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Introduction



Malgré les différents projets mis en place depuis plus de 50 ans pour éradiquer le
paludisme, et ensuite plus modestement pour le controler, cette maladie affecte encore de nos
jours plus de 40% de la population mondiale [1]. Elle est responsable chaque année de plus de
500 millions d’acces cliniques entrainant pres de 3 millions de déces dont 90% d’entre eux
surviennent en Afrique subsaharienne [2, 3].

La distribution géographique du paludisme évolue encore puisque des zones
considérées comme indemnes sont redevenues endémiques. La disparition du paludisme des
régions tempérées, au début du Xxeme siecle, a ramené son aire de distribution a la ceinture
tropicale et subtropicale. De 1950 a 1970, les opérations d’éradication ont provoqué une
nouvelle réduction territoriale de la maladie et, surtout, ont mis en relief la variabilité
régionale de I’endémicité. Si la région afro-tropicale est actuellement considérée comme « le
continent du paludisme » en concentrant plus de 90% des cas [4] (OMS, 1993), il n’en
demeure pas moins que la quasi-totalité du continent asiatique avec des niveaux de
transmission variables est également touché. En Europe, depuis la fin de la seconde guerre
mondiale, le paludisme n’existe quasiment plus. Des cas isolés peuvent survenir comme, en
2006, un cas de paludisme causé par P. vivax en Corse [5] mais la majorité est due au
paludisme d’importation [6].

Aujourd’hui, la diffusion des souches plasmodiales résistantes aux antipaludiques dans
de nombreuses régions du globe reste un des facteurs principaux aggravant cette affection en
menacgant les différents efforts de lutte déployés. Si 1’émergence et la diffusion de la
résistance de Plasmodium falciparum a la chloroquine (CQ) a partir de foyers situés soit en
Asie du sud-est, soit en Amérique du sud est bien connue depuis plus de 20 ans, I’émergence
de la résistance de P. vivax ou P. malariae est plus récente. D’abord décrite pour la
chloroquine, cette résistance existe également vis-a-vis d’autres antipaludiques comme la
sulfadoxine-pyriméthamine (SP), la méfloquine, 1’atovaquone-proguanil [7].

Actuellement, selon les dernieres estimations, P. vivax pourrait étre responsable de 70
a 80 millions de cas par an [8], voire de 130 a 435 millions [1]. Il s’agit de 1’espece
plasmodiale la plus répandue méme si sa place en Afrique sub-saharienne est minoritaire, la
grande majorité des cas étant imputable a P. falciparum. Dans un contexte de changement des
politiques nationales de traitement dans les pays ou le paludisme est endémique, on mesure
mal les conséquences que peut avoir la diminution de la prévalence de P. falciparum sur les
autres especes plasmodiales infectant 1’homme, les interactions entre les especes parasitaires
étant complexes et mal connues. Les estimations concernant I’importance de ce parasite

varient selon la méthodologie utilisée, mais une chose est sure, la prévalence et I’importance



de ce parasite ont été largement sous-estimées. A titre d’exemple, on sait que méme dans les
zones de faible transmission, 20% des patients présentent une infection symptomatique
chaque année, soit 10 a 30 épisodes durant leur vie [8]. Méme si le coiit économique de la
morbidité liée a P. vivax ne peut étre estimé que trés approximativement, si ’on prend en
compte le cofit d’un traitement antipaludique, 1’absentéisme scolaire, la perte de productivité,
son estimation varie entre 1,4 et 4 milliards de dollars par an [9].

Entre 1966 et 2002, 435 études visant a déterminer 1’efficacité thérapeutique in vivo de
médicaments antipaludiques ont été publiées, 87% d’entre elles concernaient P. falciparum
[10]. Pendant la méme période, moins d’une dizaine concernaient P. malariae et 47 seulement
P. vivax. Méme si la mortalité imputée aux infections par P. vivax reste faible, la morbidité
due a ce parasite est proche de celle de P. falciparum dans les zones ou les deux especes

coexistent.

La présente étude, réalisée dans le cadre d’une collaboration entre le Service de
Parasitologie - Mycologie Médicale du Pr Stéphane Picot (Université C. Bernard, Lyon 1) et
I’Unité de Recherche sur le Paludisme du Dr Didier Ménard (Institut Pasteur de Madagascar)
avait pour objectifs d’évaluer :

- la prévalence des infections palustres a P. vivax sur le territoire malgache,

- la sensibilité de ce parasite aux antipaludiques, notamment a la sulfadoxine-pyriméthamine,
et a la chloroquine,

- la fiabilité de marqueurs moléculaires pour I’évaluation de la résistance sur différents sites
de Madagascar,

- d’appréhender la structure des populations parasitaires de P. vivax a Madagascar.

Nous présenterons ainsi dans un premier temps, quelques rappels sur les particularités
biologiques, cliniques et épidémiologiques du paludisme du a P. vivax, sur les traitements
recommandés et sur les mécanismes de résistance du parasite aux antipaludiques couramment
utilisés. Nous verrons ensuite les moyens actuellement disponibles pour mettre en place la
surveillance de I’évolution de la chimiorésistance, et les données existantes sur la situation du
paludisme a P. vivax a Madagascar au moment de notre étude. Nous développerons dans un
deuxieme temps, la partie expérimentale de notre travail avec la présentation de nos résultats
sur I’efficacité thérapeutique de la chloroquine et de la sulfadoxine-pyriméthamine et 1’intérét

des marqueurs moléculaires.
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I- Le paludisme a Plasmodium vivax

P. vivax est actuellement ’espece la plus répandue dans le monde et occupe la
deuxieme place en terme de morbidité palustre derriere P. falciparum. Comme nous allons le

voir, plusieurs caractéristiques biologiques propres a ce parasite expliquent en partie son

importance.

I-1- Particularités biologiques de P. vivax

Le cycle parasitaire de Plasmodium est dixene, composé d’une réplication sexuée chez
le vecteur, un moustique femelle du genre anophele, et d’une réplication asexuée chez son
hote, I’homme (Figure ). Cette réplication asexuée comporte deux phases: la premiere,
hépatique, et la seconde, érythrocytaire. C’est au niveau sanguin que vont apparaitre les
gamétocytes transmissibles a 1’anophele, permettant la poursuite du cycle parasitaire et la
transmission ultérieure a d’autres humains. Les particularités du cycle de P. vivax vont se

révéler au niveau de chacun de ses deux hotes.
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Figure 1. Cycle parasitaire de Plasmodium sp.

(d’apres http://www.uni-tuebingen.de/modeling/Mod_Malaria_Cycle_en.html)
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I-1-a-Le cycle anophélien

Apres un repas sanguin, seules les formes gamétocytes femelles et males absorbées
vont se développer chez I’anophele femelle, se transformant respectivement en gametes
femelles et par exflagellation et division du noyau en gametes males. Les éléments asexués
seront digérés dans I’estomac du moustique. Apres fécondation des gametes et formation d’un
zygote, ’ookinete va traverser la paroi stomacale du moustique et devenir un oocyste qui se
divise immédiatement. C’est au niveau de la conjugaison des gametes males et femelles et de
la premiere méiose que la recombinaison des génotypes est possible. Les cellules dans
I’oocyste vont prendre une forme allongée, se transformant en sporoblastes puis en
sporozoites. La paroi de I’oocyste va alors se déchirer et les sporozoites libérés vont terminer
leur maturation avant de gagner les glandes salivaires.

A 25°C, ce cycle a une durée moyenne de 11 jours pour P. vivax, durée inférieure a
celle du cycle sexué de P. falciparum (13 jours). La durée du cycle est un élément capital pour
la transmissibilité de I’espece parasitaire, avec des répercussions sur la répartition
géographique des espeéces plasmodiales. P. vivax peut étre transmis dans les régions
tempérées durant les courtes périodes chaudes alors que les autres especes sont limitées aux
régions subtropicales et tropicales. Le cycle sporogonique de P. vivax peut de plus se dérouler
a des températures extérieures inférieures de 3°C en moyenne a celles de P. falciparum (15°C

versus 18°C).

I-1-b-Le cycle hépatique et les hypnozoites

Le cycle intra-hépatique de P. vivax a en moyenne une durée plus longue que celle de
P. falciparum (12 jours versus 7 jours). P. vivax a de plus la capacité de former, lors de la
premiere phase hépatique de I’infection palustre, des formes quiescentes appelées
hypnozoites.

Ces hypnozoites vont rester a 1’état latent au niveau hépatique pendant une durée
propre au type de souche et dépendant de son environnement. Ces formes vont étre a 1’origine
d’acces de reviviscence, et donc de paludisme clinique, selon une périodicité qui est
déterminée notamment en fonction de I’origine géographique des souches. En zone tempérée,
ces acces vont se produire en général tous les 5 a 10 mois permettant au parasite de
réapparaitre au niveau sanguin pendant la saison de transmission, tandis qu’en zone tropicale,
ils seront beaucoup plus rapprochés (3 a 5 semaines). Des clones peuvent néanmoins avoir des

profils de reviviscence mixtes, produisant des acces a intervalles irréguliers [11, 12].
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La reviviscence de ces formes hypnozoites induit des difficultés pour I’interprétation
des résultats des tests d’efficacité thérapeutique in vivo. En effet, dans le cas de P. vivax, la
réapparition d’une parasitémie chez un patient apreés un traitement antipaludique peut avoir
trois origines : soit il s’agit des parasites responsables de I’acces primaire, soit il s’agit d’un
acces de reviviscence du aux formes hypnozoites quiescentes, soit il s’agit d’une nouvelle
infection provoquée par une nouvelle piqlire d’un anophele infecté. Chen et al, 2007 [11] ont
montré apres séquencage de fragments des genes mspl (merozoite surface protein 1) , amal
(apical membran antigen 1) et csp (circumsporozoite surface protein) une grande diversité
génétique chez les clones responsables de reviviscences : sur les isolats collectés chez 86
patients (soldats australiens postés au Timor Oriental) ayant subi un nouvel acces, 78
génotypes parasitaires différents ont été identifiés. Sur 15 patients pour lesquels les isolats ont
pu étre collectés lors de deux acces successifs (apres leur retour de la zone d’endémie), 10 sur
14 (71%) étaient constitués de génotypes différents. L’activation des hypnozoites semble
donc clonale.

Les mécanismes conduisant a [’activation des hypnozoites sont encore inconnus.
L’hypothese d’une induction par les piqlires d’anopheles non infectés a récemment été
proposée [13]. Les auteurs de cette étude rétrospective menée en Finlande (1750-1850) ont en
effet observé une corrélation importante entre les températures des mois chauds (juin-juillet)
favorisant un développement des larves de moustique et une augmentation de la mortalité en
aolt et septembre imputable au paludisme. Dans les conditions climatiques de ce pays, le
cycle sporogonique de P. vivax étant long, ces cas de paludisme ne peuvent pas correspondre
a une infection primaire mais pourraient résulter de la réactivation d’hypnozoites quiescents
par un signal transmis lors des piqiires par des anopheles non infectés.

Cette hypothese ne prend cependant pas en compte une spécificité des mécanismes de
réactivation, aboutissant a I’activation d’un clone. Contrairement a une étude antérieure [14],
dans une étude multicentrique (impliquant des patients de Thailande, du Myanmar et d’Inde)
publiée en 2007, Imwong et al [12] ont montré que les isolats provoquant les acces de
reviviscence étaient différents de celui responsable de 1’acces primaire, ceci en 1’absence de
ré-infestation et apres traitement de 1’acces primaire par un traitement efficace. Deux
hypotheses ont été émises : d’une part, lors de la piqilire infestante par un anophele, celui-ci
inocule plusieurs clones parasitaires qui auront un devenir différent (cause d’un acces
primaire et/ou formation d’hypnozoites); d’autre part, la réactivation des hypnozoites
présents dans 1’organisme depuis une infection plus ancienne est la conséquence d’une

N

nouvelle infection conduisant par un mécanisme non élucidé a réactiver ces formes
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quiescentes. Enfin, il pourrait s’agir d’infections initialement polyclonales, ayant engendré le
développement d’une immunité dirigée contre le clone majoritaire lors de 1’acces primaire, le
systtme immunitaire étant alors capable de réagir a nouveau lors d’une réactivation
d’hypnozoites provenant du méme clone et laissant donc place a des acces de reviviscences

causé par des clones initialement minoritaires.

I-1-c-Le cycle érythrocytaire et les formes asexuées

Au contraire de P. malariae infectant les érythrocytes agés, P. vivax n’envahit que les
jeunes hématies exprimant a leur surface I’antigene Duffy. Deux protéines se liant a des
récepteurs a la surface des réticulocytes ont été identifiées : il s’agit de PvRBP-1 et PvRBP-2
(P. vivax reticulocyte binding protein) [15]. Ces protéines sont localisées au niveau du
complexe apical des mérozoites et pourraient étre responsables de la reconnaissance parasite-
réticulocytes. Les réticulocytes ne représentant que 1% environ des érythrocytes totaux, cela
constitue un facteur limitant important pour la croissance in vivo de P. vivax et également
pour la mise au point de tests pour la surveillance de la chimiorésistance de ce parasite in
vitro. 1l en résulte que les parasitémies observées pour P. vivax sont généralement plus basses
que pour P. falciparum. Cependant, une étude menée en Thailande, dans une région de faible
endémicité, a montré que le seuil pyrogénique d’une parasitémie a P. vivax était plus bas qu’a
P. falciparum (180 parasites/uL versus 1000 pour P. falciparum) [16] ; cela est conforté par
des taux plus élevés de TNF-a, cytokine pro-inflammatoire participant a 1’induction de la
fievre, dans le cas des infections a P. vivax (cela méme dans le cas de parasitémies égales a P.
falciparum) [17-19].

Le cycle de P. vivax dure entre 42 et 48 heures. A chaque cycle, le nombre de
mérozoites libérés est habituellement de 8 a 16. Lors de la réalisation de frottis sanguins, tous
les stades parasitaires peuvent étre présents alors que pour P. falciparum les stades agés ne
sont généralement pas visibles. On observe dans les hématies parasitées par P. vivax une
déformabilité augmentée au fur et a mesure de la maturation des parasites ; les hématies
parasitées par P. vivax ne seraient pas séquestrées au niveau des différents organes ou dans la
microcirculation [20]. Cependant les cas de paludisme séveres a P. vivax de plus en plus

décrits remettent en cause cette hypothese.

I-1-d-Le cycle érythrocytaire et les formes sexuées
Enfin, le dernier caracteére que nous tenions a évoquer concerne la capacité de P. vivax

a former des formes gamétocytes de facon précoce. La gamétocytogénese de P. vivax peut
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débuter des la premiere génération de mérozoites, en 1’absence de signes cliniques (et donc
avant D’instauration d’un traitement), ce qui confere au parasite une transmissibilité

augmentée par rapport aux autres especes [21].

P. vivax est donc capable de se transmettre sous des conditions climatiques plus
difficiles que P. falciparum, a la capacité de s’adapter a I’épidémiologie de son terrain, et peut

se transmettre plus facilement.

I-2- Epidémiologie : importance de I’antigene Duffy

Il est admis que, en dehors de quelques foyers, P. vivax est absent d’Afrique sub-
saharienne conséquence d’un polymorphisme génétique des populations humaines. Dans les
années 70, 'implication de I’antigéne Duffy a été découverte. Les quelques foyers ou les cas
de paludisme a P. vivax persistent seraient liés a la présence de populations humaines qui
présentent le récepteur pour I’antigene Duffy a la surface de leurs hématies.

L’infection des hématies par P. vivax nécessite donc a leur surface la présence d’un
récepteur appelé « Duffy Antigen Receptor for Chemokines » ou DARC.

L’antigene Duffy est une protéine de 38 kDa comportant 7 domaines
transmembranaires et possédant 66 acides aminés extracellulaires a son extrémité N-
terminale. 35 acides aminés a cette extrémité N-terminale de la protéine jouent le role de
récepteur pour 1’invasion du parasite dans I’érythrocyte [22]. L antigéne Duffy est codé par
deux alleles co-dominants FYA et/ou FYB. La présence d’une mutation en position -33 sur le
promoteur du gene va entrainer la non-expression de 1’allele et I’absence de la protéine a la
surface de I’érythrocyte [23]. Le gene n’est en effet plus reconnu par le facteur de
transcription GATA-1. Le type d’allele (FYA ou FYB) est déterminé par la présence d’une
mutation sur le codon 42 (présence d’une glycine pour FYA ou d’un résidu acide aspartique

pour FYB) [24].

Les protéines parasitaires qui se lient aux récepteurs érythrocytaires durant le
processus d’invasion appartiennent a la famille des EBP, Erythrocyte Binding Protein.
Chacune de ces protéines est caractérisée par un domaine extracellulaire qui contient deux
régions conservées riches en cystéine et en acides aminés hydrophobes, les régions Il et IV.

Seules deux especes plasmodiales, P. vivax et P. knowlesi posseédent le ligand du

récepteur DARC, un domaine nommé « Duffy-binding like domain » (DBL) ou « Duffy
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binding protein » (DBP). Plus précisément, c’est la région II de PvDBP qui se lie au récepteur
DARC. Les EBP sont localisées dans les micronemes et leur présence a la surface des
mérozoites n’a pas €té mise en évidence. Il est possible que 1’interaction entre les protéines
PvRBP-1 et PVRBP-2 (P. vivax reticulocyte binding protein) et leurs récepteurs a la surface
des réticulocytes déclenche I’entrée en scene de PvDBP. Apres interaction entre un mérozoite
et un érythrocyte, le mérozoite va se ré-orienter de fagon a présenter son complexe apical face
a I’érythrocyte. Les micronemes et rhoptries vont déverser leur contenu provoquant une
jonction irréversible entre le complexe apical du mérozoite et 1’érythrocyte cible. Cela va
former une enveloppe autour du mérozoite qui se retrouve alors dans une vacuole a I’intérieur
de I’hématie [25]. Des anticorps dirigés contre PvDBP bloquent 1’invasion des réticulocytes.
DBP est un candidat vaccinal mais son polymorphisme important rend difficile la mise au

point d’un vaccin [26].

Des études ont porté sur la susceptibilité des individus face au paludisme causé par P.
vivax en fonction de leur génotype Duffy. Une différence du niveau d’expression de
I’antigéne a la surface des érythrocytes a été montrée entre les individus de génotype
FYA/FYA™ et les patients homozygotes FYA/FYA [27]. Une réduction de la parasitémie
moyenne des infections a P. vivax chez les individus hétérozygotes FYA/FYA™ a été
observée dans une étude menée en Papouasie Nouvelle Guinée, cela dans un groupe d’enfants
de moins de 5 ans en I’absence d’immunité acquise [28]. Le niveau de la parasitémie était
comparable, dans cette population, aux parasitémies observées chez les sujets plus agés,
immuns. Le statut hétérozygote des sujets FYA/FYA™ pourrait leur apporter une protection
vis-a-vis de l’infection par P. vivax, par une diminution du nombre de récepteurs
érythrocytaires pour le parasite.

Récemment, la présence d’un parasite identifié en microscopie comme P. vivax a été
rapportée dans une population du Kenya n’exprimant pas la protéine Duffy [29]. Des études
entomologiques ont montré dans cette méme région (par ELISA) la présence de sporozoites
de P. vivax chez deux especes d’anopheles, An. gambiae et An. funestus a la fin de la saison
des pluies. Si cela était confirmé, cela signifierait que P. vivax est capable d’envahir les
érythrocytes via d’autres récepteurs que 1’antigéne Duffy et qu’il possederait donc d’autres
ligands. Le domaine se liant a Duffy a ét€ le premier identifié de la famille des EBP. P.
knowlesi posséde par exemple deux autres génes codant pour des protéines ligand (provenant
initialement d’une duplication du geéne, et ayant évolué différemment sur des chromosomes

différents). P. knowlesi peut envahir les hématies via un autre récepteur érythrocytaire, et I’on
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peut penser que P. vivax ait évolué de maniere similaire, ne se contentant pas d’une seule

stratégie pour envahir les hématies [30].

I-3- Répartition géographique

Ce sont 2,5 a 2,6 milliards de personnes qui vivent dans des zones a risque de
paludisme sur notre planete et selon les estimations P. vivax pourrait étre responsable de 70 a
80 millions [8], voire de 130 a 435 millions de cas par an [1].

De maniere générale, P. vivax est tres largement répandu sur tous les continents
excepté en Afrique tropicale (Figure 2) ou P. falciparum prédomine, malgré la présence de P.
malariae qui peut parfois causer jusqu’a un tiers des cas de paludisme, et celle de P. ovale
néanmoins plus rare [8]. En outre, il est classique d’observer que la prévalence de P. vivax
augmente dans les zones de conflits armés en raison des déplacements de populations et des

conséquences économiques et sociales de la guerre [31].

{a}

{b)

Figure 2. Représentation de la distribution géographique des espéces plasmodiales P.

Jalciparum et P. vivax en 2005.

(a) P. falciparum ; (b) P. vivax
D’apres Guerra et al, 2005 [32]
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Sur la ceinture tropicale de 1’Afrique, I'incidence de P. vivax reste faible [33]. En
revanche, dans les territoires d’Afrique de I’est et du sud, ainsi qu’a Madagascar, P. vivax
pourrait représenter jusqu’a 20% des cas de paludisme. Au Soudan, 5 a 10% des infections
palustres sont dues a P. vivax, et en Ethiopie, il est responsable de 20% a 40% des infections
palustres dans certaines régions du pays [34]. Il est en fait présent dans les populations afro-
asiatiques notamment au Kenya, en Tanzanie ainsi que dans les iles de I’océan indien.

La majorité des infections a P. vivax se situe hors d’Afrique, plus particulicrement en
Asie du sud est et dans le pacifique ol P. vivax représente 49% des cas de paludisme. La
prévalence relative de cette espece augmente en Amérique du sud et Amérique centrale, avec
de 71% a 81% des cas de paludisme. On le retrouve notamment au Pérou, en Bolivie et en
Guyane Francgaise [35-38]. Ce sont également 81% des cas de paludisme qui sont imputables

a P. vivax dans les régions méditerranéennes de ’est, et 100% des les pays de I’ex URSS.

Le ratio entre les infections palustres dues a P. vivax ou P. falciparum varie ainsi
largement selon les zones géographiques. Il est le plus bas en Afrique tropicale (0-20% des
infections palustres), et augmente dans les zones de transmission moins intenses comme en
Asie du sud, dans le Pacifique ouest et en Amérique du sud. Ainsi P. vivax semble étre le
parasite des situations plus difficiles et concede sa place a P. falciparum lorsque les
conditions climatiques s’améliorent pour celui-ci. En outre, depuis 1993, la Corée du sud a vu
réapparaitre ce parasite alors que le paludisme avait disparu officiellement depuis 1979 [39,
40]. 4142 cas étaient décrits en I’an 2000. Cette ré-émergence pourrait provenir de moustiques
infectés originaires de la Corée du Nord, dans la zone de démilitarisation ou la maladie aurait
persisté sans étre détectée, ou de sources extérieures (Corée du Nord, Chine ou Asie de 1’est)
[41, 42].

En France, de 2001 a 2004, 6500 a 7000 cas de paludisme d’importation étaient
déclarés chaque année. Les proportions des especes étaient de 83,5% de P. falciparum, 6,5%

de P. ovale, 4,5% de P. vivax et enfin 1,6% de P. malariae [43].

I-4- Clinique

Le paludisme a P. vivax induit classiquement un paroxysme avec une récurrence de 48
heures coincidant avec 1’éclatement des schizontes. La durée des acces palustres est
habituellement inférieure a 8 heures, avec une fievre brutale pouvant aller jusqu’a 41°C et qui

va diminuer progressivement passé des étapes de frissons, sueurs. Ces symptomes peuvent
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étre accompagnés de maux de téte, de nausées, de vomissements, de douleurs musculaires. Ils
ne sont pas spécifiques de I'infection par P. vivax. Le patient apres une crise de paludisme a
P. vivax est dans un état d’épuisement intense [44].

Il a longtemps été considéré que le paludisme causé par P. vivax était bénin mais les
symptomes peuvent parfois €tre graves et lourds de conséquences. Classiquement, il est décrit
chez les patients une fievre importante, des frissons, nausées, vomissement. Les pics de fievre
sont accompagnés de hauts taux de TNF (tumor necrosis factor) dont la sécrétion par les
macrophages est induite par le relargage lors de I’éclatement des schizontes parasitaires de
glycosylphosphatidylinositol [45].

Les rares cas entrainant la mort peuvent survenir apres une rupture splénique. Cette
rupture de la rate est causée par une altération de sa structure, résultat d’une activation
lymphatique des tissus et d’une stase dans les sinus spléniques causée par les érythrocytes
parasités dont la surface est déformée. Cela peut aussi donner lieu a des complications moins
graves : hématomes, torsions, hypersplénisme [46].

On pensait également que les cas de neuropaludisme ne pouvaient étre dus a une
infection par P. vivax seul mais résultaient d’une co-infection avec P. falciparum. Cependant
avec les apports de la biologie moléculaire et le diagnostic d’espece rendu possible par PCR,
plusieurs patients souffrant de neuropaludisme, de syndrome de détresse respiratoire aigue ou
de dysfonctionnement hépatique ou insuffisance rénale n’étaient infectés que par P. vivax. Au
contraire de P. falciparum, les hématies parasitées par P. vivax ne sont pas séquestrées dans la
microcirculation cérébrale.

Comme décrit dans la revue de K. Baird [47], nous avons recensé dans la littérature
entre 1998 et 2007, 28 cas d’insuffisance rénale, 15 cas de syndrome de détresse respiratoire
aigue, 8 cas de neuropaludisme, 2 cas de rupture de la rate et 8 cas de dysfonctionnement
hépatique. A cela s’ajoutent les problemes d’anémie, de thrombocytopénie... Malgré tout,
seuls 45 cas de neuropaludisme ont été publiés dans la littérature anglophone depuis les
années 1920.

L’anémie est un facteur de morbidité important dans les infections a P. vivax ; les
anémies sont fréquentes et surtout séveres [48, 49]. Des cas de thrombopénie ont été
rapportés, avec parfois des thrombopénies tres séveres comme 8.10° plaquettes /L et 5 .10° en
I’absence de saignements [50-53]. Les mécanismes conduisant a ces thrombopénies ne sont
pas clairement définis ; le M-CSF (macrophage stimulating factor) interviendrait en stimulant
I’activité des macrophages, médiant dans certains cas une destruction des plaquettes. Le stress

oxydatif pourrait aussi intervenir ainsi que la formation de complexes immuns.
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Les cas d’atteintes pulmonaires sont probablement sous-estimés, et seraient liés au
déclenchement d’une réaction inflammatoire. Ces atteintes pulmonaires peuvent étre de types
cedémateuses et peuvent entrainer un syndrome de détresse respiratoire. Elles sont de mauvais
pronostic. Cependant leur fréquence est plus faible dans les cas de paludisme dus a P. vivax
(par rapport a P. falciparum), probablement en 1’absence de séquestration des hématies
parasitées dans la microcirculation, et avec un relargage de toxines plasmodiales plus faible
dans le cas de P. vivax. La réponse inflammatoire induite, avec ses effets déléteres, serait plus
faible. L’hypoalbuminémie résultant d’un état de malnutrition pourrait aggraver les cedemes
pulmonaires.

Les mécanismes conduisant a ce type d’atteintes passeraient par une accumulation des
cellules monocytaires, conduisant a une inflammation et a une altération des fonctions
pulmonaires : diminution des échanges gazeux, augmentation de [’activité des cellules
phagocytaires, manifestations respiratoires. L’acidose métabolique semble étre, chez les
enfants, une des causes majeures de cette détresse respiratoire. Elles surviennent parfois apres
plusieurs jours de traitement, suggérant que ces manifestations peuvent étre la conséquence de
la lyse des parasites par les antipaludiques, provoquant une réponse inflammatoire, conduisant
a des atteintes pulmonaires [54-57]. Il est possible que I'effet anti-inflammatoire de la
chloroquine, molécule la plus utilisée dans le traitement des cas de paludisme a P. vivax, ait

atténué la réponse inflammatoire au niveau pulmonaire chez les patients infectés [58].

I-5- Diagnostic

Comme pour toutes les especes plasmodiales, le diagnostic biologique d’une infection
a P. vivax peut étre réalisé sur frottis sanguin ou goutte épaisse, avec coloration au May-
Griinwald-Giemsa. Une planche exposant les différents stades parasitaires est présentée en
annexe 1. Le frottis sanguin est considéré comme la technique de référence, et sa sensibilité
estimée a 200 hématies parasitées par uL de sang. La goutte épaisse rend le diagnostic
d’espece plus difficile a réaliser, mais permet d’augmenter la sensibilité du diagnostic a 10 a
20 hématies parasitées par uL de sang [59]. La microscopie nécessite toutefois la présence
d’un microscopiste expérimenté ; les mouvements de populations humaines du 20°™ siecle ne
permettent plus un diagnostic porté sur un critere géographique des especes plasmodiales
mais sur leurs criteres morphologiques propres. De plus, des données relativement récentes

soulignent les limites de la microscopie pour 1’identification des especes parasitaires. P vivax
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est morphologiquement proche de P. ovale. Des cas récents d’infections humaines par P.
knowlesi ont également été décrits (parasites d’origine simienne). Cette espece est tres proche
morphologiquement de P. malariae, mais les contacts de plus en plus étroits entre les
populations humaines et de nouveaux biotopes renforcent la possibilité de passages inter-

especes des parasites notamment du singe a I’homme.

