toutes les femmes enceintes, indépendamment du nombre de grossesses menées.

Ensuite, la chimioprévention des jeunes enfants a risque, dans les zones de transmission pérenne ou
saisonniére. En effet, elle a démontré son efficacité comme une stratégie fiable, siire et économiquement

viable pour diminuer le fardeau de morbi-mortalité de la maladie.
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Le développement de nouveaux médicaments peut impliquer la réévaluation de traitements
antipaludiques existants, la combinaison de médicaments approuvés pour créer de nouvelles
combinaisons ou encore la création de nouvelles combinaisons. Ainsi, une compréhension approfondie
des marqueurs de la résistance aux antipaludiques permet d'optimiser leur efficacité et d’orienter les

recherches a venir.

2.4.8.4.2. Développement d’un vaccin

Un tout premier vaccin antipaludique, le vaccin RTS,S/ASO1, trés récemment développé et d’une
efficacit¢ modérée, a été préconisé¢ par 'OMS en 2021 et est destiné a étre utilisé dans les régions
d'Afrique subsaharienne a transmission moyenne ou ¢levée du paludisme (3). Seuls sa disponibilité et
son déploiement dans ces zones d’endémie sont compliqués. En effet, sa production et sa distribution
nécessitent des investissements financiers ainsi que politiques afin de favoriser son accessibilité.
D’autres vaccins sont en cours de recherche a I’heure actuelle, qui cibleraient la phase pré-érythrocytaire
du parasite, notamment les sporozoites et la phase hépatique. C’est le cas du vaccin R21/Matrix-M, trés
récemment recommandé¢ par ’OMS, qui serait trés prometteur. Il aurait en effet montré des niveaux
d’efficacité élevé (80%), supérieur a 1I’objectif de 75% demandé par I’OMS (93,94). La découverte et le
déploiement pour une utilisation élargie de ces vaccins permettraient une avancée majeure dans la

diminution de I’impact du paludisme dans le monde.

2.4.8.4.3. Anticorps monoclonaux prophylactiques

Des perspectives d'immunisation passive a l'aide d'anticorps monoclonaux sont actuellement en
développement et ouvriraient la voie a une protection a court terme pour les populations a haut risque.
Cela pourrait étre particulierement crucial pour la protection des nourrissons et des enfants contre
P. falciparum. Un nouveau test in vitro, corrélé a la protection fournie par 1’anticorps testé in vivo, a été

découvert et va permettre de faciliter la mise en évidence d’anticorps puissants (95).

2.4.8.5. Conclusion

Ainsi, la priorité immédiate en matiere de santé publique est la réduction de la morbidité et de 1a mortalité
du paludisme a P. falciparum chez les nourrissons et les enfants ainsi que chez les adultes, en mettant
l'accent sur la prévention de l'infection chez les femmes enceintes ou allaitantes, les femmes en age de

procréer et d'autres populations adultes a haut risque ou vulnérables.
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En combinant ces approches et en favorisant une collaboration globale, avec le maintien d’une vigilance
continue et les investissements adéquats, il est possible de faire progresser dans la lutte contre le

paludisme et de diminuer son impact sur la santé publique a I'échelle mondiale.
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Partie 3 : Etude de I’évolution de la résistance aux antipaludiques aux Hopitaux
Universitaires de Strasbourg

1. Introduction

L'évolution de la résistance aux antipaludiques constitue un enjeu crucial dans la lutte contre le
paludisme. Aux Hopitaux Universitaires de Strasbourg, nous faisons face a un nombre croissant de cas
de paludisme chaque année. En 2022, nous avons recu 409 demandes de recherche de paludisme, en
comptant les contrdles et une quarantaine de cas diagnostiqués cette année-la. Face a cette situation, il
devient impératif de mener une évaluation rapide des résistances aux antipaludiques. Cette ¢tude vise
donc a analyser 1'évolution de la résistance aux traitements antipaludiques et a évaluer 1'impact de ces

mutations sur la prise en charge thérapeutique des patients hospitalisés.

Dans cette perspective, nous entreprendrons une description épidémiologique compléte des patients
originaires d'Afrique hospitalisés au HUS, suivie d'une analyse détaillée de leur distribution en fonction
des années et des régions touchées par la contamination. Cette approche nous permettra de contextualiser
les données recueillies et d'identifier d'éventuelles tendances temporelles ou géographiques en matiere

de résistance aux traitements antipaludiques.