Des tests de détection antigéniques rapides ont été développés avec une visée
diagnostique essentiellement tournée vers P. falciparum. Ces tests permettent la détection
d’antigenes palustres apres migration de sang périphérique sur une membrane de
nitrocellulose et réaction avec des anticorps préalablement fixés. Différents anticorps sont
utilisés, spécifiques du genre Plasmodium (anti-aldolase, anti-pLDH), c’est-a-dire présentant
des réactivités croisées entre les quatre especes, ou spécifique d’espece (anti-HRP2, anti-
LDH). Dans ce dernier cas, les trousses commerciales disponibles proposent des réactions
spécifiques pour P. falciparum et P. vivax. La sensibilité de ces tests est identique a celle d’un
frottis sanguin pour les parasitémies > 1%, mais une variabilité importante existe selon les
especes parasitaires présentes. Selon Ratsimbasoa et al, 2007 [60], la sensibilité d’un test
rapide (basé sur la détection de la LDH parasitaire) était estimée entre 88.9% et 100% pour
des parasitémies comprises entre 500 et 5000 parasites/uL et 50% pour des parasitémies
inférieures a 100 parasites/uL. Dans une autre étude menée a Madagascar, la sensibilité de 2
tests rapides (Palutop4+ et Optimal", basés 1’un sur la détection de la protéine HRP2 de P.
falciparum, la pLDH de P. vivax et la pan-pLDH, et 1’autre sur la détection de la pLDH de P.
falciparum et la pan-pLDH) ainsi que celle de la microscopie a été évaluée en prenant comme
méthode référence pour le diagnostic d’espece la PCR en temps réel [61] (Annexe 2). Pour les
infections a Plasmodium non-falciparum, la sensibilité des tests rapides était de 85,7% et
94,1% selon le test. La sensibilité de ces tests est de plus conditionnée par le polymorphisme
des antigenes recherchés. Sur les isolats de P. falciparum de Madagascar, 9% des infections
(parasitémie < 250 parasites/ul) seraient non détectées a cause de polymorphismes présents
sur le géne codant pour la protéine PFHRP2. Le polymorphisme sur les geénes codant pour
I’aldolase et la pLDH était plus modéré (Annexe 3).

La mise a disposition de ce type de tests qui ne sont pas adaptés au diagnostic des
especes minoritaires, dans de nombreux pays en zone d’endémie palustre, va contribuer a
maintenir la sous-estimation de la prévalence de P. vivax. Cependant, ils peuvent représenter
une alternative pour le diagnostic des especes parasitaires en 1’absence de microscopistes

expérimentés.
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La biologie moléculaire permet de déterminer avec certitude 1’espece parasitaire
présente. Différentes techniques d’amplification ont été décrites. Tout d’abord, avec la PCR
classique, de type nichée ou semi-nichée, et éventuellement multiplex. La PCR en temps réel
a ensuite permis d’améliorer la sensibilité et peut permettre en une seule manipulation de
déterminer D’espece parasitaire présente. Ces PCR sont généralement basées sur
I’amplification d’un fragment d’ADN codant pour I’ARN ribosomal 18S. Néanmoins, la PCR
en temps réel nécessite un appareillage et des réactifs cofiteux. Sa sensibilité est de 0.001 a 0.3
parasites par L. Le technique utilisée dans notre étude a été celle décrite par de Monbrison et
al, sur laquelle nous reviendrons un peu plus loin [62]. La PCR apporte a la fois une
augmentation de spécificité et de sensibilité importante dans le cadre du diagnostic des

infections a P. vivax.

I-6- Les infections mixtes et les interactions entre especes

Les infections mixtes et plus particuliecrement celles impliquant P. falciparum et P.
vivax sont dans certaines régions fréquentes. En Thailande, apres traitement d’une infection a
P. falciparum, P. vivax apparait chez 21 a 35% des patients ; a ’inverse, apres traitement
d’une infection a P. vivax, P. falciparum resurgit dans 8-9% des cas. L’émergence d’une
infection cryptique dépendrait de 1’efficacité du traitement donné en premiere intention [63].

Les interactions entre especes plasmodiales ne sont pas figées. Elles évoluent dans le
temps, et peuvent différer selon les zones géographiques. La proportion des infections mixtes
observées chez ’homme n’est pas simplement égale a celle attendue compte tenu de la
prévalence de chaque espece parasitaire dans une population humaine. Au sein de 1’hdte, une
régulation des densités parasitaires se produit, au sujet de laquelle plusieurs hypotheses ont
été avancées : compétition vis-a-vis des hématies, réaction immunitaire anticorps dépendante.
La plus vraisemblable est I’intervention de réactions immunes non spécifiques [64].

Des interactions « saisonnieres » se produisent également. P. falciparum est plus
souvent retrouvé en saison des pluies, au moment ou la transmission est la plus intense.
Lorsque la transmission diminue, la prévalence de P. malariae ou P. vivax augmente alors.

Un effet bénéfique pourrait €tre attribué a P. vivax lors de co-infections avec P.
falciparum. 11 a été observé que la présence concomitante de P. vivax pouvait réduire par un
facteur 4 le risque de développer un paludisme sévere causé par P. falciparum [16]. De la

méme facon dans une autre étude, le risque d’échec thérapeutique apres traitement d’une
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infection a P. falciparum par artésunate-méfloquine était deux fois plus élevé pour les patients

présentant une mono-infection que pour ceux co-infectés par P. vivax [65].

II- Le traitement des infections palustres a P. vivax et la résistance de ce

parasite aux antipaludiques

Les recommandations existant préconisent le traitement des acces palustres a P. vivax
par la chloroquine, avec un relais par la primaquine, seul antipaludique actif contre les
hypnozoites hépatiques.

Concernant le paludisme, la pharmaco résistance a été définie par 'OMS comme
« I'aptitude d’une souche de parasite du paludisme a survivre ou a se reproduire malgré
I’administration et I’absorption d’un médicament employé a des doses égales ou supérieures
aux doses ordinairement recommandées mais comprises dans les limites de tolérance du
sujet ». L’expansion de la résistance dans une population est le reflet de la quantité de
médicaments utilisée dans cette population [66]. Plusieurs mécanismes interviennent :

- la sélection a travers I’utilisation massive d’un médicament en prophylaxie, et/ou a travers la
persistance de concentrations sub-thérapeutiques chez les sujets traités;

- I'usage d’un médicament en monothérapie plutdt que d’une association de médicaments
[67]. Ceci est particulierement vrai pour les médicaments a demi-vie longue qui persistent
plus longtemps dans le sang a des concentrations sub-thérapeutiques. La sélection des
parasites résistants se produit lorsque la concentration de 1’antipaludique administré est
suffisante pour inhiber la multiplication des Plasmodium sensibles mais insuffisante pour
bloquer celle des résistants, ce phénomene étant désigné sous le nom de « sélection

médicamenteuse » [68].

D’un point de vue génétique, la résistance aux antipaludiques résulte de mutations
spontanées qui ont pour effet de modifier la structure et I’activité, au niveau moléculaire, de la
cible du médicament ou d’empécher le médicament de parvenir a cette cible. Ces
polymorphismes ont pour origine, dans la majorit¢ des cas, le remplacement d’un seul
nucléotide par un autre (SNP pour single nucleotide polymorphism). Conférant un avantage
dans des conditions données (pression médicamenteuse) aux parasites 1’ayant acquis, certains
verront leur fréquence augmenter dans la population [69]. D’autres, parce qu‘ils sont

défavorables aux individus qui les portent, seront éliminés.
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II-1- La chloroquine

II-1-a-Utilisation de la chloroquine

La chloroquine a été, et reste, le traitement de 1% intention du paludisme a P. vivax
depuis 1946. Elle est encore largement utilisée et a ét€ la molécule antipaludique la plus
étudiée. Sa premiere utilisation remonte a 1936 chez des patients présentant une syphilis a la
phase neurologique, en Allemagne, volontairement infectés par P. vivax [70].

La posologie est de 25 mg/kg (maximum d’1.5 g pour un adulte), pendant 3 jours
comme pour P. falciparum. La demi-vie d’élimination de la chloroquine étant longue, sa
concentration plasmatique est maintenue au dessus de la CI50 d’une souche sensible,
permettant a cet antipaludique d’éliminer le risque de rechute due a un acces de reviviscence
précoce (en zone tropicale, la premiere rechute due aux hypnozoites peut se produire dans les

21 jours suivant I’'infection) [71].

II-1-b-Mécanismes d’action de la chloroquine

Malgré sont utilisation depuis une cinquantaine d’années, la compréhension des modes
d’action de la chloroquine et surtout des mécanismes de résistance n’est pas parfaitement
élucidée. Chef de file des amino-4-quinoléines, la chloroquine est une base faible qui
s’accumule dans la vacuole digestive du parasite en suivant le gradient de pH. Les parasites
vont digérer au sein de la vacuole digestive I’hémoglobine (source d’acides aminés) ce qui
induit la libération de molécules d’heme. L’heme est normalement détoxifiée par
polymérisation en une forme cristalline, ’hémozoine (le pigment malarique). L’action
principale de la chloroquine va étre de bloquer cette dégradation enzymatique de
I’hémoglobine, en se liant a I’héme libre (ferriprotoporphyrine IX) empéchant sa
polymérisation, et ainsi la formation de I’hémozoine. La concentration de I’héme, toxique
pour le parasite, augmente, ce qui aboutit a la mort de celui-ci [72].

La chloroquine est un schizonticide sanguin aussi bien contre P. vivax que les autres
especes. Une activité gamétocytocide est reconnue contre les gamétocytes de P. vivax mais
aux doses couramment utilisées pas contre ceux de P. falciparum. Néanmoins, apres
élimination des stades sanguins, les patients restent a risque d’acces de reviviscences des

formes hypnozoites hépatiques.
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I1-1-c-Emergence de la résistance a la chloroquine

Alors que les premiers cas de résistance a la chloroquine chez P. falciparum sont
apparus des les années 50 en Asie du sud-est (Thailande, Cambodge), en Amérique centrale et
en Amérique du sud (Colombie) la chloroquino-résistance de P. vivax n’est apparue qu’en
1989 chez des Australiens rapatriés en Papouasie - Nouvelle-Guinée et dans les iles Salomon
[73]. Elle s’est ensuite rapidement étendue en Indonésie (ile de Nias), en Papouasie et en Irian
Jaya en 1991 [74], au Myanmar en 1993 [75], a Bombay en 1995 [76] et a Bornéo en 1996
[77]. On suspecte aussi la présence de chloroquino-résistance en Amérique du sud: quelques
cas ont été signalés en Guyane en 1996 [78], au Pérou [79] et dans la partie amazonienne du
Brésil [80, 81]. La prévalence des souches chloroquino-résistantes pourrait étre sous-estimée
au Brésil, avec 10% d’échecs thérapeutiques récemment rapportés [82]. Toutefois, d’autres
rapports ont fait état d’une persistance de la sensibilit¢é de P. vivax a la chloroquine en
Azerbaidjan [83], aux Philippines [84] et en Thailande [85-88]. En Papouasie, en 2004, 65%
des patients €taient en échec thérapeutique apres 28 jours de suivi [89].

Ce délai d’acquisition de la résistance a la chloroquine trouve son explication dans un
mécanisme multifactoriel et/ou suite a une pression médicamenteuse moins forte due a la

précocité de la gamétocytogénese permettant une transmission des clones sensibles.

II-1-d-Mécanismes de résistance des Plasmodium a la chloroquine

Les mécanismes de résistance a la chloroquine ont été plus étudiés pour Plasmodium
falciparum. La résistance de ce parasite est liée a une diminution de sa concentration au sein
de la vacuole digestive du parasite induisant la présence d’une concentration en principe actif
beaucoup trop faible pour bloquer le processus de détoxification de I’héme en hémozoine [90,
91]. Plusieurs hypotheses ont été avancées :

- l'acquisition d'un mécanisme d'efflux rapide, phénomene de multi-drug résistance [92].

- la perte ou la réduction du mécanisme d'influx,

- l'augmentation du pH lysosomal, qui réduirait l'accumulation acido-tropique de la
chloroquine.

La chloroquine peut étre sous forme di-protonée, et base faible, elle va se répartir dans
les compartiments intra et extracellulaires selon un gradient de pH. Elle va donc s’accumuler
dans la vacuole digestive du parasite (pH voisin de 5,0-5,2). On estime que la concentration
de chloroquine peut étre 20 000 fois plus importante dans la vacuole parasitaire que dans
I’érythrocyte infecté. Une différence initiale de pH entre les souches sensibles et résistantes a

la chloroquine pourrait donc étre 1’'une des explications possibles a la moindre concentration
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dans la vacuole parasitaire de I’antipaludique. Des études contradictoires ont été publiées sur
le sujet [93-95], la mesure du pH a I'intérieur de la vacuole digestive du parasite restant une
tache difficile. Plusieurs hypotheses ont été émises concernant 1’efflux de la chloroquine hors
de la vacuole digestive et le rdle de la protéine CRT (Chloroquine Resistant Transporter)
(Figure 3). Un canal transportant la chloroquine sous forme protonée a I’extérieur du parasite
rendrait possible la plus faible accumulation de chloroquine chez les parasites résistants. La
protéine CRT pourrait également agir comme un transporteur, la mutation K76T (sur le gene
pfert) par la perte d’une charge positive rendant possible ’efflux de CQ. L’implication de
cette mutation dans la résistance de P. falciparum a la chloroquine a été clairement démontrée
[96]. La protéine Pghl pourrait participer également a 1’efflux de chloroquine hors de la
vacuole digestive du parasite (Figure 3). Le geéne codant pour cette protéine est le gene
pfmdrl [97]. En présence de mutations sur le gene pfcrt (K76T), la présence d’une mutation

sur le codon 86 de pfmdrl modulerait le niveau de résistance a la chloroquine.
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Figure 3. Mécanismes proposés pour la chloroquino-résistance ; Implication des protéines

PfCRT et Pghl.

A. Action de la protéine PfCRT dans une souche sauvage. La protéine PfCRT participe de
facon majoritaire a [’élimination des acides aminés protonés et de facon minoritaire a
[’élimination de la chloroquine protonée.

B. Action de la protéine PfCRT dans une souche mutée. La protéine PfCRT permet
I’élimination massive de la chloroquine protonée

D’apres Warhurst 2001 [98]
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I1-1-e-Réle du géne pvmdrl

Des travaux récents ont permis de rechercher chez P. vivax le gene orthologue de
pfmdrl [92, 99]. Des mutations non-synonymes ont été identifiées sur 16 codons (Tableau 1).
Deux mutations ont été identifiées sur des positions non décrites chez P. falciparum: plus
précisément les positions Y976F et F1076L par Brega et al. [92], dans notre laboratoire, mais
en I’absence de données cliniques obtenues en parallele, le role de ces mutations dans

I’acquisition d’un phénotype résistant a la chloroquine n’avait pas pu étre déterminé.

Tableau 1. Polymorphismes identifiés sur le gene pvmdrl

Codon Total )

196 237 443 500 511 556 698 783 823 908 958 976 1076 1104 1440 1447 isolats o

Brésil N S I N R \'% G A K L M Y F L R E 1 [99]
N $ I N R V G A K L M Y F L Q E 1 [99]

N S I D R V G A K L M Y F L Q E 1 [99]

Salvador N S 1 D R \'% G A K M T Y F L Q E 1 [99]
Guyane Y F 3 [92]
Thailande Y F 4 [92]
F L 4 [92]

Y L 1 [92]

F 17 [100]

Y 52 [100]

Azerbaijan Y L 4 [92]
Turquie Y L 3 [92]
PNG N S I D R \'% S \'% K L M F L L Q E 1 [99]
Indonésie N S 1 D H V S A K L M F L L Q E 1 [99]
Y F I [92]

F L I [92]

F 123 [100]

Y 5 [100]

Papouasie N S I D H V A E L M F L F Q E 2 [99]
S T D H V A E L M F L F Q G 1 [99]

N I D H A A E L M F L F Q E 1 [99]

Brega et al. [92] ont également recherché des mutations sur les codons 91 et 189 mais aucun
polymorphisme n’a pu étre identifié.

Les études apportant a la fois des résultats de suivi thérapeutique in vivo et des
données moléculaires sont trop rares, et il est difficile d’associer une valeur prédictive d’échec
thérapeutique a la présence de ces mutations. Tres récemment, Suwanarusk et al., 2007 [100]

ont montré que la CI5S0 mesurée in vitro (par observation de la maturation des stades
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schizontes) était significativement plus €levée sur les isolats porteurs de la mutation 976F que
sur les génotypes sauvages (isolats collectés en Indonésie et Thailande). Dans une autre étude,
Marfurt et al [101] ont montré une association entre la présence de la mutation 976F, associée
a un génotype mutant sur le gene dhfr, et la survenue d’un échec thérapeutique chez des
patients ayant recu un traitement par la combinaison amodiaquine-sulfadoxine-
pyriméthamine, démontrant une implication de ce géne dans la résistance aux amino-4-

quinoléines de P. vivax.

Les données portant sur la relation entre le nombre de copies du gene pvmdrl et la
résistance a la chloroquine sont rares, et n’ont pour l’instant pas permis de porter des
conclusions probantes. Chez P. falciparum, une augmentation du nombre de copies du gene
pfmdrl a été associée a un phénomene de « multi-drug resistance » : diminution de la
sensibilité du parasite a la méfloquine, la quinine, la luméfantrine, 1’halofantrine, et aux
dérivés de I’artémisinine [102, 103]. Suwanarusk et al., 2007 [100] ont quantifié le nombre de
copie de pvmdrl sur 170 isolats : 15 isolats avaient un nombre de copies augmenté (13 isolats
avaient 2 copies du gene, 2 avaient 3 copies). Ces 15 isolats provenaient de Thailande et tous
étaient sauvages sur le codon 976. En ne considérant que les isolats provenant de Thailande
(total de 66), les isolats possédant plusieurs copies du gene pvmdrl avaient une CIS0 plus
basse pour la chloroquine que les isolats ne possédant qu’une seule copie du géne. Cependant,
sur le total des isolats (incluant 104 isolats d’Indonésie pour lesquels pvmdrl n’avait été
retrouvé qu’en une seule copie), les résultats n’étaient plus significatifs. Le role de pvmdrl,

dans la résistance a la chloroquine de P. vivax, reste donc encore a déterminer.

II-1-f-Réle du geéne pvcrt-o

Le gene orthologue de pfcrt chez P. vivax a été identifié en 2001 par 1’équipe de
Thomas Wellems [104] : il comporte 14 exons de 45 a 266 paires de bases, séparés par 13
introns de 114 a 491 paires de bases. 14 isolats entretenus sur modele simien dont 3 résistants
in vivo a la chloroquine ainsi que 8 isolats collectés chez des patients en zone d’endémie ont
été séquencés sur tout ou partie du gene pvcrt-0 (ou cgl0) mais aucune association entre la
présence de mutations et le phénotype sensible ou résistant des souches n’a pu étre trouvée
(Tableau 2). Suwanarusk et al, 2007 [100] ont également séquencé la totalité du gene pvcrt-o
sur 32 isolats provenant de Thailande et d’Indonésie. Une insertion de 3 nucléotides (AAG) a
été identifiée au niveau du premier exon du geéne, codant pour une lysine (K) en position 10.

Apres séquengage d’un plus grand nombre d’isolats, cette insertion était présente chez 76%
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des isolats de Thailande (31/41), et 2,2% de ceux d’Indonésie (1/46). Une analyse stratifiée
selon I’origine géographique des souches n’a pas permis de mettre en évidence un lien entre la
présence de cet insert et la mutation 976F ou avec une variation de la CI5S0 des souches pour

la chloroquine in vitro.

Tableau 2. Polymorphisme du géne pvcrt-o et réponse in vivo a la chloroquine des souches
de P. vivax
Amino acid

Line or sample In vivo position codon
phenotype 4 A3 384

Monkey adapted

[ndonesig XN R ] P L.
AMBLU-T R o P F
[ndomnesia | R Q) P —_—
Chesson & H L L.
Salvador | 5 Q) P L.
Mew Guinea /CDC s Q) P —_—
Mew Guinea 5 0 P —
Sumatra = Q) P —_
Palo Alto s Q) P —_
Thai I11 5 Q) P o
[ndia VI 5 0 P —
Morth Kiores s Q) P —_—
Brazil VCDC = i) | —
Mauritania | = Q) P
Patient blood samples
(Papua)
CLOo02 R Q) P F
CLO04 R 0 P L.
CLO26 R Q) P L.
CLO29 R 0 P L.
CLio03 PR 0 P L.
CLOOT & i) P L.
CLOO] 5 Q) P L.
CLO20 5 0 P L.

D’apres Nomura et al, 2001 [104]

Une variabilité du nombre de copie du geéne pvcrt-o ou de son expression n’a jusqu’a

aujourd’hui jamais été recherchée.
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I1-2- La primaquine

I1-2-a-Utilisation de la primaquine

La primaquine est le seul médicament disponible efficace contre les formes hépatiques
(hypnozoites) de P. vivax et de P. ovale [105]. C’est une amino-8-quinoléine (amino-4-
méthyl-1butylamino)-8 méthoxy-6 quinoléine). Produite au cours de la seconde guerre
mondiale, elle a été utilisée pour la premicre fois par les troupes américaines pendant la
guerre de Corée [106, 107].

L’OMS recommande ainsi son utilisation pour le traitement des cas de paludisme a P.
vivax en relais apres la prise de CQ pendant 3 jours ; la posologie est de 15 mg/kg/j pendant
14 jours, posologie doublée dans les zones ou une diminution de 1’efficacité de la primaquine
est connue. Cette longue période de traitement conduit en 1’absence de supervision médicale,
a une mauvaise compliance de la part des patients (en 1’absence de signes cliniques apres un
traitement efficace de I’acces primaire). En France, la primaquine n’est disponible que sous
autorisation temporaire d’utilisation (ATU).

Utilisée pourtant depuis plus de 50 ans maintenant, son mécanisme d’action ainsi que

les posologies a laquelle elle doit étre utilisée restent encore en partie obscures.

I1-2-b-Mécanismes d’action de la primaquine

La primaquine est active sur les formes tissulaires hépatiques primaires, sur les formes
tissulaires latentes responsables des reviviscences, sur les gamétocytes. Elle est aussi active
sur les formes asexuées (trophozoites, schizontes) circulantes de P. vivax et de P. ovale mais
pas sur les stades asexués circulants de P. falciparum. Elle pourrait agir en altérant la structure
de la membrane mitochondriale des formes parasitaires [108, 109]. Une autre hypothese, la
production de radicaux libres, a également été évoquée. En I’absence de systemes de culture
répandus des formes hépatiques, et sanguines de P. vivax ou P. ovale, il est difficile d’étudier
les mécanismes d’action de cette drogue. Des travaux ont cependant montré la capacité de la
primaquine a réverser la résistance de parasites a la CQ, en bloquant la pompe PfCRT mutée
[110]. Une piste supplémentaire pour contrecarrer la résistance de P. vivax a la CQ? Il
faudrait alors que le mécanisme de résistance soit semblable entre les deux especes

parasitaires ce qui, au vu des publications, n’est pas le cas.
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II-2-c-Incertitudes liées au déficit en G6PD

Les incertitudes sur la place de la primaquine dans l'arsenal thérapeutique des
antipaludiques sont largement liées a I'hémolyse causée chez les sujets déficitaires en glucose-
6-phosphate-déshydrogénase. La G6PD est la seule source de production du NADPH, H* de
I'hématie, coenzyme de la glutathion réductase. Cette enzyme permet la régénération du
glutathion et la neutralisation des peroxydes tres toxiques pour le globule rouge. Les hématies
des sujets présentant un déficit de 1’activité G6PD en produisant moins de NADPH, H" sont
plus sensibles a un stress oxydatif et a I’hémolyse lors de circonstances variées. L'effet
délétere de la primaquine se ferait a la fois par la consommation de glutathion et par
oxydation directe du NADPH, H" [111]. Elle serait également a 1'origine d’une fragilisation
de la membrane des hématies et d’une diminution de leur déformabilité, responsable d'une
hémolyse intra-vasculaire. Plusieurs variants génétiques sont responsables d’un déficit en
G6PD, et une grande hétérogénéité clinique est observée selon la nature moléculaire du déficit
[112]. Pour les variants de type A- (10 a 15% de la population africaine), I’hémolyse est
modérée avec un rétablissement a 1’arrét du traitement tandis que pour les variants B- (variant
dit méditerranéen), I’hémolyse est sévere et justifie de la non-utilisation de la molécule chez

les patients porteurs de ce génotype [107, 113].

I1-3- La sulfadoxine - pyriméthamine

I1-3-a-Utilisation de la sulfadoxine-pyriméthamine

L’association sulfadoxine-pyriméthamine (SP) a été utilisée, pour palier les résistances
a la chloroquine, en traitement de premiere intention de I’acces simple a P. falciparum en
Afrique de I’Est ou en deuxieme intention en Afrique Centrale et en Afrique de 1’Ouest. Les
infections mixtes (P. falciparum/P. vivax) étant fréquentes notamment en Asie, P. vivax a subi
la pression médicamenteuse exercée par le traitement des infections palustres a P. falciparum.

Un grand nombre de pays ont changé leur politique nationale de traitement du
paludisme simple selon les recommandations de I’OMS par des traitements utilisant les
associations avec les dérivés de I’artémisinine (ACT). Cependant, la SP reste préconisée pour
le traitement préventif intermittent (TPI) chez les femmes enceintes. Des études effectuées au
Kenya et au Malawi ont montré sa capacité a réduire les taux de paludisme placentaire,
d’anémie grave et de faible poids de naissance avec une efficacité comparable a la

chimioprophylaxie continue [114, 115]. Néanmoins, une utilisation massive de la SP va
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probablement contribuer a 1’émergence de résistances avec un effet possible sur la

gamétocytogénese [116].

I1-3-b-Mécanisme d’action de la sulfadoxine-pyriméthamine

La SP est I’association de deux molécules agissant a deux niveaux de la fabrication de
novo des bases pyrimidiques du parasite a partir de précurseurs (dioxyde de carbone,
glutamine et acide aspartique) et donc dans la syntheése de I’ ADN et de certains acides aminés.
En terme de classification, la sulfadoxine appartient a la classe des antifoliniques de type |
(sulfonamides et sulfones) et la pyriméthamine a la classe II. Les premiers inhibent une
enzyme nommée dihydroptéroate synthase (DHPS) mimant I’acide para-aminobenzoique
(PABA) et les deuxiemes la dihydrofolate réductase (DHFR).

L’action de ce composé s’observe tardivement au cours du cycle intra érythrocytaire
du parasite, au moment du passage du stade trophozoite 4gé au stade schizonte, lorsque la
syntheése d’ADN atteint son maximum. La SP doit son action a sa structure apparentée aux

substrats naturels et a son affinité qui est plusieurs centaines de fois plus élevée pour les

enzymes plasmodiales que pour les enzymes des cellules hotes.

I1-3-c-Résistance de P. vivax a la sulfadoxine-pyriméthamine

La résistance de P. vivax a la SP est apparue tres rapidement. Dans les années 50, on a
méme cru a une résistance intrinseque de P. vivax a la SP, en particulier a la pyriméthamine
[117-120]. Par sa pharmacocinétique lente et son action sur des enzymes cibles, la SP s’est
avérée capable de sélectionner rapidement des parasites résistants.

Les mécanismes de résistances des deux especes parasitaires P. falciparum et P. vivax
sont similaires ; il s’agit de mutations sur les génes codant pour les protéines DHFR et DHPS.
Ces mutations sont responsables d’un changement de conformation de 1’enzyme, d’une
diminution de I’affinité de la molécule antipaludique et donc d’une perte de son activité. Le
gene dhfr de P. falciparum a été cloné en 1987 [121] mais ce n’est qu'une dizaine d’années
plus tard que le geéne dhfr de P. vivax a été identifié [122]. Le geéne code en fait pour deux
protéines : la DHFR et la thymidylate-synthase ; la partie codant pour PvDHFR est située a
Iextrémité N-terminale du gene (environ 700 paires de bases) et est reliée au gene de la
thymidylate-synthase par un pont de 300 nucléotides. Le domaine DHFR des deux protéines
(P. falciparum et P. vivax) est en grande partie conservé (66%), avec un site actif tres

conservé [123].
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De nombreuses études ont porté sur I’identification de polymorphismes sur le gene
dhfr de P. falciparum et, malgré leur plus faible nombre concernant P. vivax, de nombreux
polymorphismes ont été identifiés : les parasites mutés peuvent Etre porteurs de 1 a 5
mutations (Tableau 3). Un alignement des séquences protéiques des deux especes montre que
les codons mutés en positions 59, 108 et 164 chez P. falciparum correspondent aux codons

58,117 et 173 de P. vivax.
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Tableau 3. Génotypes identifiés sur le gene dhfr dans les différentes zones de transmission de P. vivax.

allele dhfr Méthode Résistance in vitro
RFLP FRET séquencage Levure Bactérie
33L Madagascar, Comores (1999)
Thailande (1998), Inde (2001), Ethiopie
57L (2006) 52
.. Indonésie (1999), Inde (2004), Sri Lanka (2005),
57L/58R Thailande (1992-1998) Papouasic Nouvelle Guinée (1998) 1,3-1,9 12
57L/58R/117N Thailande (1995-1998), Inde (2003) Myanmar (2004)
. Indonésie (1999), Inde (2004), Inde (2003),
57L/58R/61M/117N Thailande (1992-1998) Myanmar (2004) Vanuatu (2005), Vietnam (2002)
57L/58R/61M/117T Thailande (2005) >500
571/58R/61M/117T Thailande (2005)
Timor oriental (2001), Inde (2004), Indonésie
S8R Inde (2002) (2000), Vietnam (2002)
58R/117N Myanmar (1998), Cambodge (1998), Inde . ), ap 100-460  15/325
(2001), Ethiopie (2006), Inde (2002) Nouvelle Guinée (1998), Vietnam (2002),

’ P ’ Thailande (2005)
58R/117T Thailande (1992-1998) Vietnam (2002) 43
58R/117N/173L Guyane francaise (1998) Myanmar (2004) 500
61M Ethiopie (2006)

Turquie (2000), . . .
oy Sri Lanka (2005), Indonésie (1999), Chine
117N Inde (2001), Inde (2002) E’\z%eg;)aldjan (1994), Inde (2004), Timor oriental (2001) 87 4000
117T Vanuatu (2005), Thailande (2005) 40
13L/57L/58R/61M/117T Thailande (2005)
15S/57L/117T/173F Indonésie (2000)
38G/58R/109H/159A Inde (2004)
49R/57L/58R/61M/117T Indonésie (1996-1999)
50K/117N Indonésie (1999)
57L/117N Indonésie (1999)
Papouasie Nouvelle Guinée (1998), Vietnam

57L/117T (2002)
57L/58R/61M/117N Myanmar (2004)
STL/111L/117T/173F Indonésie (2000) >500
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allele dhfr Méthode ) Résistance in vitf'o
RFLP FRET séquencage Levure Bactérie
57L/58R/109C Inde (2004)
57L/58R/117T Indonésie (1996-1999) 200-300
Indonésie (1996-1999), Vietnam (2002),
S8R/GIM/LITT Thailande (2005)
58R/117N/99S Indonésie (2000) 81
58R/117N/159A Inde (2004)
58R/117N/171L Inde (2004)
58R/117N/188V Inde (2004)
58R/117N/199V Indonésie (1996-1999) 200-300
109H Inde (2004)
131G Inde (2004)
199V Indonésie (2000)
49G/58R/117N Thailande (2005)

Mise a jour d’apres Hawkins et al, 2007 [124]
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Pour comprendre le role de ces mutations dans 1’acquisition d’un phénotype résistant
par P. vivax, des modeles utilisant la levure ou des bactéries ont été construits. Cependant, les
résultats peuvent étre trés variables. Il ressort logiquement que lorsque le nombre de
mutations augmente sur le gene pvdhfr, I’organisme utilisé comme modele exprime une
résistance plus importante a la pyriméthamine. In vivo, d’autres facteurs interviennent pouvant
moduler la résistance des parasites a la SP, avec bien slir une intervention de I'immunité de
I’h6te mais aussi une influence de son état de malnutrition, de variations pharmacocinétiques
sur le métabolisme de la SP. Le génotype quadruple muté 57L/58R/61M/117T a cependant
été clairement associ€é a la survenue d’échecs thérapeutiques. Les parasites porteurs de 4
mutations sur le gene dhfr ont été décrits essentiellement en Asie du sud est et en Indonésie

(Figure 4). Le Moyen-Orient et I’Amérique du sud semblent encore préservés.

India, )_P
Pakistan, 5

Sri Lanka
s

,‘j Southeast Asia, oy
\p='308 Ehiha | a’ ]

Indonesia,
PMG, i
Philippines

Figure 4. Répartition des génotypes sauvage a quintuple muté identifiés sur le gene pvdhfr

dans les principales zones de transmission de P. vivax

D’apres Hawkins et al, 2007 [124]
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Concernant le gene pvdhps, moins de sites de mutations ont été identifiés. Le gene,
caractérisé en 2004 [125], a une structure tres proche de celui de P. falciparum et est divisé
en deux partie : une partie codant pour ’enzyme DHPS a I’extrémité C-terminale, et une
partie codant pour une hydroxyméthyldihydroptérine pyrophosphokinase c6té N-terminal. Les
positions mutées identifiées ont été les acides aminés : A383G, A553G. L’acide aminé en 585
était déja une valine, correspondant au codon 613 muté de P. falciparum. Ces mutations ont
été retrouvées sur des isolats du Timor Oriental, du Brésil, de Papouasie, de Chine, des
Philippines, de Papouasie Nouvelle Guinée et de Thailande. En 2005, Imwong et al [126] ont
confirmé la présence de ces mutations sur des isolats de Thailande, mais n’ont mis en
évidence aucun polymorphisme sur les acides aminés 383 et 553 sur des isolats provenant de
Madagascar ou des Comores (n=2), Belem et Sal, d’Inde (n=5) et d’Iran (n=2). La mutation
en 383 a été également mise en évidence sur 4 isolats provenant du Vietnam [127]. Menegon
et al, 2006 [128] ont mis en évidence un polymorphisme supplémentaire au niveau du codon
647 : A647S et A647P sur des isolats provenant d‘Arménie (n=4), Uzbekistan (n=1), Turquie
(n=3), Azerbaidjan (n=6), Ethiopie (n=1), Papouasie Nouvelle Guinée (n=1) et Thailande
(n=1). Un polymorphisme de longueur existe sur la séquence de pvdhps (entre les nucléotides
603 et 644, en prenant comme référence la séquence n°AY 186730). Le motif répété comporte
7 acides aminés : GE(A/G)KLTN. Ce motif pourrait étre utilisé pour la surveillance de la

propagation des isolats mutés.

La SP n’ayant jamais été recommandée pour le traitement des cas de paludisme causés
par P. vivax, peu d’études in vivo ont ét€ menées. Dans une étude publiée en 2002, Tjitra et al
[129] ont montré apres traitement des patients par artésunate-SP que les patients porteurs d’un
génotype quadruple muté 57L/58R/61M/117T étaient significativement plus exposés a un
risque d’échec thérapeutique. De la méme facon, Hastings et al., 2004 [130] ont montré sur 24
patients traités a la SP que le risque d’échec thérapeutique était plus élevé pour les patients
infectés par des parasites quadruples mutés que par des parasites porteurs de 3 ou moins
mutations. Les données concernant 1’imputabilité d’échecs thérapeutiques en fonction du
génotype du gene dhps sont plus rares. Cependant, Imwong et al., 2005 [126] ont montré que
les isolats mutés sur le gene dhps (au niveau des codons 383 et 553) étaient plus souvent
mutés sur dhfr (génotype quadruple muté). Les patients porteurs de mutations sur les genes
dhfr et dhps avaient trois fois plus de risques de subir un échec thérapeutique que les sujets

porteurs de parasites non mutés.
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II-4- Les autres antipaludiques disponibles

Malgré une résistance croisée entre I’amodiaquine et la chloroquine, des études
réalisées en Indonésie montrent une efficacité supérieure de 1’amodiaquine. Cependant, dans
des régions ou la résistance de P. vivax a la chloroquine est importante, le taux d’échecs
thérapeutiques peut atteindre les 25% de patients traités apres 28 jours de suivi. La
monothérapie par 1’amodiaquine ne doit donc pas é&tre préconisée. Une efficacité
thérapeutique plus importante est conservée sur P. vivax en utilisant des traitements comme la
méfloquine [131], I’halofantrine [132] ou encore 1’association atovaquone-proguanil [133].
Néanmoins, le colit d’un traitement avec ce dernier rend son utilisation complétement
impossible. Pukrittayakamee et al [134, 135], ont étudié I’efficacité thérapeutique de 13
molécules ou combinaisons antipaludiques ou antibiotiques pour le traitement du paludisme a
P. vivax chez des patients infectés en Thailande. L’efficacité était évaluée par mesure de la
clairance parasitaire qui en 1’absence de séquestration du parasite dans les capillaires profonds
serait un bon reflet de 1’activité antipaludique de la drogue testée. La clairance la plus rapide a
été observée pour les dérives de 1’artémisinine, puis pour la chloroquine et les autres
antipaludiques (Figure 5). Les antibiotiques ainsi que la SP (mais des parasites résistants a cet

antipaludique ont été décrits en Thailande) induisaient une clairance parasitaire plus longue.

Parasite clearance time {hours)
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Figure 5. Clairance parasitaire de P. vivax apres traitement par différentes molécules

antipaludiques ou antibiotiques.

D’apres Pukrittayakamee et al, 2004 [63]
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L’OMS préconise le changement des politiques nationales de traitement des cas de
paludisme a P. falciparum par 1utilisation des combinaisons a base des dérivés de
I’artémisinine. En pratique, le diagnostic d’espece est rarement réalisé en zone d’endémie. Les
ACT seront donc largement utilisés pour le traitement de cas de P. vivax. Tres peu d’études
ont jusqu’a ce jour été consacrées a ’efficacité des ACT sur P. vivax. Concernant ’efficacité
des dérivés de I’artémisinine utilisés en monothérapie, une étude [136] a mis en évidence en
Thailande, une bonne efficacité du traitement par I’artésunate, administré seul, sur I’infection
par P. vivax avec une disparition rapide de la fievre et de la parasitémie. Cependant, sur un
suivi de 28 jours, des cas de reviviscence étaient observés (42 patients inclus). Une
observation similaire a été réalisée a partir d’un protocole in vivo conduit au Vietnam [137].

Seules 3 études ont porté sur les ACT : artésunate-SP pour deux d’entre elles [129,
138], et dihydroartémisinine-pipéraquine ou artéméther-luméfantrine pour la troisieme [139].
Les deux combinaisons artéméther-luméfantrine et DHA-pipéraquine ont conduit a une
réponse clinique rapide. Cependant, a la fin du suivi (de 42 jours), le taux de récurrence de
parasitémies était plus important avec 1’association comprenant la luméfantrine. Cela
s’explique par la différence de demi-vie d’élimination des deux molécules associées aux
dérivées de I’artémisinine : d’une part une demi-vie d’environ 4 jours pour la luméfantrine, et
d’autre part, une demi-vie de 28 a 35 jours pour la pipéraquine. L’élimination lente de cette
deuxieme molécule va agir en «prophylaxie » post-traitement, limitant les acces de
reviviscence liés au relargage de formes hypnozoites et les risques de développer un acces
palustre 1ié a une nouvelle infection. Le méme type d’observation a été fait a partir d’une
étude comparant 1’efficacité de I’association DHA-pipéraquine versus artésunate-amodiaquine
[140]. Malgré une bonne efficacité précoce de ces traitements, la demi-vie courte de
I’amodiaquine (environ 18 jours) a pour conséquences une observation de récurrence de
parasitémies chez les patients traités, de I’ordre de 45% des patients (contre 13%).

Certes, une demi-vie d’élimination longue peut entrainer plus rapidement la sélection
de clones résistants (comme cela a pu €tre observé dans le passé avec ’utilisation répandue de
la SP). Cependant, en présence de dérivés d’artémisinine qui vont réduire considérablement et
rapidement (demi-vie trés courte), la quantité de parasites présents chez le malade, la
probabilité de sélectionner par conséquence de la deuxieme molécule des clones résistants est
largement diminuée. De plus, diminuer la possibilité des reviviscences contribue a une

diminution de la transmissibilité du parasite a I’anophele.
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III- Méthodes d’évaluation de la chimiorésistance de Plasmodium sp aux

antipaludiques

La surveillance de la chimiosensibilité des Plasmodium aux antipaludiques comporte
trois approches : les tests in vivo, les tests in vitro, tout en prenant en compte les propriétés
pharmacocinétiques des médicaments, et la recherche de marqueurs moléculaires. Au niveau
local, cette surveillance passe par 1’établissement de sites sentinelles [141] sur lesquels
pourront étre mis en place les différents types de surveillance (complémentaires). Un réseau
de surveillance a I’échelle mondiale est actuellement en train de voir le jour (World
Antimalarial Resistance Network, WARN) [142]. Il s’agit d’établir une base de données
comportant a la fois les résultats des tests d’efficacité thérapeutique, la prévalence des
marqueurs moléculaires de résistance, les résultats de tests in vitro incluant des souches de
références en plus des isolats collectés et les résultats d’études pharmacocinétiques dans les
populations cibles. L’objectif est de fournir aux réseaux de surveillance locaux et aux
décideurs politiques des données standardisées, et de permettre un suivi géographique et
temporel de la propagation des résistances aux antipaludiques. Néanmoins, ce réseau est pour

I’instant prioritairement dédié a P. falciparum.

III-1- Test in vivo

Le test in vivo consiste a évaluer directement 1’efficacité thérapeutique des
médicaments, administrés a des doses connues, chez des sujets impaludés ; il s’agit donc
d’une évaluation prospective. Cette efficacité est appréciée selon la réponse clinique et
parasitologique du patient. Cela nécessite un suivi régulier des patients sur une durée de 28
voire 42 jours, selon les recommandations établies par I’OMS en 2001 [141] dans le cas du
paludisme a P. vivax. Le laps de temps nécessaire pour €valuer la réponse au traitement in
vivo a récemment fait I’objet de discussions. L’élimination d’un médicament est le parametre
qui définit la durée du suivi dans les tests d’efficacité thérapeutique. La durée nécessaire pour
éliminer completement un médicament de 1’organisme correspond a 6 fois sa demi-vie
d’élimination. Ainsi, pour la SP, avec une demi-vie approximative de 100 heures (4 jours)
pour la sulfadoxine, 1’élimination prendra 24 jours ; le suivi doit donc étre au minimum de 28

jours. Les périodes de suivi doivent permettre aux concentrations sanguines de médicaments
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de chuter au dessous du seuil thérapeutique minimum. Toute recrudescence des plasmodies

avant que ce seuil n’ait été atteint serait due a une pharmacorésistance.

La conduite des tests in vivo est lourde et il est important de rappeler que de nombreux
facteurs rendent délicate I’estimation du niveau réel d’efficacité de la drogue considérée. Le
statut immunologique du patient, les interférences pharmacologiques touchant les principes
actifs étudiés (malabsorption, probleme de métabolisation, d’élimination, interaction
médicamenteuse...). Il est donc trés important de pouvoir doser le principe actif (médicament
administré ou son métabolite) chez les patients afin de détecter des variations de sa
pharmacocinétique ou une mauvaise compliance (bien que ce facteur soit pallié par
I’absorption des médicaments effectuée sous contrdle médical). Ainsi, 1’existence d’une
parasitémie en présence de taux sanguin de CQ et de déséthylchloroquine a 100 ng / mL
(concentration minimale efficace) ou plus est considérée comme un échec thérapeutique et

traduit la résistance du parasite au traitement.

Parallelement, il faut noter que 1I’évaluation de la chloroquino-résistance in vivo est
toujours probablement sous-estimée car il est difficile de distinguer correctement une
recrudescence d’une réinfection en milieu tropical. Dans le cas de P. vivax, le probleme des
cas de reviviscence se surajoute ; comme nous 1’avons vu, le phénomene de reviviscence est
lié a la réactivation des formes hypnozoites du parasite, jusqu’alors restées a I’état quiescent
au niveau hépatique. Il peut s’agir de la méme population parasitaire que celle ayant causé
I’acces palustre primaire, mais comme le montrent les études récentes [11, 12], une autre
population parasitaire peut apparaitre. Il est impossible de la distinguer d’une nouvelle

infection ayant pu se produire si le suivi a lieu en zone de transmission.

Toutefois, le génotypage des parasites présents dans les prélevements de sang
recueillis au jour O et au jour de la réapparition de la parasitémie est recommandé. Il a ainsi
été défini en 2007 [143] :

- une nouvelle infection, si les alleles présents au moment de la réapparition d’une
parasitémie étaient différents de ceux du prélevement au jour d’inclusion, pour un au
moins des loci étudiés,

- une recrudescence, si au moins un allele a chaque locus était commun entre les isolats

du jour d’inclusion, et ceux du jour de I’échec parasitologique.
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Le génotypage doit permettre de screener les genes mspl, msp2 et glurp dans le cas de P.
falciparum. Des marqueurs microsatellites peuvent également étre utilisés. Concernant P.
vivax, aucune recommandation n’est établie. Sur le modele de P. falciparum, le génotypage
est fait a partir des séquences des genes codant pour des protéines de surface du mérozoite
(MSP1 et MSP3) ou du sporozoite (CSP) [144] ; il est également envisageable d’utiliser des

microsatellites dans ce génotypage [145].

III-2- Test in vitro

Le test in vitro correspond au test de phénotypage, qui consiste a évaluer la sensibilité
des isolats de Plasmodium testés en les mettant en culture en présence de concentrations
croissantes des molécules antipaludiques étudiées (seule ou en association). Ils permettent de
mesurer 1’effet direct d’'une drogue sur les parasites. Différentes méthodes permettent de
détecter alors la croissance parasitaire : microscopie, isotopie (incorporation d’hypoxanthine
tritiée durant la croissance parasitaire), fluorimétrie (liaison de fluorochromes tels le
PicoGreen [146] ou le SybrGreen [147-149] a I’ADN parasitaire), techniques ELISA (a I’aide
d’anticorps anti-HRP2 ou pLDH [150, 151])...

Un obstacle majeur a leur réalisation sur des isolats de P. vivax est I’absence d’un
systeme de culture en continue du parasite. En effet P. vivax, a la différence de P. falciparum,
envahit de préférence les réticulocytes. Des systemes de culture in vitro ou ex vivo a court
terme (6-8 générations) ont été développés récemment mais ils sont difficiles a exploiter du
fait de la nécessit€é d’un ajout périodique de réticulocytes humains pendant la phase
schizogonique du parasite [152]. En effet, la concentration des réticulocytes dans le sang
périphérique en conditions normales est d’environ 0,5-1,5% et donc insuffisante pour
propager in vitro P. vivax [153]. Ces tests sont donc actuellement menés sur environ 48 heures
(une seule génération parasitaire) évitant ainsi le probleme li€¢ a la ré-invasion de nouvelles
hématies par les mérozoites.

Récemment, une alternative a I’obtention de réticulocytes présents dans du sang de
cordon a été développée [154]. Il s’agit de produire des réticulocytes a partir de cellules
souches érythroides sous I'influence de plusieurs facteurs de différentiation (Il-3, SCF, EPO).
Ces cellules souches ont été isolées de sang de cordon, mais apres 20 jours de culture, leur

nombre était multiplié in vitro par un facteur 1500, avec un maximum de réticulocytes
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obtenus a 14 jours. La proportion de réticulocytes ajoutés au milieu de culture est cependant
restée faible, constituant un facteur limitant pour la croissance du parasite. De plus, la
croissance intra-érythrocytaire de P. vivax nécessite une déformabilité importante des
hématies, capacité réduite chez les érythroblastes produits, avec la aussi un impact sur les
parasitémies observées. Cette méthode constitue cependant une alternative intéressante pour
la surveillance de la résistance, mais également pour comprendre les interactions cellulaires
hote-parasite.

Une douzaine de publications rapportent des résultats de tests in vitrro menés sur des
isolats de P. vivax [85, 87, 88, 100, 146, 153, 155-159]. Afin d’améliorer la croissance ou tout
au moins la maturation des formes parasitaires, différentes compositions de milieu de culture
ont été testées (RPMI, Waymouth, McCoy), une plus grande quantité de sérum ou d’albumax
a été retenue, I’hématocrite a été ajusté. Kosaiavee et al, 2006 [146] ont adapté une technique
de détection de la croissance parasitaire au PicoGreen aux tests in vitro de P. vivax. Ils ont
observé une CI50 de leurs isolats pour la chloroquine similaire a celle obtenue par détection
en microscopie ou par méthode isotopique ; en revanche, le nombre de tests interprétables
était inférieur (45,5% versus 57% pour la microscopie). Suwanarusk et al [100] ont
récemment réussi a mener des tests in vitro sur 247 isolats sur lesquels 91% étaient
interprétables. La durée du test in vitro, standardisée dans le cas de P. falciparum, a été
adaptée a chaque isolat testé : le test était arrété lorsque 40% des parasites étaient au stade
schizonte dans le puits controle (sans molécule antipaludique) soit 26 a 36 heures apres le
début de I’incubation. Cependant, ’interprétation des tests due a la non-synchronisation des
formes lors de la mise en culture des isolats reste difficile. Il est probable qu’en fonction des
stades parasitaires présents au moment de 1’incubation la réponse des parasites ne soit pas la

méme du fait du mécanisme d’action de la drogue.

Différentes études utilisant simultanément une évaluation in vivo et in vitro ont permis
de démontrer la relation souvent délicate entre ces deux types de suivi de la sensibilité
plasmodiales aux antipaludiques [160]. La variété des tests in vitro réalisés souvent de facon
non standardisée en 1’absence de souches de références entretenues en continu au laboratoire,
la multiplicité des parametres pouvant influencer une réponse clinique, peuvent expliquer la
variabilité des résultats constatés. Les techniques in vitro fournissent des résultats non corrélés
systématiquement aux résultats in vivo (surtout chez des sujets immuns) : une résistance
décelée en laboratoire pour un isolat donné ne sera pas source systématique d’échec clinique

et inversement, 1’absence de réponse clinique et parasitaire adéquate (RCPA) observée chez
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un patient ne sera pas systématiquement confirmée lors d’études in vitro. 1l est donc difficile
d’attribuer une probabilité d’échec clinique en fonction de la CIS0 ou méme de la CI90
calculées lors de I'interprétation de tests in vitro. Cependant, a 1’échelle de la population, ces

résultats vont refléter la sensibilité des souches, et surtout permettre de suivre leur évolution.

Ces deux types de surveillance agissent donc de facon complémentaire, et abordent le
phénomene de la chimiorésistance sous un angle différent [161]. Les résultats des études in
vitro doivent servir d’index et constituer ainsi un systeme d’alarme permettant de prédire
I’émergence et la dissémination des souches résistantes. Ils vont permettre de détecter des
souches résistantes sur lesquelles des marqueurs moléculaires de cette résistance vont pouvoir
étre recherchés. Le standard de référence de la surveillance de la résistance reste la
classification des réponses thérapeutiques selon le protocole de I’OMS, qui permettra de
déclencher I’alerte et de modifier les choix thérapeutiques devant une augmentation

importante de la fréquence d’échecs thérapeutiques observés.

I11-3- Recherche de marqueurs moléculaires de résistance

La recherche de marqueurs moléculaires est basée sur la détection de mutations
associées a une résistance a des antipaludiques chez les parasites qui les ont acquises. Ces
marqueurs moléculaires de résistance sont utilisés comme moyen de surveillance de
I’évolution de la chimiorésistance des parasites du paludisme. L’identification de marqueurs
moléculaires a été laborieuse et est passée par 1’identification de genes (a partir d’observations
faites sur d’autres organismes), impliqués dans le métabolisme des drogues et en comparant
les profils de souches sensibles et résistantes. Des différences dans I’expression des genes de
résistance sont également recherchées. La relation entre les mutations et un phénotype
résistant a également pu étre démontrée dans certains modeles, in vitro, passant par des
transformations génétiques, et 1I’expression chez la levure des protéines correspondantes

mutées.

Cependant, différents facteurs modulent la relation entre le génotype des souches et la
réponse clinique observée chez le patient. Citons entre autres: [’acquisition d’une
prémunition en zone d’endémie palustre, la compliance au traitement, la pharmacocinétique

du médicament, 1’état du patient (malnutrition...)...
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Djimde et al, 2001 [162] ont proposé un indice génotypique calculé comme le rapport
entre la prévalence d’un marqueur moléculaire et la résistance parasitologique ou la résistance
clinique. Le principe était basé sur une stabilité de I’indice (si le nombre de parasites mutants
augmente, alors le taux d’échecs thérapeutiques augmente également, d’ou un équilibre de
I’indice) avec lequel, mesurant la prévalence d’un marqueur moléculaire dans une population
parasitaire, on pouvait prédire le taux d’échecs thérapeutiques attendu. Les mutations n’étant
pas le seul facteur intervenant dans la survenue d’un échec thérapeutique, I’utilisation de ce

type d’indice est a considérer avec précaution.

En conclusion, 4 types d’indicateurs sont actuellement utilisés pour surveiller
I’émergence et la propagation de la résistance aux antipaludiques mais leur cinétique est
différente [163] :

- les marqueurs moléculaires de résistance,

- les tests de chimiosensibilité in vitro,

- le taux d’échecs parasitologiques,

- le taux d’échecs cliniques.

D’autres indicateurs peuvent étre considérés (perception de 1’efficacité d’un traitement par les
populations, mortalité attribuée au paludisme, mortalité infantile) mais leur manque de
spécificité ou leur subjectivité les excluent d’une utilisation épidémiologique (Tableau 4).
Dans une zone a forte transmission, les infections sont trés souvent polyclonales et le taux
d’échecs parasitologiques va constituer un marqueur qui augmente plus précocement et plus
vite que la proportion de parasites mutants. Le taux d’échecs cliniques est décalé, les auteurs
estimant qu’une proportion de 30% des patients peut guérir spontanément grace a leur
immunité. De plus, en zone de forte transmission ou les infections polyclonales seront
fréquentes, des clones minoritaires ne seront pas détectés lors du génotypage et une
parasitémie récurrente pourra €tre classée a tort en nouvelle infection. Cela entrainera un
retard dans la prise de conscience de 1’émergence de résistances. Les tests in vitro en
s’affranchissant de I’immunité de 1’hdte vont permettre de détecter 1’émergence de résistances
précocement. Les mutations génétiques associées a la résistance seront détectées de facon plus
tardive, mais il est facile d’obtenir des résultats sur un grand échantillonnage sans que cela
nécessite le suivi de patients pendant au moins 28 jours, principale contrainte des tests in vivo.
Cependant, la validité des marqueurs notamment moléculaires doit étre validée a une échelle

locale.
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Tableau 4. Avantages et inconvénients des différents indicateurs disponibles pour surveiller

la résistance des souches plasmodiales aux antipaludiques.

D’apres Hasting et al, 2007 [163]

children under & years cld

househald surveys. Such surveys are
routinely done in many countrieswith
endemic malaria

deaths—eqg, following improvement of immunisation
coverage. Delay indetection of trends because of
retrospective measurement in birth-history surveys

Timeliness  Magnitude of change Advantages Disadvantages Recommended use
of response in palicy
development
Frequency of resistant + Large The ultimate driver of drug resistance. Molecular basis may be unknown orincomplete, ‘fes, early waming
allele, determined by Cheap and easy to collect especially for new drugs
molecular genotyping
In-vitro drug sensitivity  ++ Large Can detect the small changes indrug Expensive, requires laboratory facilities, time- fes, especially if
tolermncethat may precede corsuming; sample sizes are corsequently small. Can malecular markers
parasitcdlogical/clinical resistance give false-positive resultsif the changesin sersitivity  are lacking, and if
donot vet result in parasitclogicalicinical failure resoumes allow
Parasitological failure ++ Large The firstindicator to rise, giving early Requires lang patient follow- up, therfore typically fes, earlywaming
rates waming small sample sizes
Clinical failure rates * Moderate Highly correlated with marbidity and Observed failure mtesare lowerthan true failure mtes  es
martality at a population level because molecular typing misses minority clones,
Highly deperdent cn population {eq, age immunity)
and setting {endemicity). Requires long patient
follow-up, therforetypically small sample sizes
Drug efficacy as perceived - Very small Easy to measure, palitically important Extremnely subjective and unreliable Do not use
by community members
Malaria-attributed % Moderate (increasing with  Clinically important Difficultiesin diagnesiswill chsmwe thetruerise [ not use
mortality coverage of prommpt Requires dernographic surveillancewith very large
treatment with the sample sizes
antimalarial drug of
interest)
Alk ause mortality for - Small Can be precisely measured in large-scale Corfoundedwith trendsin non-malarial causes of child Do not use

+rvely fast. mfast s=moderate. - shw.

Table: Summary and appraisal of the different sources of data related to the spread of antimalarial drug resistance and consequent mertality impact

IV- Le génotypage des souches de P. vivax : apport des genes csp, msp3a,

mspl et des marqueurs microsatellites

Différents geénes codant des protéines de surface parasitaires ont été utilisés pour le
typage des souches de Plasmodium. Les applications sont essentiellement des études de
génétique de population avec un intérét tres important pour le développement de candidats
vaccinaux. Le polymorphisme antigénique identifié va en effet refléter un échappement
possible a une réponse immunitaire. Comme nous 1’avons vu, dans le cadre des tests
d’efficacité thérapeutique, I'utilisation des marqueurs moléculaires est recommandée pour le
génotypage des souches (comparaison des profils génétiques de la souche responsable de
I’acces palustre initial et de la souche responsable d’un échec thérapeutique).

Alors que les genes codant pour les protéines de surface sont du fait de la pression

exercée par I’'immunité soumis a une forte pression de sélection, des marqueurs neutres tels

que des séquences microsatellites peuvent également €tre étudiés.
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IV-1- Apport des genes csp, msp3a, mspl

IV-1-a- Le gene mspl (merozoite surface protein 1)

MSP-1 est 'un des candidats vaccinaux les plus prometteurs contre les formes
parasitaires érythrocytaires. La structure primaire du gene pvmspl de taille importante
(environ 5000 paires de bases) révele des régions conservées, semi-conservées et d’autres
polymorphiques. Ce géne montre une organisation similaire a celui de P. falciparum et P.
yoelii comportant des blocs dits conservés entre les especes [164].

Le gene mspl est exprimé en une protéine de 190 a 200 kDa a la surface parasitaire.
Etudiée chez P. falciparum, la maturation de la protéine MSP1 met en jeu deux clivages
protéolytiques successifs. MSP1 est clivée en 4 fragments de 83, 30, 38 et 42 kDa. Ce dernier
fragment est lui-méme 1’objet d’un second clivage avant le processus d’invasion de
I’érythrocyte par le parasite résultant en deux fragments de 33 et 19 kDa. Le fragment de 19
kDa est celui qui reste présent a la surface du mérozoite pendant la phase d’invasion
érythrocytaire [165].

Les fragments de 42 et 19 kDa ont été 1’objet de plusieurs études dans le but de
I’obtention de vaccins ; ils semblent étre relativement conservés et leur inhibition par des
anticorps empéche ’invasion des érythrocytes par le parasite. Des études sur la réponse
immunitaire acquise apres exposition a des protéines recombinantes représentant des régions
polymorphiques ou au contraire conservées de PvMSPI ont montré que les régions
polymorphes étaient plus immunogenes.

Le polymorphisme des protéines MSP1 des différentes especes plasmodiales semble
étre entretenu par une sélection positive naturelle, exercée par le systtme immun de 1’hote
[166]. Afin d’étudier la diversité génétique des isolats, ce sont essentiellement les séquences
comprises entre les blocs conservés 5 et 6 qui ont été étudiées et publiées dans la littérature
[167-169]. Elles ont permis de mettre en évidence 2 grands types de souches a partir du
séquencage des souches de référence Belem et Sall ; Belem est caractérisée par une région
riche en glutamine. Le nombre de répétitions de cette glutamine est variable, entrainant un
polymorphisme de taille de ce fragment qui permet de classer les souches en sous-types. De la
méme facon, dans les souches proches de Sall, un polymorphisme nucléotidique existe, se
manifestant également par des insertions. Des recombinaisons alléliques entre les deux grands
types de souches ont été mises en évidence, au niveau de séquences nucléotidiques

semblables permettant I’existence de ces recombinaisons.
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L’analyse des séquences comprises entre les blocs 2 et 4, ainsi que celle comprises
entre les blocs 8 et 10 ont démontré le méme polymorphisme des souches, a savoir deux
grands ensembles de types Sall et Belem, et des recombinants. Une étude récente [165] s’est
intéressée a la sous-unité de 42 kDa a la fois chez P. falciparum et P. vivax, en reprenant les
isolats séquencés par Putaporntip et al. en 2000 et 2002 [170, 171]. Ils ont ainsi mis en
évidence des différences sur la fréquence des mutations sur les sous-unités de 19 kDa et 33
kDa de ces deux parasites ; la sélection serait plus marquée pour P. falciparum sur la sous-
unité de 19 kDa mais ce serait le contraire sur le fragment codant pour la sous-unité de 33
kDa. Cette sélection a été estimée par calcul du ratio entre les mutations synonymes et non

synonymes.