Par la suite, nous nous concentrerons sur l'analyse de l'évolution des résistances aux traitements
antipaludiques, en mettant en lumicre les résistances a l'artémisinine, qui est, comme vu précédemment,
le traitement de référence contre les accés palustres a P. falciparum. Nous porterons une attention
particuliére a I'identification de marqueurs de résistance pertinents, dans le but de renforcer les stratégies

thérapeutiques actuelles en fournissant des informations précises sur les profils de résistance observés.

2. Matériel et Méthodes

2.1.  Sélection des patients et recueil de données

Les patients sélectionnés pour cette étude ont ét€ diagnostiqués aux HUS d’un paludisme a P. falciparum
entre octobre 2010 et octobre 2022. Cette période correspond a celle durant laquelle les extraits et
échantillons primaires ont été conservés a -80°C. Ainsi, les données de 425 patients ont été recueillies.
L’infection a été diagnostiquée par examen microscopique, par une goutte épaisse et un frottis sanguin.
Plusieurs données ont été recueillies, telles que 1’age, le sexe, les antécédents de voyage, la durée du
voyage ainsi que la chimioprophylaxie et sa bonne prise (si prescrite et précisée).

75



IIs ont été ensuite triés selon le pays de provenance ou de voyage. Il a été décidé de répartir les patients
par région géographique plutot que par pays afin que le pool d’échantillon soit plus important et donc
plus représentatif, tout en sachant que cela aura peu d’impact sur I’interprétation des résultats. L’ Afrique
a donc été divisée en 3 régions distinctes : I’Ouest, Centrale ainsi que 1’Est. Cette répartition a été faite
sur la base du découpage de I’ Afrique par les Nations-Unies en 2017. Seuls les patients du Soudan ont

¢été considérés comme faisant partie de I’ Afrique de I’Est.
Ont été exclus de I’étude les patients :

e Ayant des antécédents de voyage complexes (passage par plusieurs pays)

e Ayant voyagée en dehors de I’ Afrique subsaharienne
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Figure 35 : Découpage de I’ Afrique par ’ONU (96) (a gauche) et celui de 1’étude (a droite)

Pour des questions de technicité et de budget, seuls 270 patients ont été sélectionnés aléatoirement, en
prenant en compte seulement la répartition géographique, plus spécifiquement selon la région (Figure
35) et la période de diagnostic. Le tirage au sort a été réalisé sur Excel grace a la fonction ALEA,
permettant d’attribuer un nombre aléatoire différent a chaque patient qui a pu alors étre trié¢ et

sélectionné.
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2.2.  Analyse des données statistiques

L’analyse statistique était purement descriptive. La présentation des variables quantitatives, notamment
I’age et la durée de voyage, a été faite sous la forme de parametres de position (moyenne, médiane,
minimum, maximum, premier et troisi¢éme quartiles) et de parametres de dispersion (variance, écart-
type, étendue, écart interquartile). Quant aux variables qualitatives, elles ont été décrites en fonction des

effectifs et des proportions de chaque modalité de 1’échantillon.

Parmi les 425 patients hospitalisés pour un paludisme a P. falciparum au HUS, la grande majorité venait
du Cameroun (28%) et de la Cote d’Ivoire (16,23%). La proportion de patients revenant d’autres pays
d’Afrique était beaucoup plus faible et & peu pres similaire (allant des 1 & 6%). En répartissant les
¢chantillons par région, une grande partie des patients provenait d’Afrique Centrale et d’Afrique de

I’Ouest, représentant respectivement 48,94% et 47,29% (Figure 36).

Hpirtate de oo

Figure 36 : Représentation graphique de la répartition des cas de paludisme a P. falciparum recueillis
au HUS entre 2010 et 2022

Selon I’analyse des données statistiques (Tableau 4), deux tiers des patients étaient des hommes et un
tiers des femmes. La moyenne d’age était d’environ 44 ans, avec un écart-type de 16,3 ans. 83% étaient
des voyageurs, tandis que 17% étaient des résidents arrivant en France. Environ 37,2% avaient des

antécédents de paludisme et plus de la moitié d’entre eux n’avaient pas pris de chimioprophylaxie.
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Tableau 5 : Récapitulatif des données statistiques

EFFECTIFS PROPORTIONS INTERVALLE DE

CONFIANCE (IC)
SEXE
Femme 158 37.18 [32.57 ; 41.97]
Homme 267 62.82 [58.03 ; 67.43]
REGION
Afrique de I'Est 16 3.76 [2.17 ; 6.04]
Afrique centrale 208 48.94 [44.09 ; 53.8]
Afrique de 1'Ouest 201 47.29 [42.46 ; 52.16]
ANTECEDENTS DE PALUDISME
Non 108 25.41 [21.34;29.83]
Ne sait pas 159 37.41 [32.8 ;42.2]
Oui 158 37.18 [32.57 ;41.97]
CHIMIOPROPHYLAXIE
Non 220 51.76 [46.9 ; 56.61]
Ne sait pas 105 24.71 [20.68 ; 29.09]
Oui 100 23.53 [19.58 ;27.86]