IV-1-b- Le gene msp3a (merozoite surface protein 3)

Plusieurs protéines de surface du mérozoite ont été identifiées chez P. vivax incluant
PvMSPI, la famille PvMSP3-abg, PvMSP4, PvMSP5 et PvMSP9 [164].

Le gene pvmsp3a fait partie d’'une famille de génes Msp3 (a, b, g) génétiquement
proche de la protéine PfMsp3 de P. falciparum. Les protéines ont globalement 35-38%
d’homologie, et comparées 2 a 2, 48-53% d’homologies. Dans les infections dues a P.
falciparum, cette protéine est connue pour étre impliquée dans un phénomene d’immunité
naturelle passant par une immunité a médiation cellulaire anticorps dépendante. Cela fait de
cette protéine un candidat intéressant pour le développement de vaccins.

L’amplification et le séquencage du gene msp3a de souches de laboratoire ou d’isolats
de patients ont révélé un polymorphisme important; cependant la diversité observée est

maintenue majoritairement dans le domaine central de la protéine [172].

Selon un critere de taille, on peut distinguer 3 types de souches : A (1900 pb), B (1400
pb) et C (1100 pb). Les souches de type A semblent étre majoritaires (75% en Thailande
[173]) tandis que celles de type B et C représenteraient respectivement, dans I’exemple de la
Thailande, 6,5% et 18,7% des souches circulantes. Ces proportions étaient conservées dans
une étude réalisée en Papouasie - Nouvelle Guinée [174]. Une étude sur 52 isolats du
Vénézuéla distinguait 9 haplotypes différents comportant au total 231 positions

nucléotidiques polymorphiques [175].
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1IV-1-c- Le gene csp (circumsporozoite surface protein)

CSP est le polypeptide le plus abondant a la surface des sporozoites. Les genes csp ont
été clonés sur plusieurs especes plasmodiales et notamment P. vivax. CSP a été considéré
comme un candidat vaccin prometteur et dans cette optique, son polymorphisme a été étudié.
Dans toutes les especes plasmodiales, il s’agit d’'un gene présent en copie unique. Il est
constitué d’un domaine central répété, codant pour un motif répété d’acides aminés, et de
deux régions I’entourant conservées. Le domaine central varie en répétitions et longueur.

Deux types principaux de souches ont été décrites, catégories formées selon la nature
du motif central répété : GDRAA/DGQPA ou ANGAGNQPG, nommée respectivement
VK210 et VK247. Ces deux variants ont une répartition mondiale mais VK210 reste
globalement prédominant [173, 176]. En 1993, un nouveau parasite a été identifié par Qari et
al [177], nommé P. vivax-like, dont le motif était constitué de 11 acides aminés,
APGANQ(E/G)GGAA. Cette séquence est similaire a celle de la protéine CSP du parasite

simien P. simiovale.

IV-2- Apport des marqueurs microsatellites

Les microsatellites sont des séquences simples répétées d’un motif de 1 a 5 paires de
bases. La longueur du microsatellite peut varier de 10 a 100 paires de bases. Ils peuvent étre
classés en trois types : purs, composés ou constitués de séquences interrompues.

- purs : CACACACACACACA

- composés : CACACAGAGAGA

- interommpus : CACACATTTCACATTCACACACA
Les di-, tri- et tétranucléotides sont les séquences les plus utilisées [178]. Des erreurs de
glissement durant la réplication de I’ADN sont fréquentes et vont avoir une incidence sur le
nombre de répétitions des microsatellites. Le génome de P. falciparum riche en AT (environ
80% de la composition en bases de son génome) possede de nombreux microsatellite de type
di-nucléotides (AT), ou (TA),. Le génome de P. vivax est plus riche en GC (environ 55% de
AT).

Une question importante concerne la relation entre le type de microsatellite, son
nombre de répétitions, et son polymorphisme attendu.

IV-2-a- Microsatellites et P. vivax
Des travaux contradictoires ont récemment été publiés sur les microsatellites présents

dans le génome de P. vivax. Dans une étude publiée en 2004, Leclerc et al [179], ont étudié le
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polymorphisme de 13 microsatellites différents sur un total de 108 isolats en provenance
d’Asie, Afrique et Amérique du sud. La faible diversité observée (69% des marqueurs étaient
monomorphiques) faisait conclure les auteurs a une évolution récente des souches de P. vivax.
Cette conclusion était soutenue par les travaux de Lim et al [180], ayant de leur c6té aussi, par
séquencage du gene pvesp, observé une faible diversité génétique des souches de P. vivax,
suggérant une expansion récente de ce parasite.

Au contraire, plusieurs études ont mis en évidence une importante diversité génétique
de P. vivax, notamment Imwong et al en 2006 [181]. Sur 11 marqueurs di-nucléotidiques, tous
étaient polymorphiques avec 7 a 18 alleles par locus. Les isolats provenaient de Thailande,
Colombie et Inde. L’hétérozygotie moyenne dans chaque pays était de : 0,77 en Thailande,
0,76 en Inde et 0,68 en Colombie.

Pour expliquer ces différents résultats, une hypothese concernant la longueur des
répétitions a ét€é émise : les erreurs lors de la réplication de I’ADN augmentent de facon
exponentielle avec la taille des séquences répétées. Dans 1I’étude de Leclerc et al, le nombre de
répétitions était de 5,5 en moyenne, et dans celle de Imwong et al, de 16. Karunaweera et al,
2008 [182] ont sélectionné 14 nouveaux marqueurs formés de motifs de type tri- ou
tétranucléotoides. L hétérozygotie variait de 0,657 a 0,908 sur un total de 50 isolats provenant
du Sri Lanka. Apres extension de I’analyse a 164 isolats provenant de tous les continents (et
identification de 150 haplotypes), aucun regroupement n’était possible par région
géographique : la distance génétique dans les populations parasitaires était semblable au

niveau d’un continent et entre les continents.

L’utilisation des marqueurs microsatellites pour explorer 1’évolution phylogénétique
de P. vivax doit €tre considérée avec précaution; les microsatellites sont fortement soumis au
phénomene d’homoplasie, a savoir que des souches présentant le méme profil microsatellite
peuvent avoir évolué différemment ce qui contribue a une sous-estimation de la divergence
des souches. Ils prennent en revanche toute leur importance dans les études de génétique des
populations a un niveau plus local, et également pour différentier les recrudescences des
reviviscences ou nouvelles infections pour I’interprétation des tests d’efficacité thérapeutique
in vivo [183].

La résistance aux antipaludiques résulte de mutations ou de la duplication de genes,
indépendamment de la pression due a un antipaludique, mais ces mutants sont ensuite
sélectionnés du fait de cette pression de sélection, et vont diffuser. Il y a donc 2 phases pour

I’émergence de clones résistants : 1’acquisition spontanée d’une mutation et sa propagation.
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Ces mutations vont se produire au niveau du cycle érythrocytaire asexué, mais des
recombinaisons peuvent prendre place par la suite de la méiose chez le moustique. L’étude de
marqueurs microsatellites dans des régions proches des genes associés a la résistance va

constituer un marqueur neutre de I’apparition et de la diffusion de ces mutations.

IV-2-b- Utilisation des marqueurs microsatellites pour comprendre la diffusion de la
résistance de P. falciparum a la SP

Un individu infecté par P. falciparum est porteur en moyenne de 10" 2 10" parasites,
et il a été estimé que la fréquence d’apparition des mutations est de 2.5 x 10°a3x 10" par
réplication parasitaire en laboratoire [184]. Dans ce cas, la sélection de clones mutants
pourrait se produire indépendamment chez différents patients infectés et ces clones
présenteraient des profils différents au niveau des marqueurs microsatellites situés a proximité
des genes de résistance.

La résistance de P. falciparum a la SP est apparue et s’est propagée rapidement apres
I’introduction de cet antipaludique. On a ainsi pensé que la résistance avait émergé de
plusieurs foyers géographiques. Le polymorphisme des marqueurs microsatellites a été étudié
a partir d’isolats provenant d’Asie du sud et porteurs de 2 a 4 mutations sur le gene dhfr, ces
mutations ayant été corrélées a la résistance a la SP. La diversité génétique des isolats était
réduite dans une région de 100 kb autour du geéne dhfr, et plus particulierement de 58 kb en
amont du gene, et de 40 kb en aval [185]. 33 marqueurs microsatellites ont été étudiés.
L’hétérozygotie de 6 marqueurs (les plus proches du gene dhfr, 12kb) était significativement
plus faible sur des clonés mutés que sauvages sur le gene dhfr. Cela montre que les mutations
sont apparues sur une méme lignée de parasites. Il est possible que la mutation en 108 se soit
produite plusieurs fois, mais que 1’acquisition des mutations ultérieurement (51, 59 et 164) ait

réduit le nombre de clones portant ces génotypes.
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Expected Heterozygosity

Marker distance (kb) from dhfr

Figure 6. Hétérozygotie moyenne attendue des marqueurs microsatellites en fonction de

leur distance au gene pfdhffr.

D’apres Nair et al, 2003 [185]

Une autre étude [186] réalisée a partir d’isolats provenant de 11 pays d’Afrique sub-
saharienne et portant sur des isolats sauvages ou triples mutés (NS1I + C59R + S108N) sur le
gene dhfr a mis en évidence le méme phénomene, a savoir que 85% des isolats triples mutés
présentait le méme haplotype au niveau des marqueurs microsatellites étudiés (4 marqueurs,
di-nucléotides, situés a -3,87 /-0,1 / +0,52 et +1,48 kb du gene dhfr).

Enfin, le génotypage de 8 marqueurs microsatellites sur des isolats provenant
d’ Afrique et d’Asie du sud est a montré une origine commune de I’allele triple muté identifié

en Afrique avec les isolats porteurs de 2 a 4 mutations identifiés en Asie [187].
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Figure 7. Réduction de la diversité génétique sur les souches mutées sur le gene dhfr.

D’apres Nair et al, 2003 [185]

1V-2-c- Peu de données concernant P. vivax

Peu d’informations sont disponibles pour comprendre 1’origine et la dissémination des
souches de P. vivax résistantes aux antipaludiques. Deux études ont été publiées sur la
diversité génétique de microsatellites a proximité du gene pvdhfr ou des séquences situées en
amont et en aval du gene. 4 marqueurs di-nucléotidiques ont été étudiés par Alam et al, 2007
[188] : le nombre d’alleles observés dans une population de 110 isolats collectés en Inde
variait de 4 a 10, avec une hétérozygotie attendue de 0,50 a 0,82. Aucune association n’a été
retrouvée entre 1’haplotype identifié par les microsatellites et le profil muté ou sauvage sur le
gene dhfr.
Hawkins et al, 2008 [189] ont mis en évidence une forte diversité génétique des isolats de P.
vivax au niveau des régions entourant le gene dhfr et des marqueurs microsatellites. Trois
types de souches différents portant un génotype quadruple muté sur le gene dhfr
(571/58R/61M/117T) impliqué dans les échecs thérapeutiques in vivo ont été identifiés. Ces
souches étaient originaires de Thailande, Indonésie, et Papouasie Nouvelle Guinée / Vanuatu.
Il semblerait que I’émergence de souches triples ou quadruple mutées sur le gene dhfr chez P.
vivax soit plus probable que chez P. falciparum, augmentant les risques de diffusion de la

résistance.
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V- Madagascar et le paludisme

V-1- Données géographiques et historiques

Avec 1500 km de longueur sur pres de 570 km dans sa plus grande largeur,
Madagascar se place comme la quatrieme plus grande ile du monde. Du nord au sud et d’est
en ouest, elle recele une grande diversité des milieux naturels : foréts tropicales humides
(nord-est), fourrés épineux arides (sud-ouest)... Le climat et le relief influencent
considérablement le rythme et I’intensité de la transmission du paludisme. Quatre facies sont
distingués :

- le facies équatorial (sur la cote orientale et I’extréme nord)
- le facies tropical (sur la cote occidentale, au nord de Morondava)
- le facies des Plateaux (similaire au facies austral africain)
- le facies du sud (semi-aride)
(Figure 8)
Il en découle deux typesde zones a transmission palustre: les zones a risque

épidémiques et les zones endémiques (Atlas du paludisme, 2002, www.pasteur.mg).

Il Facies Equatorial

[ ] Facies Tropical L
[ ] Faciés Sub-désertique .
[ ] Facies Austral

Figure 8. Stratification épidémiologique du paludisme a Madagascar.
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D’apres les 1égendes locales, le paludisme semble avoir existé a Madagascar depuis
I’origine de son peuplement. L’insalubrité des cotes malgaches fut décrite par les migrants et
colons arrivés sur I’ile depuis le XVI*™ sidcle qui soulignaient par ailleurs I’absence de ces
ficvres sur les hautes terres centrales. Plusieurs épidémies ont cependant eu lieu : en 1878,
1895... conséquences de migration de populations des cotes vers les hauts plateaux et du
développement d’une riziculture foyer de pullulation des especes anophelines vecteur de
paludisme. Des campagnes d’éradication (pulvérisations intra domiciliaires de DDT et
chimioprophylaxie des enfants par la chloroquine) firent reculer le paludisme dans le courant
du XX*™ sidcle ; mais la pauvreté, une crise économique et 1’inefficacité des systemes de
santé provoquerent I’arrivée de nouvelles épidémies lourdes de victimes dans les années 80

[6].

V-2- Les vecteurs du paludisme

Quatre especes d’ Anopheles se partagent I’entomologie du paludisme a Madagascar. 11
s’agit, d’une part, d’especes du complexe An. gambiae (An. gambiae, An. arabiensis, et An.
mascarensis, espece endémique), et d’autre part, d’An. funestus. An. funestus est
essentiellement retrouvée sur les plateaux, 90% de ses gites larvaires sont constitués par les
rizieres [190]. An. arabiensis a été retrouvée mais de facon minoritaire sur les plateaux [191].
An. gambiae et An. arabiensis se partagent les zones coticres de Madagascar, avec des
proportions variables mais les études restent également parcellaires ; An. gambiae domine
toutefois dans le nord et I’est, tandis que An. arabiensis est plus présente dans 1’ouest et le sud
Une derniere espece (An. merus) est également retrouvée dans une région particuliere
(I’ Androy). Dans leur étude publiée en 2004, Robert et al [192] ont montré une tendance a
I’exophilie du principal vecteur (An. funestus) présent sur le site d’étude choisi
(Analamiranga, un village situé a I’ouest des hauts plateaux). La capacité vectorielle du
moustique était faible et sur seulement neuf moustiques du Plasmodium a été isolé (pas de P.

malariae).
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V-3- Les especes plasmodiales présentes

Quatre des cinq especes de paludisme (P. falciparum, P. vivax, P. malariae, P. ovale)
responsables de l’infection humaine sont donc présentes a Madagascar (P. knowlesi n’a
jamais encore été recherché). P. vivax semble avoir longtemps été 1’espece prédominante (P.
falciparum n’y ayant fait son apparition qu’a la fin du XIXeéme siecle) et des données
indiquent qu’avant 1950, les proportions de P. falciparum et P. vivax étaient identiques sur les
hauts Plateaux (10). Néanmoins, P vivax aurait nettement reculé depuis les campagnes
d’éradication du paludisme menées apres 1950 et ne représenterait sur les Plateaux que 20%
des infections palustres (données de 1993 [193]), voire 10% actuellement. Une étude publiée
en 2000 a partir d’isolats collectés en 1997 [194] donnait de premiers résultats mais trop
parcellaires pour estimer la prévalence relative des especes de Plasmodium, 1’objectif de
I’étude étant d’évaluer la chimiorésistance de P. falciparum sur la cote est de Madagascar

(Tableau 5).

Tableau 5. Prévalence des espéces plasmodiales sur 4 sites de Madagascar.

Site
Espece
Marovay Nosy Be Sainte Marie Toamasina
P. falciparum 70.7% 79.5% 92.2% 97.6%
P. vivax 1.7% 0% 0% 2.4%
P. ovale 0.4% 6.3% 0.4% 0%
P. malariae 27.2% 14.2% 7.4% 0%

Plus récemment, une seconde étude [161] impliquant les sites d’étude du réseau de
surveillance de la chimiorésistance de Plasmodium a Madagascar, permettait d’estimer la

I’importance de P. vivax dans les infections palustres (Tableau 6).
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Tableau 6. Prévalence des espéeces plasmodiales sur 3 régions de Madagascar.

Région
Espece
Est Ouest Centrale Total
P. falciparum 97.3% 94.5% 95.9% 96.4%
P. vivax 1.5% 2.2% 2.7 % 2.1%
P. ovale 0.4% 0% 0.9% 0.5%
P. malariae 0.8% 3.3% 0.5% 1.0%

V-4- Résistance des parasites aux antipaludiques

Jusqu’en 2005, la chloroquine a constitué le traitement de premiere intention des cas
de paludisme simples quelque soit 1’espece plasmodiale en cause. Elle était également
préconisée dans la chimioprophylaxie de la femme enceinte [195]. La SP été recommandée
comme traitement de deuxieme intention (dans le cas de résistances a la chloroquine) entre
1998 et 2005. Elle est maintenant recommandée dans le traitement préventif intermittent de la
femme enceinte.

Depuis 2005, Madagascar, comme la vaste majorité des pays situés en zone
d’endémie palustre, a changé sa politique nationale de traitement, en abandonnant la
chloroquine au profit des ACT (artemisinin combined therapy), médicaments combinant un
dérivé de I’artémisinine et une autre molécule ; a Madagascar, il s’agit de 1’amodiaquine.
Néanmoins, I’utilisation de la chloroquine reste recommandée par le Ministere de la Santé et
du Planning Familial de Madagascar pour la prise en charge a domicile des cas de paludisme
suspectés (sur la présence de fievre) chez I’enfant de moins de 5 ans. De plus, a la fin de
I’année 2007, 31 districts sur les 111 que compte Madagascar avaient a leur disposition des
ACT. Dans un questionnaire adressé aux patients lors de leur inclusion dans les tests in vivo,
il ressortait que 67,6% des patients reconnaissaient avoir pris de la chloroquine en auto-

médication. La chloroquine reste donc encore largement utilisée.

La résistance aux antipaludiques reste encore modérée a Madagascar excepté pour la
chloroquine [196]. Au niveau national, 44% des patients infectés par P. falciparum et traités a
la chloroquine ont subi un échec thérapeutique (évaluation a 28 jours et correction par PCR).

Les mécanismes li€s a cette résistance ne sont pas clairs ; la mutation N86Y a été retrouvée
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sur le gene pfindrl, mais la mutation K76T dont le role a été clairement démontré dans la
résistance des isolats de P. falciparum a la chloroquine n’a été identifiée que sur quelques
isolats [197]. Une étude ayant porté sur 16 patients infectés par P. malariae a montré la

persistance de la sensibilité de ce parasite a la chloroquine (Annexe 4) [198].

Le paludisme a P. vivax est souvent considéré comme une maladie bénigne mais ceci
devrait étre reconsidéré au vu des connaissances récemment acquises sur cette maladie. Les
symptdmes parfois séveres [199], 'importance des zones de transmission [39], les récentes
difficultés thérapeutiques et le potentiel évolutif de ce parasite sont des arguments en faveur
d’une revalorisation de sa place dans 1’échelle des pathogenes dangereux pour I’homme.
Ainsi, ce parasite présente des caractéristiques de transmission qui pourraient lui donner un
intérét nouveau dans un contexte de modifications climatiques et de migration de populations

[200].
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Objectifs



Afin d’améliorer notre connaissance concernant le paludisme a Plasmodium vivax a

Madagascar, notre travail avait pour principaux objectifs :

» D’une part d’estimer le poids du paludisme a Plasmodium vivax en mesurant sa
prévalence parmi les sujets suspects de paludisme au niveau des centres de

santé (Article N°1);

= D’autre part, d’évaluer la sensibilité de ce parasite aux principaux antipaludiques
encore utilisée, a savoir la chloroquine (Article N°2, Partie 3) et 1’association
sulfadoxine-pyriméthamine (Article N°1). Pour cela, nous avons utilisés plusieurs
approches complémentaires : les tests d’efficacité thérapeutique selon les protocoles
établis par I’OMS pour P. vivax, ainsi que la recherche de marqueurs moléculaires.
Une partie de notre travail a également consisté a mettre au point un test in vitro a
partir des isolats recueillis sur le terrain. Le but était de disposer des 3 méthodes afin

d’observer les informations apportées par chacune.

* Enfin, afin d’améliorer la surveillance de la résistance par la mise en place de sites
sentinelles, nous avons choisi d’évaluer la diversité génétique de nos souches en
utilisant les marqueurs les protéines de surface parasitaires (csp, msp3, mspl) et

différents marqueurs microsatellites (Parties N°2 et 4).
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Résultats
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Partie 1 : Estimation de la prévalence des infections palustres causées par P.
vivax, sensibilité de ce parasite a la SP et prévalence des mutations impliquées

dans la résistance a cet antipaludique

Les objectifs de ce travail ont été de rechercher la présence de marqueurs moléculaires
de la résistance a la SP sur les isolats collectés sur 8 sites sentinelles de Madagascar et de
rechercher une corrélation entre la présence de ces marqueurs et la survenue d’échecs
thérapeutiques in vivo.

La chloroquine a été largement utilisée a Madagascar depuis les années 50, dans toutes
les grandes campagnes pour faire reculer le paludisme, et plus tard, elle a ét€ recommandée
comme traitement de premicre intention du paludisme simple a P. falciparum. La
sulfadoxine-pyriméthamine a été le traitement de 2™ intention de 1998 a 2005. Elle est
maintenant recommandée dans le traitement préventif intermittent de la femme enceinte, et
des études sont en cours pour étendre son utilisation au traitement préventif intermittent chez
I’enfant.

Nous avons collectés les isolats de P. vivax chez des patients venant consulter pour
fievre et suspicion de paludisme. Sur ces isolats, nous avons amplifié et séquencé les genes
dhfr et dhps, impliqués dans la résistance a la sulfadoxine-pyriméthamine. De plus, un test
d’efficacité thérapeutique a été conduit sur le site de Tsiroanomandidy permettant d’inclure

16 patients.

Nous avons observé une grande proportion d’isolats mutés sur le gene dhfr (71%, total
de 159) comprenant des génotypes simple a triple mutés. De nouvelles mutations ont été
identifiées au niveau des codons 21 et 130 (P21S et N130K). Le taux de parasites mutés était
plus faible sur le géne dhps (16%), et seules deux mutations ont été identifiées. Sur les 16
patients inclus dans le protocole in vivo, 3 ont subi un échec thérapeutique (taux ajusté apres
génotypage des souches). Ces 3 patients €taient infectés par des isolats double mutés sur le
gene dhfr, mais nous n’avons pas mis en évidence de lien entre la présence de mutations et la
survenue d’un échec thérapeutique.

Ces résultats concordent cependant avec ceux disponibles dans la littérature. Nous
savons que les mutations conférent un degré de résistance aux isolats qui les portent sur le

gene dhfr. Cependant, il faut souvent 4 mutations pour avoir une corrélation entre le génotype
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et la survenue de 1’échec thérapeutique. D’autres facteurs interviennent, a savoir I'immunité
de I’hote, son métabolisme, son état de malnutrition.

La SP étant recommandée dans le TPI, son utilisation a grande échelle va contribuer a
sélectionner de nouveaux parasites résistants. Il sera donc indispensable de continuer a
surveiller I’évolution de la résistance, notamment par I’utilisation des marqueurs moléculaires

disponibles sur les genes dhfr et dhps.
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Abstract

Background: Four of five Plasmodium species infecting humans are present in Madagascar. Plasmodium vivax
remains the second most prevalent species, but is understudied. No data is available on its susceptibility to
sulphadexine-pyrimethamine, the drug recommended for intermittent preventive treatment during pregnancy. In
this study, the prevalence of P. vivax infection and the polymorphisms in the pvdhfr and pvdhps genes were
investigated. The correlation between these palymorphisms and clinical and parasitological responses was also
investigated in P. vivax-infected patients.

Methods: Plasmodium vivax clinical isolates were collected in eight sentinel sites from the four major
epidemiological areas for malaria across Madagascar in 2006/2007. Pvdhfr and pvdhps genes were sequenced for
polymorphism analysis. The therapeutic efficacy of SP in P. vivax infections was assessed in Tsiroanomandidy, in
the foothill of the central highlands. An intention-to-treat analysis of treatment outcome was carried out.

Results: A total of 159 P. vivax samples were sequenced in the pvdhfr/pvdhps genes. Mutant-types in pvdhfr gene
were found in 71% of samples, and in pvdhps gene in 16% of samples. Six non-synonymous mutations were
identified in pvdhfr, including two novel mutations at codons 21| and 130. For pvdhps, beside the known mutation
at codon 383, a new one was found at codon 422. For the two genes, different combinations were ranged from
wild-type to quadruple mutant-type. Among the |6 patients enrolled in the sulphadoxine-pyrimethamine clinical
trial (28 days of follow-up) and after adjustment by genotyping, 3 (19%, 95% CI: 5%-43%) of them were classified
as treatment failure and were pvdhfr 58R/1 7N double mutant carriers with or without the pvdhps 383G
mutation.

Conclusion: This study highlights (i) that genotyping in the pvdhfr and pvdhps genes remains a useful tool to
monitor the emergence and the spread of P. vivax sulphadoxine-pyrimethamine resistant in order to improve the
national antimalarial drug policy, (i) the issue of using sulphadoxine-pyrimethamine as a monotherapy for
intermittent preventive treatment of pregnant women or children.
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Background

Plasmodium vivax remains the second most common cause
of malaria in the world, infecting more than 80 million
people annually. It is the most geographically widespread
malaria parasite and it is found throughout South and
Central America, Asia, the Middle East and parts of Africa

[1].

Malaria is endemic throughout Madagascar, except in
highland regions above 1,500 m. Plasmodium falciparum is
the dominant malaria species, but . vivax and Plasmodium
malariae have an increased prevalence in the foothills of
the central highlands [2,3]. With over one million sus-
pected cases reported in 2005, malaria remains one of the
leading cause of morbidity and mortality in the country
[4-6]. Although P. vivax causes less mortality than P. falci-
parum, it is responsible for significant morbidity and eco-
nomic loss.

For the past 50 years, chloroquine was used as the first line
treatment for malaria in Madagascar, with SP the second
line treatment choice. In 2005, the National Malaria Con-
trol Programme (NMCP) decided to revise its treatment
policy, replacing CQ by artemisinin-based combination
therapy (AQ+AS, a combination of artesunate plus amo-
diaquine) and recommending SP for intermittent preven-
tive treatment for pregnant women (IPTp) [7]. Some
studies in vivo [8] and in vitro [9-11] have investigated the
susceptibility of P. falciparum to this drug, but no data
concerning the susceptibility of P. vivax to SP is available.
Molecular and epidemiological studies have clearly
shown that, as for I. falciparum, the major mechanism of
resistance to SP involves specific point mutations in the
dhfr (dihydrofolate reductase) and dhps (dihydropteroate
synthase) genes of the parasite. In total, 20 non-synony-
mous mutations have already been described in the prdhfr
gene [12]. Some of these mutations (at codons 57, 58, 61,
117 and 173) are involved in resistance to pyrimethamine
[12]. Five mutations have already been identified in the
pudhps gene, at codons 382, 383, 512, 553 and 585, corre-
sponding to positions 436, 437, 540, 581 and 613 of the
homologous gene in P. falciparim. No data is available
about polymorphism in the pudhfr and pedhps genes of
malaria parasites from Madagascar. Only one prdhfr gene
mutation, at codon 33, has been identified in some iso-
lates (four of nine from Madagascar and the Comoro
Islands), but this mutation has not been reported to be
associated with clinical resistance or resistance in wvitro
[13,14].

Since, it is difficult to monitor the susceptibility of P. vivax
to antimalarial drugs by in witro tests [15], molecular
markers of drug resistance are useful tools for mapping
the current and changing pattern of SP-resistant P. vivax
isolates. The aims of this study were: (i) to assess polymor-

http://iwww.malariajournal.com/content/7/1/35

phisms in the prdhfr and pudhps genes, using 159 P. vivax
samples, and (ii) to correlate pudhfr/prdhps patterns with
clinical and parasitological responses in P. vivax-infected
patients.

Methods

Collection of clinical isolates of P. vivax

Plasmodium vivax clinical isolates were collected in 2006/
2007 from individuals seeking treatment for malaria at
government health facilities located in areas correspond-
ing to the four epidemiological strata for malaria across
Madagascar: Ejeda and Thosy in the South (epidemic-
prone area), Tsiroanomandidy and Moramanga/Saharevo
in the foothills of the Central Highlands (low-level
endemic area), Maevatanana and Miandrivazo in the West
(seasonal and endemic area) and Farafangana and
Andapa in the East (periannual endemic area). All
patients with fever or a history of fever in the 48 h before
their arrival at the health centre were screened with the
rapid diagnostic test (RDT), which is based on the detec-
tion of Plasmodium-specific lactate dehydrogenase
(pLDH) (OptiMAL-IT™, DiaMed AG®, Cressier sur Morat,
Switzerland). Giemsa-stained thin and thick blood films
were prepared for each patient with a positive RDT result.
The various species of Plasmodium were identified and par-
asitaemia was assessed by a skilled microscopist. Once
informed consent had been obtained from all adults and
from at least one parent for minors, blood was collected
on filter paper. Patients with positive microscopy results
were promptly treated according to National Malaria Pol-
icy.

SP efficacy

The therapeutic efficacy of the sulphadoxine-pyrimeth-
amine was assessed in P. vivax infections in 2006 in
Tsiroanomandidy. The clinical protocol was reviewed and
approved by the National Ethics Committee of the Minis-
try of Health and Family Planning of Madagascar (N°
102-SANPF-2006). Patients with blood smear confirmed
I vivax infection were enrolled based on the inclusion cri-
teria given in WHO guidelines (2001) [16]. Informed con-
sent was obtained from all adults and from at least one
parent for minors and patients were treated with the
standard SP regimen (25 mg/kg sulphadoxine and 1.25
mg/kg pyrimethamine as a single dose on day 0) and fol-
lowed for 28 days. Each patient was weighed and medical
history (including previous antimalarial medication) was
recorded. Clinical examination, including axillary temper-
ature recording, staining of serial thick and thin films, was
performed on days 0, 1, 2, 3, 7, 14, and 28. Giemsa-
stained thick and thin films were read by a skilled micro-
scopist. Asexual- and sexual-stage parasites were counted,
and counts expressed per 200 white blood cells. Parasitae-
mia was calculated on the basis of a white blood cell count
of 8,000/ul. Thick-film examinations were considered to
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be negative if no parasite was found in 100 high-power
fields. Blood was blotted onto filter paper at various time-
points during follow-up and stored at 4°C for DNA
extraction. Haemoglobin concentration was measured on
days 0 and 28 (HemoCue", Anglholm, Sweden).

The primary end point was therapeutic response, based on
parasitological and clinical cure by day 28, according to
the 2001 WHO protocol [16]. Therapeutic response was
classified as "treatment failure" (TF; clinical deterioration
due to P. vivax illness requiring hospitalization, with par-
asitaemia and axillary temperature = 37.5°C any time
between days 3 and 28, or parasitaemia on any day
between days 7 and 28, regardless of clinical conditions)
or "adequate clinical and parasitological response”
(ACPR; absence of parasitaemia on day 28 without the cri-
teria for TF previously being met). Patients with treatment
failure were treated with artesunate (4 mg/kg on days 0, 1,
and 2) plus amodiaquine (10 mg/kg on days 0, 1, and 2);
however, their response to repeat therapy was not
assessed.

>

Molecular genotyping techniques were used to distin-
guish recrudescences from reinfections for patients with
treatment failure after day 7. Briefly, blood samples col-
lected on the day of enrolment, on day 1 and on the day
of treatment failure were analysed by sequencing for pol-
ymorphisms in the genes for circumsporozoite protein
(presp) [17] and merozoite surface protein-3 (prmsp3)
[18] and for six different microsatellite markers [19,20]
(Table 1). Microsatellite PCR products were size-geno-
typed by using a standard-size Genescan 500 LIZ on an
ABI Prism 3730XL. The genotyping patterns on the day of
failure were compared with those at treatment initiation
and on day 1. An outcome was defined as recrudescence if

http:/fwww.malariajournal.com/content/7/1/35

all alleles present at the time of failure were present at the
time of treatment initiation or on day 1, and defined as a
reinfection otherwise.

The secondary end points were (i) fever clearance time,
defined as the time (days) from initiation of treatment to
the end of fever (i.e., patient remaining afebrile, based on
reported history, with an axillary temperature of <37.5°C
on a given day of follow-up); (ii) parasite clearance time,
defined as the time (days) from the initiation of treatment
to parasite clearance (defined as the moment when para-
site counts fell below the detection threshold for micros-
copy) and (iii) haematological recovery, defined as being
cured on day 28, with a haemoglobin level greater than
that on day 0.

DNA extraction, pvdhfr/pvdhps amplication and
sequencing

DNA was extracted from blood spots with Instagene”
Matrix resin (BioRad®, Marnes la Coquette, France),
according to the manufacturer's instructions. Parasite spe-
cies were confirmed by real-time PCR, using species-spe-
cific primers previously described by de Monbrison [21],
with a protocol adapted for the RotorGene® 3000 thermo-
cycler (Corbett Life Science”, Sydney, Australia).

Plasmodium vivax isolates were genotyped for the pudhfr
and pudhps genes. DNA was amplified by semi-nested PCR
for pudhfr gene amplification or by nested PCR for pudhps,
using gene-specific primers [22,23]. PCR products were
purified, using polyacrylamide P-100 Gel (Bio-Gel P-100,
BioRad", Mames-la-Coquette, France), by 96-well plate
filtration (Millipore®, St. Quentin en Yvelines, France).
Sequencing reactions were performed using ABI PRISM
BigDye Terminator cycle sequencing ready reactions kit

Table I: Primer sequences of the microsatellite markers used for differentiating recrudescences from reinfections in paired samples

from enrolled patients with treatment failure after day 7.

Micro satellite markers Motif External PCR Internal PCR Label
1 4.185§ AT F TGCAGATATGCTGTCGAAT F: GCAGTTGTTGCAGATTGAGC 6FAM
R: GGGAAAAACTTGGTCACAC R: TAAGGCGTGCACGTTATCAT
8.332% AT F: TGAAGCAATATAGCGATGAC F: CCTCGATGGTGATGTGATGA HEX
R: CGGTGTAGTGTGGTACAATG R: GTATAACATGGCACCCGACCT
6.345 AC F. CCCAATTAAGTGCAAATCA F TGAGCGCTTTAAGCTTCTGC 6FAM
R: CATGTAAAGAGGCACATGG R: CAAAAATGAATCGTGGCACA
2215 AC F: GGCAGGAACGTAGAGGAG F: CCATCTGCTCAAATCCGAAG 6FAM
R: GGCTTGTTCATTTTGAGGTA R: GGCTCCTCCCTGTCTCTGTAG
AY391734% CA F: TACCCCAGCCTTATCTCTC F: TTTTCCCTTCGGAAAAACG 6FAM
R: AAMATGCACAGACACTACGC R: ACGACCATCACCTGCCATAG
AY391740% AC FEATTTGTGTATGCCTTGTGTT F: GTTTACCAGGCCCAATTCAC HEX
R: GTGAGGGTGTCTATCCGTA R: GTTCACACGGGCGTATACAT
§microsatellites sequences described by Imwong et al, 2006 [20]
# microsatellites sequences described by Leclerc et al, 2004 [19]
Primers sequences were designed by primer3 software [39]
F: forward primer
R: reverse primer
Page 3 of 11
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and run on a 3730 x| Genetic Analyzer (Applied Biosys-
tems, Courtaboeuf, France). Electrophoregrams were visu-
alized and analysed with CEQ™ 2000 Genetic Analysis
System software (Beckman Coulter™). Amino-acid
sequences were compared with wild-type sequences (Gen-
Bank accession no. X98123 for pvdhfr and Genbank acces-
sion no. AY186730 for pudhps), using BioEdit Sequence
Alignment Editor software [24]. Parasites with mixed alle-
les (both wild-type and mutant alleles present) were con-
sidered to be mutant. A second PCR product was
sequenced for confirmation if a new point mutation was
observed.

Nucleotide sequence accession number

The complete sequences of the alleles identified has been
submitted to GenBank and assigned accession numbers
EU168419 to EU168431 for prvdhfr and EU176992 to
EU177003 for pudhps.

Statistical analysis

Data were input into Epilnfo 6.04° software (Centers for
Disease Control and Prevention, Atlanta, Georgia, United
States), checked and analysed, using MedCalc® software
version 9.1.0.1 (MedCalc Software, Broekstraat 52, 9030
Mariakerke, Belgium) and Comprehensive meta-analysis
software version 2 (Biostat, Englewood, NJ 07631, USA).

An intention-to-treat analysis of treatment outcome was
carried out. Frequencies were compared using chi-squared
tests, and continuous variables were compared using Stu-
dent's t-tests or Mann-Whitney U-tests, as appropriate. All
reported p-values are for two-tailed tests and were consid-
ered statistically significant if less than 0.05.

Results

Prevalence of P. vivax infections

From January to October 2006 and March to July 2007,
8,363 patients were screened by using RDT. Among these
patients, the global prevalence of P. vivax infections was
estimated at 6.3% (135 cases) of all malaria infections by
microscopy. Considerable heterogeneity was observed
between the different study areas and prevalence ranged
from zero in Andapa to 17.5% in Tsiroanomandidy (Fig-
ure 1).

Analysis of the pvdhfr and pvdhps genes

159 P. vivax samples, corresponding to the 135 cases com-
pleted with 24 collected in the same conditions, were
sequenced on pudhfr/pvdhps genes (Figure 1). A large pro-
portion of these samples (71%, 113/159) had at least one
mutation on the pudhfr gene; this proportion ranged from
18% in Ejeda (2/11) to 100% in lhosy and Farafangana
(1/1). These samples displayed non-synonymous muta-
tions at six residues, including four mutations known to
be responsible for pyrimethamine resistance (P33L,
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C49R, S58R and S117N) and two previously unknown
mutations (P21S and N130K). The most prevalent
mutant-type alleles were S58R (58%) and S117N
(63.5%), particularly for study sites on the western side of
Madagascar. The mutant P33L allele, which has been
reported to be specific to Madagascar, was found in only
6% of isolates and was not restricted to any particular
area. The fourth mutation, C49R, was present in 3% of the
isolates and was limited to Maevatanana. The two new
non-synonymous mutations, P21S and N130K, were
identified in two and 50 isolates, respectively, at only two
sites (Miandrivazo and Tsiroanomandidy). An additional
synonymous mutation was detected at amino-acid 15
(gca — gcg) in 69 samples (43%). No variation in the
number of repeats was observed in the polymorphic
region between nucleotides 262 and 309 [25].

Non-synonymous mutations were found at two residues
of the pudhps gene, in 25 of the 159 isolates: 24 samples
(15%) displayed the A383G mutant allele and one sample
(0.6%) the C422R mutant allele. No mutant alleles were
found at southern sites and such alleles were surprisingly
rare in Miandrivazo (3%), despite 83% of the isolates
from this site having mutant alleles of the pvdhfr gene.
Based on the pvdhps tandem repeat region located
between amino-acid residues 603 to 658 of the reference
sequence, nine different genotypes, including the refer-
ence genotype, were identified. All the A383G mutant-
type isolates were from the same genotype. These changes
and the corresponding positions of mutations in pvdhfr
and pvdhps are shown in Table 2.

In total, 15 different genotypes were identified, as pre-
sented in Table 3, including wild-type and single, double
or triple mutant-types in for pvdhfr and the wild-type or
single mutants for pudhps. Only 27.7% of the 159 isolates
sequenced were wild-type for both genes, and all but two
of the parasites with mutant genotypes for pvdhps (98.7%)
also had mutant genotypes for prdhfr. Four single mutant
allele genotypes were observed for pudhfr, but none of
these genotypes was ever associated with mutation in the
pudhps gene. In the double-mutant genotype, the 130K
mutation was combined with 33L or 117N mutations in
the pvdhfr gene, in the absence of mutation in the prdhps
gene. The pvdhfr 58R/117N double mutant accounted for
25.8% of isolates, 10.1% of which also had the A383G
mutation in the pudhps gene. Finally, two triple-mutant
pudhfr genotypes were observed, with and without muta-
tions in the prdhps gene. The 49R/58R/117N genotype was
found only in Maevatanana, whereas the 58R/117N/130K
genotype was found mostly in Miandrivazo and Tsiroano-
mandidy.
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Figure |
Map of Madagascar showing the distribution of P. vivax isolates from each study area.
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Table 2: Frequency distribution of mutant-ty pe alleles for DHFR and DHPS domains in |59 Malagasy isolates collected from 7 sites in
2006-2007

P, vivax dhfr polymorphism P vivax dhps polymorphism
Sampling site Mo, of Mo, of Amino-acid residua Mo, of  Aminc-acid residue
isolates mutant Mutant
isolates isolatas
(%) (%)
P1IS P33L  C45R S58R SHTN MI130K AJE3IG  C421R
South Ejeda I 2(18) 5 | S | | S 0 (0 Q 0
Ihosy | {1003 - - - - I - 0 {0y 0 ]
Wast Miandriva &0 50 (83) | I - 43 47 44 2(3) I I
20
Maavatana 22 14 (64) - 2 5 12 12 - 8(36) a 0
na
Central Tdd 59 4271 I 4 - 33 v 6 I {19 11 0
Highlands
Maraman 5 3 (&0} - I - 2 2 - 3 060) 3 0
ga
East Farafangan I 1 (100} - = - I | - | (100) I 0
1
Tomal 159 3@ 2003) (37 5(3.01) 92(57.9) 1001635 50314  25(l&) 24 (15 1{0.6)

Residues displaying new mutations are indicated in bold peface
Tdd: Tsircanomandidy

Clinical and parasitological response to SP to day 28 for 15 of the 16 patients enrolled in the clinical
Clinical and parasitological monitoring was complete up  study of 8P efficacy. Nine of these 16 patients were male

Table 3: Frequency distribution of pvdhfripvdhps genotypes in 15% Malagasy isolates collected from 7 sites in 2006-2007

Sampling sites

dhfr alleles dhps alleles South West Central Highlands East Total isolates
(frequency %

Ejeda lhosy Maevatanana Miandrivaze  Tdd  Moramanga  Farafangana

Ne mutation

Wild-type Wild-type 9 S 7 10 17 | - 44 (77
383G - - I - - | - 2(1.3)
Single mutant
215 Wild-type - - - I I - - 201.3)
i Wild-type - 2 - 4 | - 8(5.0)
17N Wild-type - - 3 3 - - 7 i44)
130K Wild-type - - - I - - - | 10.6)
Double mutant
330+ 130K Wild-type - - - I - - - | (0.6)
HITH + 130K Wild-type - - - I I - - 2(L.3)
58R + 117N Wild-type - 4 2 18 - - 25 (157}
3836 - - 3 - 10 2 16 (10.1)
Triple mutant
43R +58R + 17N Wild-type - - I - - - - | (0.6)
383G - - 4 - - - - 4(25)
Wild-type - - - 39 4 - - 43 (7.0)
S8R + [1ITM + 130K 422R - - - I - - - | 10.6)
3|3G - - - I I - - 211.3)
Page 6 of 11
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and seven were female {43.4%). They were aged from
nine months to 42 years (median 7.5 vears), and had a
median weight of 16.5 kg (range 7.5 to 52.5). Fifteen
patients (93.8%) had suffered fever during the 48 hours
immediately preceding enrolment and one declared hav-
ing taken antimalarial drugs (tetracycline). Neither micro-
scopy nor real-time PCR showed mixed infections (I
vivax with other species). The geometric mean of asexual
parasite count was 3,353 parasites/ul. (range 500 to
21,500) at baseline. None of the patients had detectable
gametocytes on microscopy at day 0 or during follow-up.
Mean haemoglobin concentration was 7.5 g/dl. on day 0,
and the mean increase in haemoglobin concentration
observed on day 28 was 1.3 g/dL. Eleven patients success-
fully cleared P. vivax parasitaemia after SP treatment,
whereas four patients presented a reoccurrence of parasi-
taemia on days 14, 21 or 28. The final classification of the
recrudescent patients after adjustment by genotyping is
shown in Table 4. The treatment failure rate at day 28 by
intention-to-treat analysis was also estimated to 25%
(95% CI: 8-50) and after adjustment by genotyping to
199 (95% CI: 5-43). Mean fever clearance time was cal-
culated as 1.2 + 0.7 days and, parasite clearance time was
calculated as 1.3 + 0.9 days.

pvdhfripvdhps genotypes and clinical response to SP

No significant differences were observed between recru-
descent and non-recrudescent patients in terms of sex
ratio, mean temperature at day 0, mean age, initial mean
parasitaemia, haemoglobin concentration and mean
number of mutations in pedhfr/prdhps genes (Table 5).

http:/fwww malariajournal com/content/7/1/35

The pedhfr/pedhps genotype and therapeutic response of

each isolate evaluated are listed in Table 6. Three of the
four patients carrying the prdhir/prdhps triple-mutant gen-
otype (58R/ 117N, 383C) displayed ACPRs. The remain-
ing patient was cassified treatment failure at day 28.
Considering the pudhfr double mutant 58R/ 117N geno-
tvpe, all 3 patients displaying treatment failure and 6 over
the 11 displaying ACPRs carried it, providing an odd ratio
for TF of 8.27 with a wide 95% CI of 0.35-197.6. The
molecular/therapeutic outcome relationship can't be
clearly depicted from these data.

Discussion

This study highlights the real burden of P. vivax infections

by updating prevalence data in eight sites throughout
Madagascar. Despite the likely underestimation of the
prevalence of I". vivax due to the use of the RDT for malaria
screening | 2], this study confirms, however, that . vivay is
the second prevalent species in malaria infections after I,
falciparum. The highest prevalence of Plasmodinm vivax
infections were found in the western side of Madagasecar,
certainly because of the predominance of ethnic groups of
Indo-Asian and Middle Eastern origin, who carry the
Duffy antigen [ 26].

8P resistance and related single nucleotide polymor-
phisms (SNPs) in the podhfr and prdhps genes were ana-
lysed in P. vivax samples from seven sites representative of
the four major epidemiological strata for malaria. The two
genes were screened by sequencing, to identify possible
new mutations. The P. vivax pudhfr gene is known to be

Table 4: Paired analysis of pvesp, pvmsp3 and microsatellite markers sequences used for differentiating recrudescences from
reinfections for the four patients with a reoccurrence of parasitemia (Tsiroanomandidy, Madagascar, 2006).

Allele sizes of microsatellites markers (bp)

Genotypes in

Patient Day 6.34 L34 2.21  8.332  14.185 L40  pvesp gene  pymspd gene Final classification
TOD0e207T9 0 221/225 108 196 217 8991 97 WIK2I0 A Recrudescence
| 221/225 108 196 217 9l 97 VK210 A
14 225 108 |96 217 91 97 WKZID A
TDDO&vivI2 0 219 108110 19 222 na 97 VK210 na Recrudescence
I 219 108/110 | 96 222 na 97 VK210 na
8 219 110 |96 22 na 97 WKZID na
TODOGvv]S 0 225 110 | 96 na 98 97 VK210 na Reinfection or Relapse
| 230 104 205 na 93 97 WKZID na
21 225 108 |96 na 91 97 WKZID na
TODOGvv20 0 230 108 |98 na 9l 97 VK210 A Recrudescence
| 230 108 |58 na 91 97 WKZID A
14 230 108 |58 na 9l 97 VK210 A

na: not available

Two infections (TDDO&2079 and TDDOévivl 2) were palyclonal as indicated by microsatellite markers analysis.
presp sequences were classified as VK210 or VK247 types as described [I7]: after DNA sequences alignment, no SINF was observed between day 0,

| and the day of recccurent parasitamia.

pomspd sequences were classified into types A (1900 bp), B (1300 bp) or C (1100 bp) as described [40]: afrer DMA sequances alignment, one SNP
was observed between TDDO62079 at day 0 and the sequances obtained from both days | and 14. Mo differences ware obsarved batwaen

TOD0&vivZ0 sequances.

69
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Table 5: Demographic, clinical and parasitelogical characteristics of baseline isolates from recrudescent and non-recrudescent patients

{Tsiroanomandidy, Madagascar, 2006).

Patiants
Recrudescant Mon-Recrudescent P
Mo WYalue CI95% Mo Walue CI95%

Patient charastaristics

Mo of males/Mo of females 3 30 - I 47 -

Age (years), mean 3 53 0- 156 I 4.7 5.3-240 M5

Temperature ("C), mean 3 388 I5E-419 I 380 IT.6-384 M5
Hematalogy

Hemaoglobin concentration (g/dL), mean 3 6.8 55-4l1 I 7.5 5.1-99 NS
Isalates at the baseline

Parasitemia (parasites/ul), geometric mean 3 3434 36l - 32627 I 3307 |603-6823 NS

Maan number of mutatons in dhir/dhps genes 3 23 .63 I |4 06212 IS

One patient presenting a P falciparum infection and the one presenting a F. vivax reinfection (or relapse, as indicated by genotyping analysis) were

excluded from the non-recrudescent patients group.

highly diverse, supporting the use of such an approach
[27]. A wvery high proportion of mutant-type isolates
(72.2%) and diverse alleles were identified in these iso-
lates, with 15 different mutant-type alleles observed if
both pudhfr and pedhps gene mutations were taken into
account. This is the first ime that mutations at positions
implicated in SP resistance have been described in I vivax
isolates from Madagascar.

Only two substitutions were identified in prdhips, whereas
six non-synonymous mutations, including four that have
already been described, were found in pudhfr. Mutations
in these two genes do not play identical roles in the emer-
gence of SP-resistance. Similar observations have been

made for . fulciparum [28,29]. Mutations seem occurrin
de for P. falcij 28,29]. Mutat g
first in pfidhfr gene, then after in pfdhps gene when most of

the parasites in the population have double- or triple-
mutant alleles of the dhfr gene [22].

Mutations in pedhfr, including 58R and 117N, have been
implicated in pyrimethamine resistance. The 58R allele
was found in 58% of all . virax isclates, in combination
with 117N, which was found alone or in combination
with other mutations in 63.5% of all isolates. Studies in
vitro have shown that the mutation of a single base, lead-
ing to the replacement of a serine by an asparagine residue
at codon 117, increases the 1C5; value of pyrimethamine
by more than 80 times. The combination of this mutation

Table é: The pvdhfripvdhps genotypes and therapeutic responses of 15 patients from Tsiroanemandidy (Madagascar, 2008) treated

with sulphadoxine-pyrimethamine for P. vivax infections

Sequence polymarphism in

Patient pwdhfr Pedhps Ma. of mutations in the 2 genes Therapautic responsat
Trial no. Age (Years) 33 58 17 383
VIVT 2 P 5 5 A ] ACFR
60446 25 P 5 5 A 0 ACFR
YVIV14 7 L 5 5 A | ACFR
VIVIE 13 P 5 H A 0 ACPR
60756 42 P 5 5§ A 0 ACFPR
VIV3 12 P R N G 3 ACFR
VIva 34 P 5 N A | ACFR
Vivzo 2 P R N A 2 TF
62298 5 P R N A 2 ACPR
60250 6 P R N A 2 ACPR
6014% 8 P R N G 3 ACPR
VIv4 30 P R N G 3 ACFR
VIV12 6 P R N G 3 TF
62079 08 P R N A 2 TF
VIV1S 2 P R N A 2 Reinfection or relapse
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with the replacement of a serine by an arginine residue at
codon 58 generates an enzyme morte than 400 times more
resistant to pyrimethamine than the wild-type enzyme
[30,31]. The 57L/58R/117N, triple mutant previously
observed in Thailand | 14] and associated with low levels
of parasite clearance was not found. No parasites of the
57L/58R/61M/117T quadruple mutant type, associated
with a high risk of 8P treatment failure, were also not
found.

Two new mutations were found at codons 21 and 130 in
the pudhir gene. The mutation at codon 130 accounted for
31.4% of the isolates. This mutation, present mostly at
Miandrivazo (67% of isolates), was strongly associated
with the 58R/117N double mutant. The P33L substitution
accounted for only 6% of the isolates. This mutation was
previously found to be associated with isolates of Como-
rian or Malagasy origin [14,25]. One of the unique fea-
tures of the prdhir gene of . vivax is the presence of a
tandem repeat between amino-acid residues 70 and 110.
Size polymorphism has been reported in this region
[22,32], but no variation was observed in this study.

It was impossible to assess the impact of the new N130K
mutation based on clinical data, because only the 58R/
117N double mutant was observed in isolates from the
patients enrolled in the clinical trial of SP efficacy, includ-
ing the isolate with the A383C mutation in pudhps. The
use of yeast constructs might facilitate interpretation of
the role of this mutation in resistance [33].

Because of the absence of a genotyping consensus proto-
col for I'. vivax to differentiate recrudescence from reinfec-
tion, the use of a combination of different genes such as
peamal, pemspl, pemspi or microsatellite markers in
paired analysis seems to be the safest available method. In
this study, presp and pemsp3 genes sequencing and six dif-
ferent microsatellite markers were used on samples from
day 0, day 1 and day of reoccurrence. The use of microsat-
ellite markers seems to be useful as more polyclonal infec-
tions could be detected. Obvioulsy, the main limitation of
this protocol was the well-recognized impossibility to
prove that a I. vivix reoccurrence was a recrudescence, a
relapse or a reinfection.

No significant association between purdhfr/prdhps poly-
morphisms and SP-treatment outcome was found, but all
recrudescent patients were prdhfr double-mutant carrier.
This result strongly suggests that infection due to the pud-
hir 58R/117N double mutant is necessary but not suffi-
cient for 8P treatment failure to occur. The treatment
outcome is likely to be favourable if the parasite has a
wild-type genotype, but in parasites with mutations, out-
come depends on the alleles present at the pedhfr and
pudhps loci and the individual response of the patient [12].

hitp:/www.malariajournal.com/content/7/1/35

Currently, it is well known that beside parasite factors,
host factors such as nutritional status, immune response
and rates of drug metabolism are involved in determining
treatment outcome.

Surprisingly, almost 72.3% of the tested . vivax isolates
had mutations in the pu i

rand/or prdhps genes, despite
SP never having been recommended as a first-line treat-
ment for malaria, but only as a second-line treatment
from 1998 to 2005. ACT is now recommended for the
treatment of uncomplicated malaria regardless of the
causal Plismodium species. Nevertheless, self-treatment
remains frequent in Madagascar since unpublished study
has shown that three quarters of all febrile patients attend-
ing government health facilities have already used chloro-
quine  in 67.6%  of  cases, cotrimoxazole
(sulphamethoxazol/trimethoprim) in 23.4% and SP in
9.4% of cases. Cotrimoxazole is the drug most widely
used to treat diarrhoea as well as respiratory infections
[34]. Asymptomatic . rivax infections and treatment with
trimethoprim are probably common, resulting in the
exposure of parasites to this drug. Mutations in the pedhfr
and pedhps genes may reflect overall antifolate drug pres-
sure in Madagascar.

Previous studies have shown that dhfr mutant P. falci-
parum isolates were extremely rare [35], with only one
case of infection with the 108N mutant reported in the

south of Madagascar. Based the observations for I, vivax
isolates, data for P falciparum genotypes should be
updated.

Conclusion

8P has been recommended for intermittent preventive
treatment during pregnancy since 2005 in Madagascar.

The regional office of the WHO for Africa currently recom-

mends [PTp with 8P in countries with a parasitological
failure rate of less than 50% [36]. With a frequency of TF
estimated at 19% and a prevalence of up to 17.5% of all
malaria cases, I". iy infections remains a public health
problem in Madagascar and there is no doubt that SP will
not be completely effective in IPTp strategy |37,38]. The
extensive use of SI” will increase the drug selection pres-
sure on the parasite and favour the spread of resistance. As
a result, this study highlights (i) that genotyping in the
prdhir gene remains a useful tool to monitor the emer-
gence and the spread of . vivax SP-resistant in order to
improve the national antimalarial drug policy, (ii) the
issue of using SP as a monotherapy for IPT of pregnant
women or children.
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Partie 2 : Analyse des microsatellites entourant les genes dhfr et dhps

des 1solats de P. vivax

Les mécanismes a 1’origine de la résistance a la SP sont les mémes chez P. falciparum
et P. vivax, constitués de mutations sur le géne dhfr, et dans une moindre mesure sur le gene
dhps. Alors que la SP n’a jamais été recommandée pour le traitement des cas de paludisme a
P vivax, les co-infections avec P. falciparum étant fréquentes dans les zones ou ces deux
especes sont endémiques, ce médicament a exercé une pression de sélection sur les isolats de
P. vivax.

Pour comprendre I’émergence et la diffusion des résistances aux antipaludiques,
plusieurs équipes se sont intéressées aux séquences microsatellites situées dans les régions
proches des genes de résistance. Des travaux ont été menés sur la résistance a la chloroquine
et a la SP de P. falciparum. Une origine commune des souches quadruples mutées sur le gene
dhfr a notamment été identifiée. Les travaux concernant P. vivax sont plus rares, et récemment
Hawkins et al, 2008 [189] ont avancé 1I’hypothese d’une origine multiple des génotypes triples
et quadruples mutés de P. vivax, apres analyse des séquences en amont et an aval du gene
(700 pb) et de séquences microsatellites sur des isolats provenant de Colombie, Inde,
Indonésie, Papouasie Nouvelle Guinée, Sri Lanka, Thailande et Vanuatu.

La prévalence des mutations sur le gene dhfr, et dans une moindre mesure sur le gene
dhps, est importante a Madagascar. Les objectifs de notre étude ont été de cibler des
séquences microsatellites entourant ces génes afin de tracer les souches mutantes sur les genes
impliqués dans la résistance a la SP et d’apporter des arguments quant a I’émergence de ces

souches et a leur diffusion a I’échelle du pays.

Matériel et méthodes

Recueil des isolats
Les isolats ont été collectés sur 7 sites sentinelles de Madagascar impliqués dans la
surveillance de la résistance aux antipaludiques en 2006 et 2007 : Maevatanana et

Miandrivazo a 1’ouest de Madagascar, Moramanga/Saharevo et Tsiroanomandidy sur les
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Hauts Plateaux, Thosy et Ejeda dans le sud et enfin, Farafangana a 1‘est. Pour tout patient se
présentant au dispensaire avec de la fievre ou ayant présenté de la fievre dans les 48 heures
précédentes, une recherche de paludisme a été faite ; les patients ont été screenés par un test
rapide (Optimal IT) et une recherche de parasites ainsi que 1’identification d’espece a été faite
par lecture d’un frottis mince et d’une goutte €paisse. Du sang a été recueilli sur papier
buvard pour extraction d’ADN par Instagen matrix (Biorad) et analyse de biologie
moléculaire. Le diagnostic d’espece a été confirmé ultérieurement par PCR en temps réel.

Nous avons également travaillé sur 96 isolats de P. vivax collectés en Guyane frangaise par

I’ Institut Pasteur de Guyane.

Amplification et séquencages des genes pvdhfr et pvdhps
L’amplification et le séquencage des genes pvdhfr et pvdhps ont été réalis€s comme décrit
précédemment. Les mémes protocoles ont été suivis pour les isolats provenant de Guyane

francaise.

Sélection des séquences microsatellites

En utilisant le programme Blast disponible sur la banque de données PlasmoDB, nous avons
sélectionné le contig comprenant le gene pvdhfr (ctg 6950). Nous avons scanné 10 kb en
amont et en aval du géne afin de rechercher la présence de séquences microsatellites a 1’aide

du programme mreps 2.5 accessible en ligne (http://www.loria.fr.mreps). Nous avons utilisés

des parametres de recherche larges : taille du motif de la séquence comprise entre 1 a 50 pb,
nombre de répétitions du motif supérieur a 2. La méme démarche a été suivie pour le gene

pvdhps (ctg 7202) (Tableau 1).
Au total, 56 séquences microsatellites ont été identifiées autour du gene dhfr, et 18 autour de

dhps. Nous avons sélectionné 6 marqueurs pour notre analyse sur dhfr et 4 sur dhps sur un

critere de taille du motif, et de nombre de répétitions observées dans la séquence publiée.
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Tableau 1. Séquences microsatellites sélectionnées dans les régions bordant en 5’ et 3’ les
genes pvdhfr et pvdhps.