Concernant les patients ayant pris une chimioprophylaxie, plusieurs molécules différentes ont été
observées (Figure 37). De manicre générale, elle fut assez mal suivie par le patient, décrite par des termes
tels que « une mauvaise observance en zone d’endémie » ou encore par « 1’arrét en retour de voyage ».
La doxycycline a été la molécule la plus prescrite, avec 32 patients 1’ayant prise, parmi lesquels 18
personnes avaient mal suivi le traitement. Vient ensuite la méfloquine, 1’atovaquone-proguanil
(Malarone®) et la sulfadoxine-pyriméthamine. Il manque cependant un certain nombre de données, avec
33 patients qui avait pris une chimioprophylaxie, mais dont le nom du traitement n’a pas été consigné,
ce qui pourrait avoir un impact non négligeable sur ’interprétation de ces résultats. Dans les autres
traitements utilisés se trouvaient la chloroquine (Nivaquine®), la chloroquine-proguanil (Savarine®) et

la quinine.
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Chimioprophylaxies et observance
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Figure 37 : Chimioprophylaxies rapportées ainsi que leur observance

2.3. Méthodes

2.3.1. Techniques d’amplification des genes de résistance : TSARA réduit

Afin de faciliter le séquencage et la mise en évidence des différents marqueurs de résistance recherchés,
une amplification des genes d’intérét est nécessaire. Cette technique consiste en I’enchainement de
plusieurs étapes de PCR et de purifications de 1’échantillon (Figure 38). Les étapes de purifications sont
essentielles, permettant d’éliminer les exceés de nucléotides, les sels, les amorces et les diméres

d'amorces.

Figure 38 : Schéma résumé du déroulé de la manipulation, comprenant une technique d’amplification
des genes de résistance (TSARA) suivi d’une technique de séquengage du génome
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L'ADN du parasite est extrait du sang total afin d’étre analysé pour détecter la présence de mutations

ponctuelles dans les différents marqueurs cités précédemment :

e Le domaine de I'hélice de Pfkelchl3 (codons 430-720)
Pfert (codons 72-76, 93, 97, 145, 218, 343, 350, 353 et 356)
Pfmdrl (aux codons 86, 184, 1034, 1042 et 1246)

Pfdhfr (aux codons 16, 50, 51, 59, 108, 164)

Pfdhps (aux codons 431, 436, 437, 540, 581, 613)

Seront recherchés également les délétions dans Pfhrp2 et Pfhrp3.

A la suite des deux étapes d’amplifications, tous les échantillons sont regroupés dans un seul contenant.
Afin d'assurer l'interprétabilité des résultats, chaque échantillon est marqué de maniere distincte, ce qui

permet de les identifier méme apres le mélange de tous les échantillons.

2.3.2. Séquencage

Le séquengage est réalisé¢ par 1’Institut Pasteur, situé a Paris, a l'aide des réactifs MiSeq v2 et de
I’automate d’Illumina. Les échantillons sont a cette étape de I’analyse, qui sera ainsi la derniére étape

analytique avant I’interprétation des résultats.
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CONCLUSION

La présente theése permet une meilleure compréhension de I'évolution des résistances de P. falciparum
aux traitements antipaludiques en Afrique subsaharienne. L’analyse approfondie des marqueurs de
résistance a permis de mettre en lumiére plusieurs choses. Tout d’abord, la résistance de P. falciparum
a la chloroquine et la sulfadoxine-pyriméthamine, portée respectivement par les genes Pfcrt et par Pfdhfr
et Pfdhps est aujourd’hui bien établie dans les zones endémiques. Nous notons cependant pour la
chloroquine qu’une diminution de la résistance a été observée suite a l'arrét de son utilisation. Les
mécanismes de résistances de deux médicaments partenaires recommandés actuellement, la méfloquine
et la pipéraquine, ont été démontrés. La résistance a la méfloquine est corrélée a des amplifications du
gene Pfmdrl. Celle a la pipéraquine est associée a une augmentation du nombre de copies de Pfpm2/3
et a des mutations de Pfcrt toutefois différentes de celles observées pour la chloroquine. Ces observations
mettent en avant la nécessité d’une surveillance et d’un suivi des marqueurs de résistance pour en

garantir l'efficacité dans la lutte contre le paludisme.