Microsatellite Motif Nombre de répétitions Localisation pvdhfr
1 AAATC 7 -2,6 kb
2 AAATT 8 -2,6 kb
3 AAATG 4 -2,6 kb
4 CATATATA 2 + 6 kb
5 TA 8 + 6 kb
6 GTAT 3 + 6 kb
Microsatellite Motif Nombre de répétitions  Position par rapport a pvdhps
1 TA 5 -1,9kb
2 AT 5 -1,7kb
3 AC 5 -1,7kb
4 CAACGCCA 16 - 1,4 kb

Amplification et séquencage des séquences microsatellites
Les fragments d’ADN ont été¢ amplifiés par PCR nichées en utilisant 6 couples d’amorces.
Ces amorces ont été dessinées a l’aide du programme Primer 3 disponible en ligne

(http://biotools.umassmed.edu/bioapps/primer3_www.cgi). Les séquences de ces amorces

sont indiquées dans le tableau 2. La composition des mélanges réactionnels pour les 2 PCR

ainsi que les programmes des thermocycleurs sont présentés dans les tableaux 3, 4 et 5.

Tableau 2. Séquence des amorces utilisées pour I’amplification des fragments d’ADN

contenant les séquences microsatellites ciblées en 5° et 3’ des genes pvdhfr et pvdhps.

Amorce Séquence (5'-3") (FE gl) Tagilelsllilfg?ﬁigem
dhfr-PMIF  ATCTCCTTGGAGGCAAAACT 57.9 312
dhfr-PM1R TGGTCAAACAGTAGCGAACA 57.9
dhfr-NM1F CTCTGATGGGGAGGCTTGTT 61.6 733
dhfr-NM1R AGCGGCTACACAGTGGAAAA 60.8
dhfr-PM2F ATGGGTAGAAAGAGGGAACG 58.1 378
dhfr-PM2R  GAAATGGGCCAGAAGGAG 58.1
dhfr-NM2F CCACATGTTGCATAGCTGGA 60.7 261
dhfr-NM2R TACCTTCGGCCATCTCACTG 61.2
dhps-PM1F CTGCGTATCTCCATGTATGTG 56.7 985
dhps-PM1R  AGGGGAAAAAGGAAAAGAAA 57.0
dhps-NM1F TTCAACACATGCATTTATAACTTACG 59.5 797
dhps-NM1R TTGGTGCGAATTATCTTGCTC 60.2
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Tableau 3. Compositions des mélanges réactionnels de PCR pour amplifier les séquences

microsatellites entourant les genes pvdhfr et pvdhps.

Réactif 1°°* PCR PCR nichée
Buffer 10X (25mM MgCl,) 1X 1X
eau

dNTP (20mM) 200 uM 320 uM
Amorce sens (10uM) 0,15 uM 0,20 uM
Amorce antisens (10uM) 0,15 uM 0,20 uM
Taq * (5U/uL) 1U 25U

*Taq FirePol® DNA Polymerase I, Solis Biodyne
Lors de la 1ere PCR, 2uLL d’ADN génomique ont été ajoutés au mélange réactionnel. Lors de

la PCR nichée, nous avons ajouté 4uL. d’amplicon.

Tableau 4. Programmes de PCR pour I’amplification des séquences microsatellites entourant
le gene pvdhfr.

1 PCR PCR nichée

Programme PCR Microsat Microsat Microsat Microsat
1,2,3 4,5et6 1,2,3 4,5et6
Dénaturation initiale 94°C, 4 min 94°C, 4 min
Dénaturation 94°C, 20 s 94°C, 20 s

X cycles Hybridation 55°C, 20 s 57°C, 20 s 59.5°C, 20 s
Elongation 72°C, 60 s 72°C,30s 72°C,50 s 72°C,30s

Elongation finale 72°C, 10 min 72°C, 10 min

1?“" PCR, microsatellites 1, 2, 3 : 40 cycles
1 PCR, microsatellites 4, 5 et 6 : 30 cycles
2°"° PCR, 45 cycles

Tableau 5. Programmes de PCR pour I’amplification des séquences microsatellites entourant
le gene pvdhps.

1 PCR PCR nichée
Dénaturation initiale 94°C, 4 min
Dénaturation 94°C, 20 s
Hybridation 55°C, 20 s 58°C, 20 s
Elongation 72°C, 70 s 72°C, 50 s
Nombre de cycles 40 45
Elongation terminale 72°C, 10 min
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Les produits d’amplification ont été purifiés sur colonnes, utilisant un gel de polyacrylamide
P-100 (Bio-Gel P-100, BioRad) a la Plate-forme Génomique 1, Institut Pasteur de Paris. Le
séquencage a été effectué sur analyseur 3730 XL (Applied Biosystems). Les séquences ont
finalement été assemblées a 1’aide du logiciel Seqscape 2.0 (Applied Biosystems,
Courtaboeuf, France). L’alignement des séquences a été réalisé avec le programme BioEdit

[201] et la recherche des motifs microsatellites présents avec le programme Fuzznuc

disponible en ligne (http://mobyle.pasteur.fr). Nous avons utilis€ en référence la séquence

Salvador I (http://www.plasmodb.org).

Mesure de la diversité génétique

La diversité génétique a été mesurée par I’hétérozygotie (He) attendue de Nei a chaque locus.
He a été calculée a I’aide du logiciel Genetix version 4.05 [202] et FSTAT version 2.9.4
[203]. Les différences des valeurs d’hétérozygotie observées ont été comparées par un test de
Student, apreés vérification de I’hypothese d’égalité des variances ou par un test de Mann-
Whitney, avec le programme MedCalc version 9.1.0.1 (Broekstraat 52, 9030 Mariakerke,
Belgium).

Résultats préliminaires

Mutations sur les genes pvdhfr et pvdhps

L’amplification et le séquengage ont permis d’obtenir des résultats interprétables sur 168
isolats pour le gene dhfr et 139 pour dhps. Des isolats provenant d’Antsiranana (Diego
Suarez) (n=2), Fianarantsoa (n=1) ont été inclus. L’analyse a également été réalisée sur des
échantillons provenant de Guyane francgaise, fournis par I’'Institut Pasteur de Guyane. Ces
échantillons ont été collectés entre 2000 et 2005. Nous les avons amplifiés et séquencés sur
les 2 genes dhfr et dhps de fagon a déterminer leurs profils sauvage ou muté. Tous les
échantillons se sont avérés mutés sur dhfr, le génotype allant de simple muté en 117 a triple
muté en 58, 117 et 173. Pour dhps, les échantillons étaient simple ou double mutés. Une
mutation non décrite jusqu’alors a été identifiée au niveau du codon 116 de pvdhfr. Les

génotypes observés sur le geéne dhfr sont rappelés dans le tableau 6.
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Tableau 6. Génotypes identifiés sur le gene dhfr des isolats de P. vivax collectés a Madagascar

et en Guyane francaise

Génotype Nombre d’isolats Nombre d’isolats
(Madagascar) (Guyane)

Sauvage : 51 )
Simple muté :

218 2 ]

33L 10 ]

117N 4 .

130K 1 )
Double muté :

117N 130K ) ]

33L 130K 1 ]

S8R 117N 48 y
Triple muté :

S8R 117N 130K 43 ]

S8R 117N 129L 1 )

49R 58R 117N 5 ]

S8R 116G 117N . 3

S8R 117N 173L . 51

La fréquence des alleles du gene dhfr identifiés sur les isolats de Guyane n’est pas
significativement différente au cours du temps, entre 2000 et 2005 (Test de Fisher exact,
p=0,48). Les effectifs disponibles en 2004 et 2005 sont trop faibles pour observer un
changement, malgré une proportion de triples mutants 58R117N173L passant de 52,6% en
2000 a 74,1% en 2003 (Tableau 7).
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Tableau 7. Distribution des alleles identifiés sur le gene dhfr des isolats de P. vivax collectés
en Guyane francaise de 2000 a 2005.
2000 2001 2002 2003 2004 2005

117N 0 1 0 0 0 0
S8R117N 8 6 1 7 4 0
58R116GI117N 1 2 0 0 0 0
S8RI117N173L 10 12 0 20 6 3

Outre les mutations non synonymes au niveau des codons 58, 116, 117 et 173, nous avons
également identifié des mutations synonymes au niveau des codons 15 (gca : gcg) et 69 (tat :
tac). La mutation 58R était codée par le codon aga (81% des isolats mutés), agg (18%) ou cgt
(1%).

Analyse des isolats de Madagascar

Diversité sur les séquences microsatellites entourant le géne pvdhfr, lien avec les génotypes

résistants
Nous avons identifié plusieurs alleles sur les microsatellites entourant le gene dhfr. Le
nombre d’alleles, de répétitions du motif ainsi que 1’hétérozygotie sont présentés pour chaque

marqueur dans le tableau 8 pour les 168 isolats de Madagascar.

Tableau 8. Diversité observée sur les séquences microsatellites amplifiées des isolats de P.

vivax de Madagascar.

AAATC AAATT AAATG CATATATA TA TGAT

Nombre d’alleles 6 6 4 2 5 1
Nombre de répétitions

3a8 3a8 3a6 1a2 gall 3
du motif
He 0,59 0,66 0,61 0,05 0,59 0

Sur ces 168 isolats, nous avons pu déterminer un haplotype sur 141 isolats. Un total de 39
haplotypes a été identifié, selon la taille de chaque microsatellite. Ces haplotypes ont été
identifiés par numérotation selon la taille de chaque répétition des motifs AAATC, puis
AAATT, puis AAATG, CATATATA, TA, TGAT. Chaque haplotype a été retrouvé chez 1 a
54 isolats. La figure 1 montre la distribution des haplotypes, avec 2 majoritaires (13 et 22).

L’haplotype 13 était en fait constitué de combinaison suivantes: (AAATC)s (AAATT)s
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(AAATG); (CATATATA); (TA)io (TGAT); et Ihaplotype 22: (AAATC)s (AAATT)
(AAATG); (CATATATA); (TA)o (TGAT);.

50 1
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30 -
25 A
20 -
15
10 ~
5
0 |:||:||:||:||:||:||:| ool lolloelallosansn 0a DEIn[l nnnnn o
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Figure 1. Distribution des haplotypes formés a partir des marqueurs microsatellites entourant

le gene pvdhfr.

Nous nous sommes ensuite intéressés a la diversité des haplotypes présents au sein des
différentes populations parasitaires : sauvages, doubles mutées, triples mutées sur le géne
dhfr. La présence de mutations synonymes sur le géne dhfr a été prise en considération. Ces

mutations étaient présentes au niveau du codon 15 (gca : gcg).

Nous avons observé un rétrécissement de la diversité génétique des souches pour le génotype
triple muté 5S8R 117N 130K. Nous avons en effet observé un total de 26 haplotypes définis
par les marqueurs microsatellites chez les souches de type sauvage sur pvdhfr (n=44); les
souches doubles mutées 58R 117N (n=39) étaient constituées par 19 haplotypes et les souches
triple mutées (n=36) S8R 117N 130K par 7 haplotypes. Les valeurs d’hétérozygotie étaient de
0,40 pour les souches sauvages, 0,34 pour les doubles mutées et 0,14 pour les triples mutées.
La différence était significative entre les populations sauvages ou doubles mutées et la

population triple mutée (p<0,0001 et p=0,0005).
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Figure 2. Distribution et fréquence des haplotypes observés selon le génotype dhfr des isolats

de Madagascar.

Diversité sur les séquences microsatellites entourant le geéne pvdhps, lien avec les génotypes

résistants

Nous avons obtenus les profils des séquences microsatellites entourant le gene pvdhps sur 139
isolats. Cependant, les 3 séquences di-nucléotidiques amplifiées (TA a -1,9 kb, AT a -1,7 kb
et AC a -1,7 kb) n’ont montré aucun polymorphisme. Tous les isolats sur lesquels ces
séquences ont pu Etre obtenues (138/141) possédaient 5 répétitions de ces motifs.

Nous avons donc basé notre analyse sur le microsatellite polymorphe CAACGC/GCA et sur
les alleles déterminés par une séquence répétée en tandem présente au sein du gene pvdhps
(motif d’acides aminés GE(A/G)KLTN). 7 alleles ont été identifiés sur cette séquence et 10

sur la séquence microsatellite CAACGC/GCA. Cette séquence était en fait constituée d’un
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enchainement (CAACGCGA); (CAACGCCA), (CAACGCGA), le motif central étant répété
sur nos isolats de 2 a 17 fois.

L’hétérozygotie chez les populations parasitaires sauvages était similaire sur les 2 loci et
significativement plus importante que chez les souches mutées A383G (p<0,0001) (Tableau
9).

Tableau 9. Diversité observée sur les séquences microsatellites entourant le gene dhps sur les

isolats de P. vivax de Madagascar.

Génotype dhps
sauvage 383G
Hétérozygotie
-Séquence répétée en tandem 0,68 (n=108) 0,09 (n=22)
- CAACGC/GCA 0,61 (n=114) 0,09 (n=22)
Nombre moyen d’alleles par locus 8,5 2

En combinant les alleles observés sur les deux types de séquences, nous avons construit 22
haplotypes. On observe tres clairement la réduction de la diversité des haplotypes chez les
souches mutées ; un seul haplotype majoritaire est présent chez 19 souches (90% des souches)

(Figure 3).
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Figure 3. Distribution et fréquence des haplotypes observés selon le génotype dhps des isolats

de Madagascar.

Analyse des isolats de Guyane

Diversité sur les séquences microsatellites entourant le geéne pvdhfr, lien avec les génotypes

résistants
Devant la faible diversité génétique observée sur 3 des séquences microsatellites, nous avons

limité notre analyse aux 3 premiers marqueurs.

Tableau 10. Diversité observée sur les séquences microsatellites entourant le géne dhfr sur les

isolats de P. vivax de Guyane francaise.

AAATC AAATT AAATG
Nombre d’alleles 6 3 3
Nombre de répétitions du motif 329 4a7 3as
He 0,64 0,52 0,44
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Seuls 12 haplotypes ont été construits a partir de 79 isolats (97,5%) pour lesquels le
séquencage sur les 3 marqueurs était interprétable. Deux haplotypes majoritaires regroupaient

75 % des isolats (Figure 4).

60 -
50 - __
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A = = = = [ T | |_|
4 5 6 7 8
Figure 4. Distribution des haplotypes formés a partir des marqueurs microsatellites entourant

le gene pvdhfr sur les isolats collectés en Guyane.

Ne disposant pas d’isolats sauvages sur le gene dhfr, nous avons comparé les souches doubles
et triples mutées. Sur 49 isolats triples mutés pour lesquels un haplotype a pu étre déterminé,
48 (98%) portaient une substitution synonyme sur le codon 69 (tat : tac). La mutation en 58
sur ces mémes isolats était codée par le codon aga. Nous avons donc comparé a ces souches,
les isolats doubles mutés S8R117N porteurs de la méme substitution au niveau du codon 69 et
du triplet aga au niveau du codon 58 (Figure 5). Il s’agissait du génotype majoritaire pour les
souches doubles mutées (14 isolats, soit 58% des isolats pour lesquels nous avons pu
déterminer un haplotype).

Les souches doubles mutées présentent 5 haplotypes différents sur les séquences
microsatellites. En se limitant au génotype porteur de la substitution en 69, nous n’avons
observé que 3 haplotypes (Figure 5). Un haplotype comprend plus de 60% des séquences
triples mutées S8R117N173L, mais 7 autres haplotypes ont été identifiés dont 6 non retrouvés

sur les souches doubles mutées.
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Figure 5. Distribution et fréquence des haplotypes observés selon le génotype dhfr double ou

triple muté des isolats de Guyane.

Discussion

Ces résultats sont encore préliminaires et d’autres analyses vont étre réalisées. Cependant, les
études concernant les séquences microsatellites proches des genes de résistance de P. vivax
sont rares. Seules deux ont été publiées. Récemment, Hawkins et al. (2008) [189] ont avancé
des arguments en faveur d’une origine multiple des souches résistantes de P. vivax. Cette
observation a été portée apres séquencage des fragments de 700 pb environ en amont et en
aval du gene pvdhfr. La méme hypothese avait €té€ émise par Alam et al, 2007 [188].

A Madagascar, 71% des isolats sont mutés sur le géne pvdhfr et 16% sur dhps. Les génotypes
peuvent étre simples a triples mutés sur dhfr et une seule mutation est retrouvée sur dhps.
Nous avons mis en évidence une diversité importante des isolats sur 3 séquences de type
microsatellites situées a 2,6 kb du gene dhfr. De la méme facon, une séquence localisée a 1,4

kb du gene dhps a montré un polymorphisme important.

86



Sur nos isolats de Madagascar, nous avons pu mettre en évidence un rétrécissement de la
diversité génétique des souches chez celles portant un génotype triple muté sur le gene dhfr.
Néanmoins, il serait nécessaire de vérifier si cela n’est pas du a un artéfact de structuration
des populations selon leur origine géographique. En effet, le génotype triple muté
58R117N130K a essentiellement été retrouvé sur le site de Miandrivazo, a ’ouest de
Madagascar. Nous avons calculé la valeur de I'indice de fixation Fst entre les populations
parasitaires de différents sites d’étude et retrouvé une valeur significative entre les
populations de Maevatanana et Miandrivazo ainsi qu’entre celles de Miandrivazo et
Tsiroanomandidy. Néanmoins, ces valeurs peuvent étre le reflet de la sélection sur le site de
Miandrivazo d’un génotype triple muté dhfr. Ne disposant que de 3 souches sauvages sur le
gene dhfr sur ce site nous ne pouvons va vérifier I’homogénéité de ces souches avec celle du
reste de Madagascar. Concernant le géne dhps, 21 haplotypes différents ont été identifiés sur
les isolats sauvages contre 3 sur les isolats portant la mutation 383G.

Sur les isolats provenant de Guyane frangaise, 3 haplotypes ont été identifiés sur les souches
doubles mutées S8R/117N portant une mutation synonyme sur le codon 69. Sur les souches
triples mutées S8R/117N/173L, qui portent la méme mutation sur le codon 69, 7 haplotypes
différents ont été identifiés. Les données sur la prévalence des mutations en Guyane manquent
bien que la prévalence de P. vivax dans cette région soit élevée. Cette étude sera poursuivie

sur un plus grand nombre d’isolats.
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Partie 3 : Sensibilité de P. vivax a la CQ et prévalence des mutations impliquées

dans la résistance a cet antipaludique.

Alors que la résistance a la chloroquine est apparue rapidement chez P. falciparum, les
premiers cas d’échecs thérapeutiques apres traitement de cas de paludisme a P. vivax par la
chloroquine n’ont été décrits qu’en 1989. Malgré 1’utilisation de plus en plus répandue des
ACT, la chloroquine reste un médicament peu cher et son utilisation est encore largement
répandue. Devant les difficultés a maintenir P. vivax en culture en laboratoire et a réaliser des
tests de chimiosensibilité in vitro, les marqueurs moléculaires de la résistance aux
antipaludiques représentent le moyen le plus simple pour surveiller I’évolution et la
propagation des isolats résistants. Cependant, peu d’études ont apporté a la fois des données
moléculaires et cliniques et seule une association entre la mutation Y976F du géne pvmdrl et
la résistance a la chloroquine (in vitro) a pu étre démontrée récemment.

Alors que le taux d’échecs thérapeutiques observés a Madagascar apres traitement des
infections a P. falciparum est élevé [196], les données manquent concernant P. vivax. Le but
de notre étude était de conduire un test d’efficacité thérapeutique in vivo et de rechercher les
marqueurs moléculaires de résistance sur les genes pvmdrl et pvcrt-o (exons 1 a 6) afin

d’associer une valeur prédictive aux génotypes des souches.

Cette étude a été menée sur six sites sentinelles représentatifs de trois facies de
transmission du paludisme a Madagascar en 2006. Le test d’efficacité thérapeutique a été
conduit selon les recommandations émises par I’OMS en 2001 pendant une durée de 28 jours.

En parallele, un échantillon de sang a été recueilli sur papier buvard pour chaque
patient inclus. Apres extraction de I’ADN et vérification du diagnostic d’espece par PCR en
temps réel, les genes pvmdrl et pvcrt-o ont été amplifiés et séquencés. Concernant le gene
pvcrt-o, nous nous sommes limités aux 6 premiers exons, sur lesquels des mutations ont été

décrites dans la littérature.

105 patients ont été inclus dans le test d’efficacité thérapeutique et ont recu de la
chloroquine. Apres 28 jours de suivi, et un ajustement par PCR (génotypage des souches
parasitaires réalisé par analyse des genes pvesp, pvmsp3 et de 6 marqueurs microsatellites), le
taux d’échecs thérapeutiques était de 5.1%. Sur les sites sentinelles des hautes terres centrales

de Madagascar, ce taux atteignait les 14.8%. Aucune mutation non-synonyme n’a été
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retrouvée sur le gene pvert-o. Nous avons identifié 10 mutations non-synonymes sur pvmdrl
dont 5 nouvelles. Cinq mutations étaient particulicrement fréquentes car présentes chez 96.3%
a 100% des isolats. Parmi ces mutations, nous avons identifié la mutation Y976F. 7
génotypes ont été identifiés, tous comportant de 4 a 7 mutations sur le gene pvmdrl. Les
souches responsables d’échecs thérapeutiques appartenaient au génotype le plus fréquent,
513R/698S/908L/958M/976F/1076L. Nous n’avons ainsi pas mis en évidence d’association

entre la présence de mutations sur le geéne pvmdrl et le risque de subir un échec thérapeutique.
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ABSTRACT

No data was available concerning Plasmodium vivax resistance to chloroquine (CQ) in
Madagascar. We investigated the therapeutic efficacy of CQ in P. vivax malaria. the prevalence
of mutations in the pvert-o and pvmdr! genes before treatment and the association between
mutant parasites and the clinical response of the patients to CQ treatment. Clinical isolates were
collected at six sentinel sites from three epidemiological areas of malaria throughout Madagascar
in 2006. Patients were enrolled, treated and followed up according to the WHO 2001 guidelines
for P. vivax infections. Sequencing was used to analyse polymorphisms of the pvert-o (exons 1 to
6) and pymdri genes. The treatment failure rate, after adjustment for genotyping, was estimated
at 5.1% for the 105 patients included, ranging from 0% in the south to 14.8% in the foothills of
the Central Highlands. All samples were wild-type for pvert-e but mutant for the pvmdr! gene.
Ten non-synonymous mutations were found in the pvmdr! gene, including five new mutations,
four present at low frequency (1.3% to 7.5%) and the other. the S513R mutation, present at much
higher frequency (96.3%). The other five mutations, including Y976F had been described before
and had frequencies of 97.8% to 100%. Our findings suggest that chloroquine resistant P. vivax
isolates are present in Madagascar, particularly in the foothills of the Central Highlands. The
976Y pvmdr! mutation was not found to be vseful for monitoring the CQ resistance. Further

efforts are required to develop suitable tools for monitoring drug resistance in P. vivax malaria.
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INTRODUCTION

Plasmodium vivaxr remains the most geographically widespread human malaria parasite,
affecting almost 40% of the population worldwide (14. 26). Its global burden is estimated at 132
to 391 million clinical malaria infections (17, 33). Most cases of P. vivax infection (80-90%)
originate from South-east Asia, the Western Pacific and the Middle East, but a significant number
of cases also occur in Central/South America and Africa (East and South Africa, including
Madagascar). P. vivax malaria is generally considered benign and causes far fewer deaths than
Plasmodium falciparum. However, morbidity rates are high, particularly in children and pregnant
women (7). and the disease may have a large impact on socio-economic development (26, 33).

P. falciparum developed resistance to chloroguine (CQ) in various disease foci in the
1950s (47). but the first case of P. vivax resistance to CQQ was not reported until 1989, in Papua
New Guinea (37). Further sporadic cases were subsequently observed in the Western Pacific
{Indonesia. Philippines) (1. 2. 12, 28, 35, 42, 44), South-east Asia (Myanmar, India. Vietnam)
(11, 15, 22, 24, 29. 31, 40), South America (Colombia, Guyana) (32, 41) and the Middle East
{Turkey) (21). Despite these reports. it remains difficult to estimate the worldwide prevalence of
P. vivax resistance to CQQ. Genotyping by using molecular markers are required for in vive studies
of the clinical efficacy of antimalarial drugs, so that the recurrence of parasitaemia due to
reinfection can be distinguished from recrudescence. However, P. vivax genotyping in an
antimalarial drug is confounded by the occurrence of relapses due to hypnozoite stages (which
can be the same isolate at baseline or a different one) or recrudescence (8, 9. 19). In vitro assays,
which should provide drug susceptibility data free from the effects of confounding factors, such
as host immunity, are still difficult to conduct (45). The molecular mechanisms underlying CQ

resistance in P. vivar malaria remain unclear and may involve multigenic loci, but two genes
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orthologous to the pfindr! and pfert transporter-encoding genes (pvmdrl (5. 43) and pvert-o (39))
have been identified as possible genetic markers of CQ resistance.

Malaria is endemic over three quarters of Madagascar, with almost one million clinical
cases reported per year, making this disease a major public health problem (20, 46). Four of the
five malaria parasites known to infect human beings are present. Plasmodium vivax, the second
most prevalent species after P. falciparum (6.3 % of all malaria cases) has a heterogeneous
geographical distribution, ranging from 0% in the east coast area to 17.5 % to the west of the
foothills of the Central Highlands (4). CQ therapeutic efficacy has been assessed in Madagascar
for P. falciparum (25) and P. malariae (3). but not for P. vivax malaria. CQ was replaced by
artemisinin-based combination therapy (AQ+AS. artesunate plus  amodiaquine) as the
recommended first-line treatment for uncomplicated malaria in 2005, but CQ) is nonetheless still
widely used. It is still recommended by the National Malaria Contral Program (NMCP) for the
home management of presumed malaria in children (HMM) (36).

The aims of this study were (1) to assess the therapeutic efficacy of CQ in P. vivax
malaria. (2) to explore the prevalence of mutations in the pvcrt-o and pvmdrl genes in samples
taken before treatment and the association between the presence of a mutant parasite and the
clinical response of the patient to CQ treatment.

MATERIALS AND METHODS
Collection of P. vivax clinical isolates. P. vivax clinical isolates were collected in 2006 from
individuals seeking malaria treatment at six sentinel sites located in the three epidemiological
strata for malaria throughout Madagascar: Ejeda and lhosy in the South (epidemic-prone).
Tsiroanomandidy and Moramanga/Saharevo in the foothills of the Central Highlands (low-level

endemic area). and Maevatanana and Miandrivazo in the West (seasonal and endemic area).
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All patients with fever or a history of fever in the 48 hours before their arrival at the health centre
were screened with a rapid diagnostic test (RDT). based on the detection of Plasmodium-specific
lactate dehydrogenase (pLDH) (OptiMAL-IT™, DiaMed AG", Cressier sur Morat, Switzerland).
Giemsa-stained thin and thick blood films were prepared for each RDT-positive patient.
Plasmodium was identified to species level and parasite density was assessed by a skilled
microscopist. Blood from a finger prick was collected on filter paper once informed consent had
been obtained from each adult subject and from at least one of the parents of minors.

Clinical efficacy of chloroquine in vivax malaria,

Patient enrolment, treatment and follow-up procedures. The clinical trial was carried out in
2006, at previously identified sentinel sites for assessing the therapeutic efficacy of chloroquine
in vivax malaria. Patients with microscopically confirmed P. vivax infection were enrolled
according to the inclusion criteria of the 2001 WHO guidelines (48). All included patients were
weighed, and their medical histories (including previous antimalarial medication) recorded.
Clinical examination, including axillary temperature recording and Giemsa-staining of serial
thick and thin blood films, was carried out on days 0, 1, 2, 3, 7. 14, 21 and 28. Thick and thin
films were read by a skilled microscopist. Patients were treated with the standard CQ regimen (25
mg/kg per day for three days) and followed for 28 days. Patients were directly observed for 30
minutes after treatment. and the dose was readministered if vomiting occurred. Patients whao
repeatedly vomited their first dose of study medication were excluded from the study. Blood was
blotted onto filter paper during follow-up and stored at 4°C for DNA analysis. Haemoglobin
concentration was determined on days 0 and 28 (HemoCue©, Anglholm, Sweden).

Outeome measures. Treatment outcomes were assessed according to WHO 2001 guidelines (48)
as "treatment failure” (TF: clinical deterioration due to P. vivax illness requiring hospitalisation,

with parasitaemia and axillary temperature = 37.5°C any time between days 3 and 28, or

wn
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parasitacmia on any day between days 7 and 28, regardless of clinical condition). or "adequate
clinical and parasitological response” (ACPR: absence of parasitacmia on day 28 without the
criteria for TF previously being met).

Patients with treatment failure were treated with artesunate (4 mg/kg on days 0, 1, and 2) plus
amodiaquine (10 mg/kg on days 0, 1, and 2). but their response to rescue therapy was not
assessed.

Patients were excluded after enrolment if any of the following occurred: (i) use of antimalarial
drugs outside of the study protocol; (ii) detection during follow-up of mixed malarial infections,
except at day 28 (iii) parasitaemia in the presence of a concomitant febrile illness potentially
interfering with the classification of treatment outcome: (iv) withdrawal of consent: (v) loss to
follow-up. (vi) protocol violation, or (vii) death due to a non-malaria illness.

Laboratory procedures. Blood smears were stained by incubation with 10 % Giemsa stain for 10
min. Asexual- and sexuval-stage parasite counts were determined per 200 white blood cells.
Parasitacmia was calculated based on a white blood cell count of 8.000Vul. Thick-film
examinations were considered negative if no parasite was found in 100 high-power fields.

DNA was extracted from blood spots on filter paper with Instagene® Matrix resin (BioRad®©,
Marnes la Coquette, France), according to the manufacturer’s instructions. The identification of
the parasite species was confirmed by real-time polymerase chain reaction (PCR), using species-
specific primers. as described by de Monbrison (10), with a protocol adapted for the RotorGene®
3000 thermocycler (Corbett Life Science®, Sydney, Australia).

Molecular genotyping techniques were used to distinguish recrudescence from new infection or
relapse of liver stages, for all patients with treatment failure occuring after day 7. Briefly, blood
samples collected on the day of enrolment, on day 1 and on the day of treatment failure were

analysed for polymorphisms in the genes encoding circumsporozoite protein (pvesp) (18) and
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merozoite surface protein-3 (pvmsp3) (6) and in six different microsatellite markers, as
previously described (4). The PCR products of the genes encoding surface proteins were
sequenced. whereas microsatellite PCR products were genotyped on the basis of size. using a
standard-size Genescan 500 LIZ on an ABI Prism 3730XL. Genotype patterns on the day of
treatment failure were compared with those at treatment initiation and on day 1. An outcome was
defined as recrudescence if all alleles present at the time of failure were present at the time of
treatment initiation or on day 1. and defined as a reinfection or relapse otherwise.

Sequencing of pvert-o and pyvirdri. The pvert-o (exons 1 to 6) and pvimdr! genes were amplified
by nested PCR. using gene-specific primers (Table 1). For the outer pvert-o PCR., amplification
took place in the following reaction mixture: 2 pl of 10 x buffer. 2.5 mM MgCl (0.4 mM of each
dNTP, 0.25 uM of each primer. 1 U of FirePol Tag polymerase (Solis Biodyne) and 2 pl of
genomic DNA. PCR was performed under the following conditions: heating at 94°C for 5
minutes. followed by 40 cycles of heating at 94°C for 30 seconds. 56°C for 30 seconds. 72°C for
2 minutes, and a final extension period at 72°C for 10 minutes. For the inner pvert-o PCR, the
following reaction mixture was used: 5.5 pl of 10 x buffer, 2.5 mM MgCl, 0.4 mM of each
dNTP, 0.27 uM of each primer and 2.5 U of FirePol Tag polymerase (Solis Biodyne) and 3 pl of
amplicon. PCR was performed under the following conditions: 94°C for 5 minutes, followed by
45 cycles of 94°C for 30 seconds. 60°C for 30 seconds, 72°C for 2 minutes, and a final extension
period at 72°C for 10 minutes.

For the first and second rounds of PCR for pvmdri. PCR conditions were similar to those for the
outer and the inner pvert-o PCR. except that FirePol Tag polymerase (Solis Biodyne) was
replaced by TaKaRa LA Tag polymerase (TaKaRa Bio Inc) at the same concentration. The first
round of PCR was performed under the following conditions: 94°C for 5 minutes. followed by 30

cycles of 94°C for 30 seconds, 56°C for 30 seconds, 72°C for 4.5 minutes. and a final extension
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period at 72°C for 10 minutes. The conditions for the second round were as follows: 94°C for 5

L

minutes, followed by 35 cycles of 94°C for 30 seconds, 57°C for 30 seconds, 72°C for 4 minutes,
and a final extension period at 72°C for 10 minutes.

PCR products were purified by 96-well plate filtration (Millipore®, St. Quentin en Yvelines.
France). using polyacrylamide P-100 Gel (Bio-Gel P-100. BioRad®, Marnes-la-Coquette,
France). Sequencing reactions were carried out with the ABI PRISM BigDvye Terminator cycle
sequencing ready reaction kit run on a 3730 x| Genetic Analyser (Applied Biosystems,
Courtaboeuf, France). Electrophoregrams were visualised and analysed with Segscape v2.0
software (Applied Biosystems, Courtaboeuf, France). Amino-acid sequences were compared with
wild-type sequences (GenBank accession no. AF314649 for pvert-o and Genbank accession no.
AYST1984.1 for pvmdrl). using BioEdit Sequence Alignment Editor software (16). Parasites
with mixed alleles (both wild-type and mutant alleles present) were considered mutant.
Statistical analysis. Data were entered and verified using Epilnfo 6.04© software (Centers for
Disease Control and Prevention, Atlanta, Georgia, United States). and analysed with MedCalc©
software version 9.1.0.1 (MedCalc Software, Broekstraat 52, 9030 Mariakerke, Belgium). The
frequency of treatment failure at the sentinel sites was unknown. We therefore included all
patients with microscopically confirmed vivax malaria during the duration of the in vive study,
between February and June 2006 (25). Efficacy data were assessed with a per-protocol analysis
including all patients who completed the study. An age-stratified analysis for patients ‘< 3 years’,
5 - 14 years” and "= 15 years’ of age was planned. Categorical variables were compared using

or Fisher's exact tests, and continuous variables were compared using an independent samples ¢-

test or Mann-Whitney test.
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The primary end point was the therapeutic response to CQ, based on parasitological and clinical
cure by day 28. and adjusted by genotyping. The secondary end points included fever clearance,
parasite clearance, change in haemoglobin levels between day 0 and the last day of follow-up.
Hypotheses were tested by determining the difference in risk, exact 95% confidence intervals and
P values. A P value (two-tailed) of less than 0.05 was considered statistically significant.
Ethical approval. The study protocol was reviewed and approved by the Ethics Committee of
the Ministry of Health of Madagascar (N"007/SANPF/2007). Informed written consent was
provided by all patients or their parents/guardians before inclusion in the study.
Sequence deposition. The exact sequence of each mutant allele has been submitted to GenBank
{accession numbers EUG83813 to EUGE3819).

RESULTS
Clinical and parasitological response to C(QQ. Among the 5484 patients screened for malaria in
health facilities, 139 (2.5%) tested positive for P. vivax. In total, 105 (75.5%) of these patients
met all the inclusion criteria and were enrolled. The baseline characteristics of the included
patients are presented by site and by age group in Table 2. No significant differences were
observed between sites. except for the proportion of children under five years of age, which was
similar in the South (16.6%) and the West (18.6%). but higher in the Central Highlands (62.1%)
(P = 0.0006). Similarly. no significant differences were observed between age groups, except for
mean haemoglobin level at day 0, which was similar in the 5 - 14 years” and "> 15 years’ age
groups (10.7 g/dl) but significantly lower in "< 5 years” age group (9.1 g/dl) (P = 0.03).
Clinical and parasitological monitoring was complete up to day 28 for 98 (93.3%) of the 105
enrolled patients. Five patients were lost to follow-up and two were excluded because of the

emergence of P. falciparum infection at day 21.
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Results for treatment response to CQ are presented by age group and study site in Table 3.
Eighty-cight patients (89.8%) successfully cleared P. vivax parasitacmia after CQ) treatment,
whereas 10 patients (10.2%. 95% CIL: 5.09%-18.0%) experienced reoccurrence: 1 (10%) on day 7.
3 (30%) on day 21 (two with P. falciparum /P. vivax mixed infections) and 6 (60%) on day 28
{one with fever). After PCR correction. five cases of reoccurrence were confirmed as treatment
failure, giving a failure rate of 5.1% (95% CI: 1.7% - 11.5%). The frequency of treatment failure
was significantly higher in the Central Highlands (14.8%, 95% CI: 4.2% - 33.7%) than in the
South (0%, 95% CI: 0% - 45.9%) and West (1.5%. 95% CI: 0% - 8.3%) (P = 0.02), regardless of
the age group considered.

Figure 1 shows cumulative incidence of treatment failure over the 28-day follow-up period,
adjusted by genotyping.

For patients successfully treated, fever abated after 1.1 + 0.5 days and parasite clearance took 2.1
+ 1.3 days. On day 28 haematological recovery was estimated by calculating the median of
individual increases in haemoglobin concentration, 1.6 gfdl (95% CI: 1.3 — 1.9). No severe
adverse effects attributable to the study medication were observed during the follow-up period.
Analysis of the prert-o gene. The pvert-o gene was successfully sequenced in 95 of the 105 P.
vivax isolates collected (90.5%). All isolates were wild-type, including those from patients
displaying recrudescence. Only synonymous mutations or insertions {in introns) were found.
Analysis of the pvindrl gene. The pvmdr! gene was successfully sequence in 80 of the 105
isolates collected (76.2%). at least four non-synonymous mutations being detected in each case.
Ten non-synonymous mutations were identified: five mutations described in previous studies
{GOYSS, MY0SL. T958M. Y976F and F1076L) and five new mutations (F194Y, S510T, S513R.
1636T and AB29V) (Table 4). Six mutations were highly frequent and were found in almost all

isolates tested (from 96.3% to 100%): the five previously identified mutations and the S513R
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mutation. The new mutations (other than S513R) were found only in isolates from the West and
had a low prevalence (from 1.3% to 7.5%). Seven different haplotypes were identified. with four
to seven amino-acid substitutions (Table 5). The most common haplotype was the
S13R/G9ES/I08LOS8M/OTOE/ 10761 sextuple mutant-type (85.0%). This haplotype was the only
haplotype found at the South and Central Highlands sites. All seven haplotypes were found at
sites in western Madagascar.
Characteristics of patients and parasites and clinical response to C(). No significant
differences were found between patients with and without recrudescence in terms of the
characteristics of the patients or of their isolates before treatment (Table 6). Isolates obtained
before treatment from patients who subsequently displayed recrudescence were wild type for the
pvert-o gene and carried the most common haplotype (513R, 6988, 9081, 958M, 976F, 1076L)
for the pvmdrl gene (Table 3).
DISCUSSION

CQ continues to be widely used in Madagascar, despite being officially replaced by ACT
in the first-line treatment of uncomplicated falciparum malaria in 2005. CQ was recommended
for more than 50 years for both treatment and prophylaxis and has been vsed both in health
facilities and in the community. Pre-packaged CQ is still recommended by the Ministry of Health
and Family Planning for the home management of presumed malaria in children under the age of
five years. Recent studies have investigated the susceptibility of P. falciparum (25) and P.
malariae (3) to chloroquine in Madagascar. P. malariae remains sensitive to CQ, but high levels
of chloroquine resistance (from 19% to 64%) have been reported for P. falciparum isolates.

This study was the first to investigate the susceptibility of P. vivax to chloroquine in
Madagascar. We assessed the efficacy of CQ at national level, by carrying out our clinical trial at

six sentinel sites. selected as representative of the various epidemiological strata for malaria.
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Treatment outcome was assessed after adjustment based on molecular genotyping techniques to
distinguish between recurrences of parasitaemia due to new infection and those due to
recrudescence or relapse. Since primaquine is not available in Madagascar, this drug was not used
to treat hypnozoite stages in this study. The occurrence of relapse can be due to the same isolate
as observed at baseline or a different one. It can lead to misclassification of the reoccurrent
parasiteamia. as recrudescence (falsely if antimalarial drug level is under minimum inhibitory
concentrations) in the first case or a new infection, in the second case. The interpretation of
genotyping in this context is uncertain and it is recommended to measure blood antimalarial drug
concentration (27). The absence of measurements of blood CQ concentration in patients
displaying recrudescence is the main limitation of this study. Overall, our data suggest that CQ
resistant P. vivax isolates are present in Madagascar, particularly in the foothills of the Central
Highlands. We have previously found a high frequency of sulfadoxine-pyrimethamine (SP)
treatment failure in patients with vivax malaria in the same area (4).

In vive studies remain the gold standard method for assessing antimalarial drug efficacy.
However. due to the difficulties involved in determining treatment failure rates, particularly for P.
vivax malaria, molecular markers seem to be useful for monitoring the drug resistance of malaria
parasites. The K76T mutation in the P. falciparum crt gene is known to be involved in
chloroquine resistance. but very few data are available concerning the possible relationship
between the P. vivax crt-o and mdr! genes and CQ resistance. Only a few studies have been
carried out and associations between treatment failure and non-synonymous mutations in isolates
obtained before treatment are not yet clearly established (5. 30, 38). However, the Y976F
substitution in the pvmdr! gene is thought to be involved in chloroquine resistance in P. vivax
{23, 43). Suwanarusk ef al. found that the geometric mean 1Csq of chloroquine was significantly

higher in P. vivax isolates carrying the Y976F mutation than in isolates with the wild-type allele.
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We used a sequencing approach to screen for the presence of mutations in the target
genes, to confirm the involvement of these two genetic markers in CQ resistance in P. vivax. The
sequences analyses in the pvert-o were those of exons 1 to 6, in which mutations have already
been described (30). All the Malagasy P. vivax isolates sequenced were wild-type, with only
single nucleotide polymorphisms (SNPs) or insertions in intron sequences (43). However, isolates
were more polymaorphic for the pvmdr! gene, with eleven synonymous mutations and ten non-
synonymous mutations, five of had not previously been identified. Six of these mutations,
including Y976F. were highly frequent (from 96.3% to 100%). These findings may reflect the
CQ resistance situation in P, falciparum, in which the Y86F pfindr] mutation is highly prevalent
even in the absence of the K76T pfert mutation (34). Comparison with the Sall reference strain
showed all samples to be of the mutant type. with haplotype patterns comprising between four
and seven mutations. We also found that the 5S10R and 513T amino-acid substitutions were
exclusive, suggesting that two different stepwise mutant selection processes had occurred. For the
S10R amino-acid substitution, the S10T/Q08L/958M/ 10761 haplotype must have been selected
first and the 510T/69RS/O081/958M/OT6H 10761 haplotype second, whereas for the 513T amino-
acid substitution, the S13R/908L/ASEM/OT6F1076L haplotype must have been selected first,
followed by the S513R/6985/908BL/958M/YT6R 10761 haplotype and. finally. the
S13R/6Y8S/829V/908L/958M/9TOF/1076L or S13R/636T/698S/908L/O58M/9T6F 1076L
haplotype.

Unlike another recent study (43). we found no significant correlation between the pymdr!
Y976F mutation and CQ) treatment outcome, essentially because this mutation was already fixed
in the Malagasy P. vivax population. There are two possible reasons for this. Firstly, the Y976F
mutation may have been selected by CQ drug pressure over the last 50 years in Madagascar. This

possibility implies a role of this mutation in CQ resistance. Secondly, the Malagasy P. vivax
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population may have been introduced into Madagascar at the beginning of the Christian era from
Indonesia (13). where the prevalence of the Y976F mutation is high (43). In this second
possibility. this mutation is unlikely to play any role in CQ resistance.

The monitoring of the resistance of malaria parasites to chloroquine through maolecular
markers remains complex. The usefulness of marker sets may vary between areas and needs to be
evaluated for a given area before its use. These findings call into question the validity of in vitro
tests. Major efforts have been made to develop a continuous system for the maintenance of P.
vivax isolates in culture (45). but this remains difficult. Furthermore, the determination of
antimalarial drug activity based on in vitre tests and the schizont maturation method is more
complicated for P. vivax than for P. falciparum. due to the asynchrony of P. vivax blood
parasites. Furthermore. the parasite response to antimalarial dugs may depend on parasite
development stage (43).

Our study provides new data concerning the susceptibility of P. vivax to chloroquine in
Madagascar and suggests that chloroquine resistant isolates have been selected in Madagascar,
particularly in the foothills of the Central Highlands. However, levels of resistance to CQ) remain
much lower in P. vivax than in P. falciparum (5.1% versus 44%) (25). The 976Y pvmdri
mutation was not found to be a useful tool for monitoring the CQ resistance in Madagascar, and
further efforts are required to develop surveillance tools for the temporal and geographical
mapping of emerging drug resistance in P. vivax malaria.
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Figure 1: Cumulative incidence of treatment failure over the 28-day follow-up period,

Madagascar, 2006
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Table 1: Primers sequences used to amplify the pvert-o (exons 1 to 6) and pvindrl genes

Primer name

Sequence (5'-3")

Target sene

PYVCGI10 1-6 PF
PVCGI10 1-6 PR
PYVCG10 1-6 NF
PVCGI10 1-6 NR

PVMDR1 PF
PVMDRI1 PR
PYMDR1 NF
PYMDR1 NR

L L ]

- GCTACCCCTAACGCACAATG -3
- GATTTGGGAAAGCACAACGT -3
- GATGAACGTTACCGGGAGTTGG -3°
- ATCGGAAGCATCAGGCAGGA -3

- ATGAAAAAGGATCAAAGGCAAC -3
- CTACTTAGCCAGCTTGACGTAC -3
- TTGAACAAGAAGGGGACGTT -3°

- CTTATATACGCCGTCCTGCAC -3

pvcrt-o

pvindri
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Table 2: Baseline characteristics of the enrolled patients by site and age group, Madagascar, 2006

Site
Parameter Total Central

South West Highlands P-value*
Total patients 105 6 70 29 -
No. of female patients (%) 53(51.0) 3(50.0) 33¢47.1) 17 (60.7) 0.39
Children < 5 years (%) 32 (31.00 [ (16.6) 13 (18.6) [8(62.1) 0.0006
Mean age (years) [range] 11.2 (0.8-54) [0.3 [3-19] 12.9 [0.8-54] 7.36 [1-47] 0.08
Median axillary temperature (°C) [range] 37.9[36.2-41.1] 39.0 [37.5-40.0] 3T.T36.2-41.1] 38.0 [37.5-40.1] 0.11
Geomelric mean parasite density (/ul) [range] 3122 [200-52000] 3190 [750-52000] 3256 [200-33000] 2810 [250-37750] 0.87
Previous antimalarial treatment (%) 9(8.9) 0 5(7.1) 4 (13.8) 0.37
Mean haemoglobin (g/dl) [range] 10,2 [4.4-16.3] [1.5 [9.2-14.7] 10,6 [5.2-15.3] 9.0 [4.4-16.3] 0.01

Age group

by e ary

Parameter < 5 years 5- 14 years > 15 vears P-value*
Total patients 32 48 25

No. of female patients (%) 17 (53.1) 23 (47.9) 13 (53.0) (.85
Median axillary temperature (*C) [range] 38.0 [37.5-40.0] 377 [36.53-40.1] 3R.0[36.2-41.1] 0.37
Geometric mean parasite density (/ulj [range] 3821 [360-32000] 3205 [250-31000] 2294 [200-33000] 0.32
Previous antimalarial treatment (%) 216.7) 4(8.7) 3(12.0) (.78
Mean haemoglobin (g/dl) [range] 9.1 [4.4-16.3] 10,7 [5.2-15.3] 10,7 [5.5-16.0] 0.03

South sites: Ejeda and Thosy; West sites: Maevatanana and Miandrivazo; Central Highlands sites: Tsiroanomandidy and Moramanga/Saharevo

* Poyalwe from Fisher’s exact test
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Table 3: Treatment response to chloroquine by site and age group, Madagascar, 2006

- Site
Treatment response Total South West Central Highlands Povalue®
n o (95% CI) n To (95% CI) n To (95% CI) n To (95% CI) -valuer
Day 28 Unadjusted by genotyping
TF 10 10.2(5.0-18.00 O 0(0-459) 4 6.2(1.7-15.0) &) 22.2(8.6-42.3) 0.04
ACPR B8 BUR(R2.0-950) 6 100 O1 93.8(85.0-98.3) 21 T7.8(57.7-91.4)
Day 28 Adjusted by genotyping
TF 3 S51(1.7-11L.5y 0O 0(0-45.9) [ 1.5(0-8.3) 4 14.8 (4.2-33.7) .
ACPR 03  049(88.5-98.3) 6 100 (§K! OB.5(91.7- 100y 23 85.2 (66.3-95.8)

Age groups

Treatment response < 5 years

5 - 14 years

=15 years

P-value#

n G0 (95% CI) n T (95% Cl) n e (95% CI)
Day 28 Unadjusted by genotyping
TF 6 200 (7.7 -38.6) 3 6.5 (1.4-17.9) l 4.5(0.1-22.8) 0.10
ACPR 24 OO (61.4-92.3) 43 O3.5(R2.1 -98.6) 21 95.5(77.2-9949)
Day 28 Adjusted by genotyping
TF 3 0.0 (2.1 -26.5) 1 2.2{0.1-11.5) l 4.5(0.1-22.8) )
ACPR 27 90.0(73.5-97.9) 45  97.8(88.5-999) 21 095.5(77.2-99.9) L

South sites: Ejeda and Thosy; West sites: Maevatanana and Miandrivazo; Central Highlands sites: Tsiroanomandidy and Moramanga/Sahareve

* Povalue from Fisher’s exact test

TF: Treatment failure; ACPR: adeguate clinical and parasitological response

Table 4: Frequency distribution of mutation in pyvmdrl gene by sampling site, Madagascar, 2006
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No (%) of mutant-type alleles by sampling site

Mutation in _ Central Total
pvmdrl gene South Wesl Hiohlands No (%)
(n=75) (n=253) =
(n=122)
FI1o4Y 0 (0 6 (11) g (o) 6 (7.5)
S510T g (0) 3 (6) g (0) 3 (3.8)
S3513R S{100) 30 (94) 22(100) 77 (96.3)
1636T 0 (0 I (2) g (o) I (1.3)
6988 S{104n) 51 (96) 22 (100 78 (97.8)
A829V 0 (0) I (2) g (o) I (1.3)
MY0SL S5 (104 53 (101 22 (100 S0 {100)
TI58M S{104n) 53 (10dh 22 (100 80 {100y
Y976F S5{10{y 52 (98) 22 {100y 79 (98.8)
F1076L 5 (104 53 (101 22 (100 S0 {100

South sites: Ejeda and Thosy; West sites: Maevatanana and Miandrivazo; Central Highlands sites: Tsiroanomandidy and Moramanga/Sahareve

Known mutations are shown in bold typeface, and new mutations, in italics.
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Table 5: Frequency distribution of pyvmdrl haplotypes by sampling site and treatment ouctcome

No (%) by sampling site

No { %) by

treatment outcome

pvindrl haplotype Suut_]] Wl:.i_st H(i_ L:lllllt‘:-:[lh Tntu] ACPR TP
in=5 (n=353 (n=22) No (%) in=80) in=4)
No mutation Wild-type 0 0 0 0 ] 0
Quadruple mutant 510T, 9081, 958M, 1076L 0 | 0 [ (1.3) [ 0
Quintuple mutant 513R, 9081, 958M, 976F, 1076L 0 1 0 [ (1.3} [ 0
Sextuple mutant 513R, 0988, 2081, 958M, 976F, 10761 3 41 22 68 (85.0) 6 4
510T, 6988, 9081, 958M, 976F, 10761 0 2 0 2(2.5) 2 0
S13R, 6988, 829V, 9081, 958M, 976F, 10761 0 I 0 [(1.3) l 0
Septuple mutant  513R, 636T, 6985, 9081, 958M, 976F, 10761 0 I 0 [(1.3) l 0
194Y, 513R, 6988, 2081, 958M, 976F, 10761 0 6 0 6(7.5) 6 0
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Table 6: Demographic, clinical and parasitological characteristics of baseline isolates from Patients with and without recrudescence

With recrudescence

Without recrudescence

n=5) (n— 98) P-value
Patient characteristics
Female (%) [953% CI] 600 [14.7 -94.7] 48.4 [37.9 - 59.0] 0.86°
Mean age (years) [range] 8.4 [1.3-27.0] 10.7 [0.8 - 54.0] 0.33°%
Mean temperature (“C) [range] 37.9 [37.5-384] 38.1 [36.2-41.1] 0.68 §
Previous fever (%) [95% ClI| 100.0 92.4 [84.9 - 96.9] 0.73°
Previous malaria treatment (%) [95% C1] 20.0 T.R[3.2-154] 036"
Mean haemoglobin concentration (g/dl) [range] 0.8 [5.5-16.3] 10.3 (4.4-16.0] 0.84 %
Baseline isolates
Parasite density, geometric mean (/ul) [range] 4285 [2000 - 8000] 3098 [200 - 52000 0.55°%
Mutant allele 194Y in pvmdrl gene (%) [95% Cl| 010-60.2] 7.0[2.3 - 15.7] 0.75
Mutant allele 510T in pvmdrl gene (%) [95% CI] 010 - 60.2] 4.210.9-11.9] 0.84 ¥
Mutant allele 513R in pvmdri gene (%) [95% C1] 100.0 95.8 [88.1 - 99.1] 0.84 ¥
Mutant allele 636T in pvmdri gene (%) [95% CI| 010- 60.2] 1.4 [0 - 7.6] 0.94 ¥
Mutant allele 698S in pvmdrl gene (%) [95% CI] 100.0 97.2 [90.2 - 99.7] 0.89 ¥
Mutant allele 908L in pvmdrl gene (%) [95% CI] 100.0 100.0 1Y
Mutant allele 958M in pvmdrl gene (%) [95% Cl] 100.0 100.0 1Y
Mutant allele 976F in pymdrl gene (%) [95% Cl] 100.0 98.6 [92.4 - 100.0] 0.04 "
Mutant allele 10761 in pvmdrl gene (%) [95% CI] 100.0 100.0 1Y

* Povalue from 2 fest; § P-value from Mann-Whitney test; ¥ P-value from Fisher's exact test
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Partie 4 : Diversité génétique et structure des populations parasitaires

de P. vivax a Madagascar.

Comprendre la structure génétique des populations parasitaires de Plasmodium est un
parametre important pour adapter au mieux les stratégies de lutte. P. vivax differe de P.
falciparum par au moins deux points importants : la formation des hypnozoites responsables
d’acces de reviviscence et une capacité de transmission supérieure dans des conditions
climatiques moins favorables. Ainsi ce parasite peut rester latent chez un patient infecté
pendant plusieurs mois voire années et son cycle peut se produire a des températures plus
basses. Ces deux facteurs peuvent favoriser un brassage des populations parasitaires et des
échanges génétiques entre elles.

Les geénes codant pour des protéines de surface apportent peu d’information quant a la
structure des populations parasitaires car ils sont soumis a une forte pression de sélection. Les
marqueurs de choix pour de telles approches semblent étre les séquences microsatellites. Le
génome de P. vivax est moins riche en AT que celui de P. falciparum (60% contre 80%
environ) et présente donc moins de répétitions di-nucléotidiques de type (AT) et (CA).
Cependant, différentes études se sont intéressées a ces marqueurs chez P. vivax révélant peu
ou beaucoup de polymorphismes selon notamment la nature des séquences choisies et surtout
leur longueur [179, 181]. Les séquences répétées de facon importante constituent la plus
grande source de polymorphisme.

Dans le cadre de notre étude sur la sensibilité de P. vivax aux antipaludiques a
Madagascar, nous avons collecté des isolats sur 7 sites de ce pays. Nous avons observé que la
prévalence de cette espece parasitaire €tait hétérogene avec une prédominance sur les hautes
terres centrales et a 1’ouest de Madagascar. Nous avons séquencé le gene dhfr de ces isolats et
trouvé une spécificité géographique des génotypes triples mutés 49RS5S8RI117N et
S5S8RI117N130K (identifiés respectivement a Maevatanana et a Miandrivazo, a 1’ouest de
Madagascar). D’autre part, dans un pays et des zones géographiques ou 1’endémicité du
paludisme est modérée, nous avons été surpris de retrouver 70% des isolats mutés sur le gene
dhfr malgré une utilisation de la SP limitée en traitement de 2™ intention des cas de
paludisme simple a Madagascar de 1998 a 2005.

Les objectifs de cette étude étaient donc d’étudier a travers le polymorphisme de

séquences microsatellites la diversité génétique des souches de P. vivax, d’estimer le nombre

d’infections polyclonales a cette espeéce dans un pays a transmission modérée voir a faible
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niveau de transmission, et enfin, d’appréhender la structure des populations parasitaires a

travers les sites les plus représentatifs du paludisme a P. vivax a Madagascar.

Matériel et méthodes

Recueil des isolats

Les isolats ont été collectés sur 7 sites sentinelles de Madagascar impliqués dans la
surveillance de la résistance aux antipaludiques en 2006 et 2007 : Maevatanana et
Miandrivazo a 1’ouest de Madagascar, Moramanga/Saharevo et Tsiroanomandidy sur les
Hauts Plateaux, lhosy et Ejeda dans le sud et enfin, Farafangana a 1‘est. Nous avons
également obtenu des isolats d’Antsiranana (Diego Suarez, n=2) et de Fianarantsoa (n=1).
Pour tout patient se présentant au dispensaire avec de la fievre ou ayant présenté de la fievre
dans les 48 heures précédentes, une recherche de paludisme a été faite ; les patients ont été
screenés par un test rapide (Optimal IT) et une recherche de parasites ainsi que I’identification
d’espece a été faite par lecture d’un frottis mince et d’'une goutte épaisse. Du sang a été
recueilli sur papier buvard pour extraction d’ADN par Instagen matrix (Biorad) et analyse de
biologie moléculaire. Le diagnostic d’espece a été confirmé ultérieurement par PCR en temps

réel.

Sélection des séquences microsatellites

8 séquences microsatellites ont été sélectionnées a partir des données de la littérature [179,
181]. 6 d’entre elles étaient localisées sur des chromosomes différents et pour 2 d’entre elles,
nous n’avons pas pu déterminer leur localisation chromosomique a partir du génome de P.

vivax disponible. Les 8 séquences étaient constituées de s€quences répétées di-nucléotidiques.

Tableau 1. Séquences microsatellites sélectionnées.

Microsatellite Motif Nombre de répétitions Localisation
2.21 AC 17 chromosome 2
8.332 AT 17 chromosome 8
6.34 AC 16 chromosome 6
10.29 AT 16 chromosome 10
3.35 AT 18 chromosome 3
14.185 AT 13 chromosome 14
L34 CA 7 ?
L40 AC 6 ?
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Amplification et séquencage des séquences microsatellites
Les fragments d’ADN ont été amplifiés par PCR simples ou nichées en utilisant 14 couples
d’amorces. Ces amorces ont été dessinées a 1’aide du programme Primer 3 disponible en ligne

(http://biotools.umassmed.edu/bioapps/primer3_www.cgi). Les séquences de ces amorces

sont indiquées dans le tableau 2. La composition des mélanges réactionnels pour les 2 PCR
est présentée dans les tableaux 3 et 4.

Les programmes de PCR ont consisté en une dénaturation initiale de 4 minutes a 94°C, puis
en 30 cycles (lere PCR) ou 45 cycles (PCR nichée) comprenant une étape de dénaturation a
94°C pendant 20 secondes, une étape d’hybridation pendant 20 secondes, puis une étape
d’élongation a 72°C de 30 secondes. Une élongation finale de 10 minutes a 72°C a été
réalisée. Lors de la premiere PCR, la température d’hybridation des amorces étaient de 56°C
pour I’amplification du microsatellite 8.332 et de 57°C pour les microsatellites 14.185, 6.34,
L34, 10.29 et 3.35. Lors de la PCR nichée, les températures d’hybridation étaient de 60,5°C
pour le microsatellite L40, 61°C pour la séquence 14.185, 62°C pour les séquences 2.21,
L34, 3.35, 62,5°C pour les séquences 6.34 et 8.33 et 63°C pour la séquence 10.29.

Des fluorochromes (6FAM et HEX) ont été utilisés pour marquer les amorces sens de la
derniere PCR. Les produits de PCR ont été¢ multiplexés en puits selon les 2 groupes présentés
dans le tableau 2. Le polymorphisme de longueur des fragments d’ADN amplifiés et marqués
a été mesuré par migration capillaire sur séquenceur ABI Prism 3730XL (Applied Biosystem)

en utilisant comme €talon interne le marqueur GeneScan™ 500 LIZ® Size Standard.