L'émergence établie de résistances partielles a l'artémisinine en Afrique subsaharienne suscite une
inquiétude particuliere. Les mutations Pfkelch i3 identifiées, telles que C469Y, R561H, P5S74L et R622I,
qui ont ét¢ validés par ’OMS comme étant responsable d’un allongement de la demi-vie parasitaire,
sont des signaux préoccupants. Aucune répercussion n’a pour l’instant été observée in vivo,
probablement grace a I’efficacité préservée du médicament partenaire. Le suivi approfondi de ces
marqueurs sera essentiel dans les années a venir afin de limiter au maximum la propagation de ces
résistances. Dans le cas ou de nouvelles résistances émergeraient, des stratégies alternatives sont
actuellement envisagées, telles que Il'utilisation de nouvelles approches thérapeutiques (TACT,
antipaludiques de nouvelles générations) et de prévention (chimioprophylaxie, controle du vecteur) ainsi
que dans la mise en évidence de nouveaux marqueurs. Elles seront impératives afin de maitriser au mieux

cette émergence et de réduire au maximum l'impact sur la santé des populations concernées.

Les échantillons de patients collectés au CHU de Strasbourg, de 2010 a 2022, permettront une analyse
précieuse de la présence des marqueurs sur les genes de Pfkelchi3, Pfcrt, Pfimdr1, Pfdhfr et Pfdhps. Ces
travaux constitueraient ainsi une avancée significative dans la lutte contre le paludisme, soulignant
'importance cruciale de la recherche continue pour faire face a I'évolution constante de cette menace

pour la santé publique mondiale.
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ANNEXE

Annexe 1: Mutations non-synonymes retrouvées en Afrique et en Asie du Sud-Est (3,50,53). Les
mutations en gras sont associées a une demi-vie de clairance parasitaire > Sh et ceux en italique a des

mutations associées a un RSA >1%

Numéro Asie du Sud-
" £1e Asie du Sud-Est Afrique Est +
d'hélice Afrique
1 P441L N4581 G449S F4461
P443S C469F G449D S459L
G449A T4741 V4541 C469Y
D452E L463S
N458Y 1465T
2 M4761 F495L T478P Y493H
K4791 G496F V4871 S522C
A481V TS508N V4941
F483S Y511M N499D
S485N R515T D501G
N490T D516Y V5201
L4928 N525D V520A
3 R528T R561C C532S AS557S P527H
G533A V568G V534L N554D N5371
G533S V5341 Y558H P553L
G538V C542Y V5661 R561H
R539T G544R AS569T
1543T G545E T573S
E556D G548S
4 P574L R575G G595S AS578S
R575K S576L M608L M5791
D584V VS581F E612D C580Y
D584N Q613L Q613E
V5891
5 F614L A617T V6371 R6221
A621F A617V V637A Y630F
S623C L619S V637D
A626P G638R
A626T G639V
N629Y
6 P667A V666A A675V
P667L D680ON A676S
F6731 H719N
A676D
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Cette thése analyse les résistances de Plasmodium falciparum en Afrique subsaharienne, mettant en
avant la mise en ¢évidence d’une résistance partielle a l'artémisinine in vitro, particulieérement
préoccupante sur le continent. Les résistances a la chloroquine, a la sulfadoxine-pyriméthamine, a la
méfloquine ainsi qu’a la pipéraquine sont également examinées, avec des marqueurs identifiés. La
recherche de nouveaux marqueurs est soulignée. Bien que la résistance aux artémisinines soit établie en
Asie du Sud-Est, seuls quelques marqueurs ont été rapportés en Afrique sans preuve de résistance in
vivo. Des travaux ultérieurs aborderont les résistances chez les patients hospitalisés entre 2010 et 2022

en Afrique subsaharienne.

This thesis examines Plasmodium falciparum resistance in sub-Saharan Africa, emphasizing the
identification of partial artemisinin resistance in vitro, which is particularly concerning on the continent.
Resistances to chloroquine, sulfadoxine-pyrimethamine, mefloquine, and piperaquine are also explored,
with markers identified. The search for new markers is underscored. While artemisinin resistance is
established in Southeast Asia, only a few markers have been reported in Africa without in vivo resistance
demonstrated. Subsequent work will address resistance in hospitalized patients between 2010 and 2022

in sub-Saharan Africa.
Mots clés
Plasmodium falciparum ; Antipaludiques ; Résistance ; Paludisme ; Afrique subsaharienne ; Pfkelchi3

Nom du Directeur de Thése : BRUNET Julie

92