Tableau 2. Séquences des amorces utilisées pour I’amplification des 8 séquences

microsatellites.
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Multiplex. ) Tm Tai!le
. Amorces Séquence (5°-3’) o amplicon
Microsat O (pb)
291 Pv2.21-NF -—CCATCTGCTCAAATCCGAAG 60.7 07
Pv2.21-NR GGCTCCTCCCTGTCTCTGTAG 60.4
Pv14.185-PF | TGCAGATATGCTGTCGAAT 55.2 136
14.185 Pv14.185-PR | GGGAAAAACTTGGTCACAC 554
) Pv14.185-NF -—GCAGTTGTTGCAGATTGAGC 59.6 93
1 Pv14.185-NR | TAAGGCGTGCACGTTATCAT 59.2
Pv8.332-PF TGAAGCAATATAGCGATGAC 54.0 206
8.332 Pv8.332-PR CGGTGTAGTGTGGTACAATG 54.8
Pv8.332-NF HEX- CCTCGATGGTGATGTGATGA 60.5 95
Pv8.332-NR | GTATAACATGGCACCCGACCT 61.0
L40 PvL40-NF HEX-GTTTACCAGGCCCAATTCAC 59.3 101
PvL40-NR GTTCACACGGGCGTATACAT 58.4
Pv6.34-PF CCCAATTAAGTGCAAATCA 54.6 334
6.34 Pv6.34-PR CATGTAAAGAGGCACATGG 55.0
. Pv6.34-NF | Bl - TGAGCGCTTTAAGCTTCTGC 60.9 230
Pv6.34-NR CAAAAATGAATCGTGGCACA 60.5
PvL34-PF TACCCCAGCCTTATCTCTC 54.3 200
1.34 PvL34-PR AAATGCACAGACACTACGC 54.7
PvL34-NF BBl TTTTCCCTTCGGAAAAACG 60.0 110
’ PvL34-NR ACGACCATCACCTGCCATAG 60.9
Pv10.29-PF CTCTTACGTACACGCTCGTT 55.8 380
10.29 Pv10.29-PR TCCACAAAATTGCCACTAAT 55.7
Pv10.29-NF HEX-ATGCGCACCCCTATGTTTC 60.9 755
Pv10.29-NR | TACGGAAATTTTCGGCAGGT 61.7
Pv3.35-PF GTTACACGAGGTTTCCCTTT 55.8 730
335 Pv3.35-PR ACCTCATCTTTGCTTCCTTT 55.6
Pv3.35-NF HEX-CGCCAAGTAGAGAAAGGGAAA 60.7 136
Pv3.35-NR CGCCACAGGATGTACATAAGAA 60.0
Tableau 3. Compositions des mélanges réactionnels de PCR pour amplifier les séquences

microsatellites 6.34, L34, 3.335, 8.332, 10.29, 14.185.

Réactif 17 PCR PCR nichée
Buffer 10X (25mM MgCl,) 1 X 1X
eau

dNTP (20mM) 200 uM 200 uM
Amorce sens (10uM) 0,10 uM 0.25 uM
Amorce antisens (10uM) 0,10 uM 0.25 uM
Taq * (5U/uL) 1U 2,50

*Taq FirePol® DNA Polymerase I, Solis Biodyne
Lors de la 1ere PCR, 2uLL d’ADN génomique ont été ajoutés au mélange réactionnel. Lors de
la PCR nichée, nous avons ajouté 4uL. d’amplicon.
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Tableau 4. Compositions des mélanges réactionnels de PCR pour amplifier les séquences

microsatellites 2.21 et L40.

Réactif 1" PCR
Buffer 10X (25mM MgCl,) 1X
eau

dNTP (20mM) 200 uM
Amorce sens (10uM) 0,20 uM
Amorce antisens (10uM) 0,20 uM
Taq * (5U/uL) 1U

*Taq FirePol® DNA Polymerase I, Solis Biodyne
3uL d’ADN génomique ont été ajoutés au mélange réactionnel

Détection des infections polyclonales

Les échantillons collectés peuvent contenir un ou plusieurs isolats de P. vivax. Nous avons
considéré que les infections étaient polyclonales si plus d’un allele était identifié sur au moins
un locus (la hauteur du pic d’un allele secondaire sur un locus était supérieure a 30% de celle
du pic majoritaire pour ce méme locus). Dans le cas ou plus d’un allele était identifié sur plus
d’un locus, il était impossible de reconstruire un haplotype, et ces échantillons ont été écartés
de I’analyse. Dans le cas ou un polymorphisme n’était observé que sur un locus (un seul all¢le
sur les autres loci du méme é&chantillon), nous avons reconstitué les haplotypes

correspondants.

Mesure de la diversité génétique
La diversité génétique a été mesurée par le nombre d’alleles présents par locus (A) et la
mesure de 1’hétérozygotie attendue de Nei a chaque locus. He a été calculée a 1’aide du

logiciel Genetix [202] et FSTAT version 2.9.4 [203].

Structure génétique des populations

Nous avons recherché une structuration génétique des populations en utilisant les variables
statistiques de Wright. L’indice de fixation Fst permet de mesurer la différentiation génétique
entre des populations parasitaires. Pour cela, nous avons utilisé le programme FSTAT version

2.9.4[203] .

Déséquilibre de liaison

123



Nous avons utilisé un indice d’association I° A afin de tester un déséquilibre de liaison entre
les loci. Le principe de ce teste repose sur la comparaison de la variance Vp du nombre
d’alleles partagés entre chaque paire de d’haplotypes d’une population D avec la variance
attendue sous 1’hypothese d’une association aléatoire des alleles (Vg) : Pa= (Vp/ Vg -1) (r-
1), ou r représente le nombre de loci analysés. Vg est déterminée par permutation aléatoire des
jeux de données, 10000 fois. L’existence d’un déséquilibre de liaison significatif est reconnue
si Vp est supérieure a 95% des valeurs de Vg déterminées selon les permutations des données.
Cette analyse a été réalisée selon le programme LIAN 3.5 disponible en ligne

(http://guanine.evolbio.mpg.de/cgi-bin/lian/lian.cgi.pl).

Nous avons également recherché un déséquilibre de liaison par paires de loci. Pour cela nous
avons utilisé le logiciel FSTAT version 2.9.4. Les associations entre chaque paire de loci ont

été mesurées par un coefficient de corrélation R2.

Résultats préliminaires

Diversité génétique des populations parasitaires

Les séquences microsatellites ont été amplifiées sur 179 isolats collectés a Madagascar. 2
marqueurs ont donné des profils non interprétables et ont été abandonnés (10.29 et 3.35). Un
haplotype complet a été obtenu sur 101 séquences (56.4%). Sur chaque locus, 3 a 16 alleles
ont été identifiés. Le tableau 5 présente la fréquence de chaque allele dans chacune de nos
populations ; nous avons laissé a titre indicatif 1’ensemble des populations, seuls les sites
d’Ejeda (n=12), Maevatanana (n=23), Miandrivazo (n=65) et Tsiroanomandidy (n=66) ont été

conservé pour I’analyse ultérieure.
Tableau 5. Fréquence des alleles dans chaque population d’isolats de P. vivax a Madagascar.

L’hétérozygotie de chaque locus est indiquée ainsi que le nombre moyen d’alleles présents

par population parasitaire.
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ATS

EJE FAR FNR THO MAE

MIA MOR SHV TDD

6.34
210
211
213
215
219
221
223
225
226
228
230
234
236
238
240

He

L34
104
108
110
112

He

2.21
181
186
192
194
196
198
200
202

He

n=2

n=2

n=2
0,5

0,5

0,67

n=13 n=1 n=1 n=1 n=25
0,08
1 ... 0,08
0,24
0,23 ... 0,08
0,61 ... 1 .. 0,12
0,4

0,08 ... 1

0,08

4 1 1 1 6

0,58 0 0 0 0,76
n=15 n=1 n=1 n=1 n=32
0,6 1 1 1 0,81
0,2 ... 0,03
02 ... 0,17

3 1 1 1 3
0,58 0 0 0 032

n=13 n=1 n=1 n=1 n=29

0,07

0,07
0,07
0,85 1 1 1 0,66
e 0,14
0,15

0,27 0 0 0 0,55
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n=86
0,02
0,05
0,02
0,01
0,65

0,1

0,1
0,03

0,55

n=95
0,03
0,78
0,14
0,05

0,37

n=89
0,07
0,02
0,13
0,02
0,69
0,03
0,03

0,51

n=2 n=9
0,11
1
0,89
1 2
0 0,21
n=2 n=9
1 1
1 1
0 0
n=2 n=9
0,11
0,11
1 0,78
1 3
0 0,39

n=81

n=81

n=79

0,05

0,02
0,1
0,04

0,46
0,01

0,1
0,15
0,05

0,01
0,01

11
0,75

0,72
0,22
0,06

0,44

0,09
0,03
0,09
0,07

54
0,09
0,08
0,03

0,67



8.332
207
209
211
213
215
217
219
221
222
224
227
229
231
233
234
237

A
He

14.185
77
87
89
91
93
96
98

100
102
104

He

L40
85
89
97

A
He

He moyenne

ATS EJE FAR FNR IHO MAE
n=1 n=6 n=0 n=0 n=1 n=24
0,17

0,17 0,04

0,08

0,08

0,17 0,17

0,08

e e 0,08

1 05 0,13

1 0,17

0,08

.. 0,08

1 4 110

0 0,73 0 090
n=2 n=15 n=1 n=1 n=1 n=32
. 033 ... 0,28
1 0,13 I ... 0,53
0,33 1 1 0,03
0,07 0,03
0,07 0,03
0,07
0,06

. .. cee oo 0,03
1 6 1 1 1 7

0 0,77 0 0 0 0,64
n=2 n=15 n=1 n=1 n=1 n=29
0,13 0,1

1 0,87 1 1 1 0,9

1 2 1 1 1 2

0 0,24 0 0 0 0,19
0,11 0,53 0 0 0 0,56

MIA
n=72
0,01
0,06
0,08

0,1
0,13
0,04
0,04
0,06
0,18
0,01
0,15
0,14

12
0,89
n=86
0,01
0,26
0,52
0,17

0,01
0,02

0,63
n=94
0,02

0,01
0,97

0,06

0,50

MOR SHV
n=2 n=5
0,4
0,5
0,5
0,4
0,2
2 3
0,67 0,71
n=2 n=7
0,5 0,71
05 ...
0,14
0,14
2 3
0,67 048
n=2 n=9
1 1
1 1
0 0
0,22 0,30

TDD
n=66
0,05
0,06
0,02
0,11
0,09
0,27
0,02
0,09
0,12
0,03
0,02
0,03
0,08
0,03

14
0,87
n=75
0,01
0,2
0,65
0,03
0,03

0,05
0,03

0,53

n=81

0,54
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Sur les 4 sites de Madagascar, la valeur de I’hétérozygotie attendue était similaire (0,50 a
0,56). Le nombre d’alleles moyen identifiés dans les populations variait de 3,5 a Ejeda, 5 a

Maevatanana, 6,7 a Miandrivazo et 7,3 a Tsiroanomandidy.

Infections polyclonales
La proportion d’isolats comprenant plusieurs alleéles est indiquée dans le tableau 6. Les
effectifs des sites d’ Antsiranana, de Thosy, de Farafangana, de Fianarantsoa, de Moramanga et

de Saharevo (1 <n <5) étant faibles, nous ne les avons pas indiqués.

Tableau 6. Proportion d’infections multiples de P. vivax dans les infections palustres sur 4

sites de Madagascar

Ejeda Maevatanana Miandrivazo Tsiroanomandidy
% % % %

Loci n d'infections n d'infections n d'infections n d'infections

multiples multiples multiples multiples
6.34 11 9,1 17 0 57 10,5 64 6,3
L34 12 8,3 23 4,3 63 6,3 65 9,2
2.21 11 9,1 21 9,5 59 10,2 64 4,7
8.332 5 20 16 25 46 34,8 52 15,4
14.185 12 16,7 23 4,3 56 10,7 61 6,6
L40 12 8,3 21 14,3 62 1,6 65 0
Global 12 25 23 39 65 52 66 21

La proportion d’infections multiples entre les différents sites, estimée par la présence de plus
d’un allele sur au moins un locus, n’était pas significativement différente (p=0.20, test de

Fisher exact).

Différentiation génétique entre les populations parasitaires
Le tableau 7 nous montre une comparaison des sites 2 a 2 selon I’indice de fixation Fst. Nous
n’avons conservé pour cette analyse que les échantillons mono-infectés ou les haplotypes

reconstruits.
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Tableau 7. Fst par paire entre les différentes populations parasitaires de P. vivax

Ejeda  Maevatanana Miandrivazo Tsiroanomandidy

Ejeda 0.1041 0.0361 0.0621

Maevatanana 0.1041 0.0442 0.0327

Miandrivazo 0.0361 0.0442 0.0083
Tsiroanomandidy 0.0621 0.0327 0.0083

Ces valeurs de Fst sont faibles et ne sont pas statistiquement significatives.
Déséquilibre de liaison
Nous n’avons pas mis en évidence de déséquilibre de liaison entres les différents loci

(Tableau 8).

Tableau 8. Déséquilibre de liaison mesuré entre les 6 loci de P. vivax étudiés sur 4 sites de

Madagascar.
n IS A P

Ejeda 5 0.0630 0.21
Maevatanana 11 0.0023 0.44
Miandrivazo 31 -0.0019 0.50
Tsiroanomandidy 41 0.0219 0.15
Population totale 88 0.0022 0.42
Discussion

Les marqueurs microsatellites permettent d’apprécier la diversité génétique des isolats. Nous
avons mis en évidence une hétérogénéité importante entre les différents marqueurs ; la valeur
de I’hétérozygotie variait de 0,07 a 0,91 avec 4 marqueurs sur les 6 obtenus ayant une valeur
supérieure a 0,50. L’hétérozygotie moyenne est donc diminuée par le choix de certains
marqueurs microsatellites.

Nous n’avons pas mis en évidence de structuration des populations parasitaires au niveau des
différents sites inclus dans notre étude. Le niveau de polymorphisme modéré de certains
marqueurs utilisés ici conduit probablement a une sous-estimation de la différentiation
pouvant se produire entre les différents sites. Nous n’avons pas mis en évidence de

déséquilibre de liaison entre les 6 loci génotypés.
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Alors que I’endémicité du paludisme a Madagascar reste faible nous avons mis en évidence
un taux important d’infections polyclonales (21 a 52%). Ce taux est équivalent a celui publié
par ailleurs sur des isolats de Colombie, du Laos, d’Inde ou de Thailande [179, 181].
Néanmoins, selon la méthode utilisée pour comptabiliser la proportion des infections
polyclonales, d’importantes variations peuvent exister [181].

Les échanges génétiques entre les populations parasitaires sont favorisés par la capacité de P.
vivax a former des hypnozoites et a rester a 1’état latent chez les patients infectés. Cette
période de latence est liée aux conditions climatiques de I’environnement des souches
parasitaires. Elle n’est pas connue a Madagascar. Le fort taux d’infections polyclonales
observé laisse supposer des mélanges de populations parasitaires au niveau des anopheles
pouvant conduire a des recombinaisons génétiques. Concernant la résistance a la SP, nous
avons mis en évidence une hétérogénéité géographique des génotypes observés, avec une
localisation a Maevatanana des isolats triples mutés 49R/58R/117N et a Miandrivazo pour les
isolats porteurs des mutations S8R/117N/130K. Il semblerait au vu des résultats apportés par
I’étude des séquences microsatellites entourant le gene dhfr que ces génotypes aient émergés
d’un nombre limité de souches. En I’absence de structuration des populations mise en
évidence par le polymorphisme des microsatellites neutres, ces génotypes pourraient étre
apparus récemment. Si la circulation des souches est effective a Madagascar, ils pourraient

cependant se propager rapidement.
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Discussion
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Ce travail a permis d’actualiser nos connaissances concernant I’importance de P. vivax
a Madagascar et d’apporter de premieres données sur la chimiosensibilité de ce parasite dans
ce pays. Les données récoltées ont concerné un grand nombre de sujets (plus de 1600 cas de
paludisme) et sont représentatives des différents facies de transmission du paludisme a
Madagascar. Les 8 sites sentinelles de 1’étude sont situés sur les facies tropical, équatorial, des
hauts plateaux et du sud de Madagascar. Il en est ressorti une prévalence de plus de 90% de P.
falciparum parmi les infections palustres totales. P. vivax représente quant a lui 6,3% des cas
et P. malariae 1,1% [198]. Ils se positionnent donc comme, respectivement, la deuxieme et la
troisieme espece de Plasmodium a Madagascar. Mais ces chiffres ne traduisent pas
I’hétérogénéité géographique puisque sur le site de Tsiroanomandidy, P. vivax représente
17,5% des infections palustres. C’est bien a I’ouest de Madagascar et sur la marge des hautes

terres centrales que les cas de paludisme a P. vivax sont les plus fréquents.

La chloroquine n’est plus préconisée pour le traitement du paludisme simple a
Madagascar depuis 2005 mais ce médicament reste encore largement utilisé. Il sera difficile
de le retirer tout en continuant a recommander la prise en charge des cas de paludisme
suspectés chez 1’enfant de moins de 5 ans par ce méme antipaludique. Alors que le niveau de
résistance de P. falciparum a la chloroquine est encore modéré a I’échelle du pays, mais élevé
dans le sud de Madagascar (64% d’échecs thérapeutiques sur le site d’Ejeda) [196], le niveau
de résistance de P. vivax reste faible. La situation doit donc étre surveillée régulierement.
Cependant, la réalisation de tests in vivo est difficile a effectuer. Les marqueurs moléculaires
semblent constituer un bon outil pour permettre cette surveillance. Nous avons essayé de
développer au cours de notre étude un test in vitro pour mesurer la chimiosensibilité des
isolats de P. vivax collectés sur le terrain. Notre objectif était en effet de récolter les 3 types de
données complémentaires concernant la résistance aux antipaludiques. Apres la mise au point
d’un protocole de culture pendant 36 a 48h en fonction des stades parasitaires présents et
I'adaptation des conditions de culture a P. vivax (augmentation de la quantité d’albumax,
utilisation d’un milieu RPMI/Waymouth...), nous avons été confrontés a de nombreuses
difficultés pratiques. La difficulté d’acheminement des prélevements dans un délai court a
constitué la principale entrave au déroulement de ces tests. La délocalisation d’un laboratoire
sur un site sentinelle a été réalisée sur une courte période, mais la aussi nous nous sommes
heurtés a des difficultés d’ordre pratique : délestages électriques... Les tests in vitro peuvent

toutefois constituer une alternative intéressante [100]. Des efforts doivent étre déployés afin

de disposer d’autres outils que la microscopie pour détecter I’inhibition de la croissance
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parasitaire sous ’effet des antipaludiques testés comme cela a ét€¢ mis au point pour P.
falciparum [149]. La difficulté est cependant accrue dans le cas de P. vivax dont la réplication
in vitro est plus difficile a obtenir.

Alors que des marqueurs moléculaires liés a la chloroquino-résistance ont été
clairement identifiés (gene pfcrt, mutation K76T) pour P. falciparum, la situation pour P.
vivax reste encore a préciser du fait d’un manque de données. Une implication de la mutation
pvmdrl 976F a été proposée [92, 100] mais ces résultats n’ont pas été confirmés dans le cadre
de notre étude. Il semblerait en revanche que cette mutation soit impliquée dans la résistance a
une autre amino-4-quinoléine, 1’amodiaquine [101]. La situation a Madagascar semble
toutefois revétir quelques particularités : la mutation K76T sur le gene crt de P. falciparum
n’a été que rarement retrouvée malgré une résistance observée in vivo [196, 197]. En
revanche, une prévalence importante de la mutation 86Y sur le géne pfimdrl a été publiée
[197]. De méme que chez P. falciparum, la valeur prédictive d’échec thérapeutique des

marqueurs moléculaires restent a explorer chez P. vivax.

Le diagnostic d’espece n’est que rarement réalisé a Madagascar dans le cadre du
diagnostic de paludisme. La majorité des patients est traitée sur le simple argument de fievre,
le diagnostic microscopique étant souvent impossible a réaliser dans les dispensaires ou les
centres de santé de base. Nous avons observé un fort taux de résistance a la SP (malgré un
faible effectif de patients suivis) et en particulier une forte prévalence des marqueurs
moléculaires associés a cette résistance, avec plus de 70% des isolats mutés sur le gene dhfr.
La SP, recommandée dans le traitement de deuxieme intention, a été plus faiblement utilisée
que la chloroquine a Madagascar. Néanmoins, la pression médicamenteuse exercée contre P.
falciparum a probablement sélectionné des isolats mutés de P. vivax.

Notre étude basée sur le séquencage de marqueurs microsatellites entourant le gene
dhfr et le gene dhps a mis en évidence une origine plus réduite des souches porteuses de
mutations par rapport aux souches sauvages, en particulier des génotypes triples mutés sur le
gene dhfr (S8R/117N/130K) et du génotype simple muté 383G sur dhps. En 1’absence d’une
structuration des populations parasitaires et au vu des caractéristiques biologiques de P. vivax
qui peut rester latent au sein de son hote, les souches semblent circuler. Si ces génotypes
semblent étre apparus récemment et sont localisés pour l'instant dans certaines zones
géographiques, on peut craindre leur expansion prochaine. Il sera donc nécessaire de
poursuivre la surveillance au sein des différents sites sentinelles. Le risque d’émergence et de

diffusion des résistances est en outre augmenté par les recombinaisons pouvant se produire
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chez le moustique. Cela est favorisé par un fort taux d’infections polyclonales chez les

patients.

Par sa résistance a des températures extérieures moins clémentes que P. falciparum, P.
vivax a des capacités d’adaptation plus fortes, optimisées par la durée de latence de 1’infection
au niveau hépatique. La majorité des pays en zone d’endémie et c’est le cas de Madagascar
ont adopté un changement de leur politique nationale de traitement se tournant vers
I’utilisation des ACT. L’efficacité de ces molécules dans le traitement du paludisme a P. vivax
a été démontrée par quelques études [129, 137-140]. Cependant, la primaquine reste la seule
molécule disponible capable a I’heure actuelle d’éliminer les formes hypnozoites. Des études
ont montré que méme en zone de faible endémicité, 20% des patients pouvaient avoir un
acces de reviviscence symptomatique chaque année, cela entrainant une morbidité importante
[8]. Les dérivés de I’artémisinine, par leur demi-vie courte, ont une efficacité rapide.
Cependant, cette action rapide pourrait favoriser I’émergence de parasites sanguins a partir
des formes hypnozoites de facon plus précoce [139, 140]. La combinaison avec une molécule
de demi-vie longue peut permettre de retarder la réapparition d’une parasitémie a partir des
hypnozoites et donc la formation d’une nouvelle génération de gamétocytes et la transmission

du parasite.

De nombreux parametres doivent étre pris en compte dans les stratégies de lutte contre
le paludisme causé par P. vivax. Afin d’adapter au mieux les stratégies d’intervention, il est
nécessaire de mieux comprendre 1’émergence et la propagation des résistances. L.’acquisition
de la résistance aux antipaludiques peut étre un phénomene complexe, et la relation entre les
outils disponibles pour la surveiller est souvent délicate. Les facteurs liés a 1’hote et a
I’environnement sont a prendre en considération et les stratégies de lutte contre le paludisme

doivent étre adaptées au niveau local.
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Annexe 1 : Planche pour le diagnostic microscopique de P. vivax
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Annexe 2 : Comparaison de trois méthodes pour le diagnostic du paludisme en zone

d’endémie
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Abstraci.

The main purpose of this study was to assess the accuracy of various techniques available for diagnosis of

malaria. Blood samples were collected from 313 patients with clinical suspicion of uncomplicated malaria in 2 primary
health centers in Madagascar. The presence of Plasmodium parasites was assessed by conventional microscopy, 2 rapid
diagnostic tests (one HRP2-based test, PALUTOP™, and one pLDH-based test, OptiMAL-IT), and real-time poly-
merase chain reaction (PCR), which is used as the “gold standard™ method. The degree of agreement observed was very
high for microscopy (0.99) and the HRP2-based test (0.93) and high for the pLDH-based test (0.82). Public-health

implications are also discussed in this paper.

INTRODUCTION

One main element of global malaria control strategy for
effective management is prompt and accurate diagnosis.'
However, in many endemic countries, such as Madagascar,
the current approach to malaria diagnosis, especially in pe-
ripheral health centers, is entirely based on clinical diagnosis,
which is of limited accuracy due to the poor specificity of
symptoms and signs of malaria.”™ Consequently, presumptive
antimalarial treatment is widely administered for any fever
with no obvious alternative cause, leading to significant over-
use of antimalarial drugs, particularly throughout Africa.™7
In addition, overdiagnosis of malaria in the formal healthcare
sector often co-exists with underdiagnosis of malaria in the
community.®

With chloroguine (CQ) and sulfadoxine-pyrimethamine
(SP) resistance becoming widespread and more effective but
expensive antimalarial medicines, including artemisinin-
based combination therapies (ACTs), being used in most Al-
rican countries,® there is a need to improve the diagnosis of
acute febrile illness at various levels of the health care system:
this is now a public health priority in Africa, as it would
ensure that antimalarial drugs can be targeted to patients who
need them.

The general view is that the “gold standard” method for
malaria diagnosis is the detection of Plasmodium species by
microscopic examination of blood films. This method is rela-
tively simple and has low direct costs, but it is labor-intensive,
time-consuming, and requires well-trained personnel who can
differentiate between the different Plasmodium species.® Al-
ternative diagnostic tests for malaria and in particular rapid
diagnostic tests (RDTs) have been developed over the past 20
years. These tests are fast, easy to perform, and do not require
electricity or specific equipment.®!'" They include those
based on histidine-rich protein 2 (HRP2) alone or a moditied
test format of HRP2 and parasite-specific aldolase enzyme
{pan-malarial antigen), and those based on parasite lactate
dehydrogenase (pLDH). The technical performances of these
alternative techniques have already been assessed in various
populations and epidemiologic settings. However, the main

# Address correspondence to Didier Ménard, Institut Pasteur de
Madagascar, BP 1274, Antananarivo 101, Madagascar. E-mail:
dmenard@pasteur.mg
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limitation of the majority of these studies was that microscopy
was used as the “gold standard.”'®7

The main purpose of this study was to assess the accuracy
of different available techniques for the diagnosis of malaria,
as a first step to improving malaria management at different
levels of the health care system in Madagascar, where malaria
is endemic. We designed our study to compare conventional
microscopy, 2 RDTs (PALUTOP™ and OptiMAL-IT tests),
and real-time PCR using blood samples of patients with clini-
cal suspicion of uncomplicated malaria.

METHODS

Field study. This prospective study was conducted between
March and September, 2006, in 2 primary health centers in
rural areas of Tsiroanomandidy on the west foothill areas of
the Highlands in Madagascar. Malaria transmission in this
area is low and predominantly seasonal. The main vector is
Anopheles funestus, and the number of infective biles associ-
ated with Plasmodium falciparim is estimated to be 2.5 per
person per year.'®

Aspart of the surveillance of antimalarial drug resistance in
Madagascar, this study was reviewed and approved by the
National Ethics Committee of the Ministry of Health and
Family Planning of Madagascar (project no. 007-SANPF-
2006).

Febrile patients with typical malaria symptoms presenting
at the participating health facilities were given full informa-
tion concerning the trial and invited to participate in the
study. Once informed consent had been given, about 3 mL of
venous blood was collected from all patients with an axillary
temperature = 37.5°C or history of fever in the past 24 hours.
Pregnant women and patients with signs of severe and com-
plicated falciparum malaria according to the definition given
by WHO in 2001' were excluded. Blood, freshly collected in
an EDTA anti-coagulation tube, was first used by a trained
techmcian to prepare both thick and thin blood films. The
blood sample was then given to a second trained technician
who performed each of the immunochromatographic tests ac-
cording to the manufacturers’ instructions. The following im-
munochromatographic tests were included in the study: (i)
the OpiMAL-IT test (DiaMed AG, Cressier sur Morat, Swit-
zerland, www.diamed.com, batch number 46110.85.01, expi-
ration date: February 2007) designed to detect pLDH of both
P. falciparum and other plasmodia and (i) the PALUTOP™
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test (ALL.DIAG- Strasbourg, France, www.alldiag.com,
batch number 91014, expiration date: November 2007) de-
signed to detect P. falcipartm-specific histidine rich protein-2
(Pf HRP-2), P. vivax-specific pLDH. and pan-malaria-specific
pLDH. All tests were transported and maintained at the
study site at room temperature and were opened just before
use to avoid humidity damage. The reader, blind to other tests
performed, examined the RDTs independently. An RDT was
considered positive when both the internal control and the
test band were stained (irrespective of the intensity of the
staining). A test was considered negative if only the internal
control was visible. The result of an RDT was considered
invalid (test failure) if the internal control was not visible. The
results of RDTs were reported to the health center physician.
Patients with a positive result for the RDT were promptly
treated according to MNational Malaria Policy, with a combi-
nation of artesunate and amodiaquine (Arsucam, Sanofi-
Aventis, Paris, France).

Laboratory procedures. Blood, freshly collected in EDTA
anti-coagulation tubes, and blood films were sent to the Ma-
laria Unit laboratory within 24 hours in a controlled cool box
at 4°C. Thick and thin smears were stained with 4% Giemsa
for 20 minutes.>® A microscopist who was blind to the results
of clinical diagnosis and the other diagnosis tests performed
examined the blood films for the presence of parasites and
identified the parasite species under a high-quality micro-
scope (HumaScope, Human, Wiesbaden, Germany) with an
incandescent light source. Each smear required approxi-
mately 20 minutes to read. A minimum of 200 consecutive
fields were counted in the thick blood film before a slide was
classified as negative. According to the parasite density, para-
sites in thick blood films were counted against 200 or 500
white blood cells. The parasite density was estimated assum-
ing 8,000 white blood cells/pL of blood ! =2

Parasite DNA was extracted from 100 pL of blood by treal-
ment with 0.1 M NaOH for 3 min at 100°C. The supernatant
was collected and treated with 250 pL of lysis solution (0.1 M
Tris-HCI, Triton X-100, 1 M NaCl, 10x SDS, 0.5 M EDTA)
and 20 mg/mL proteinase K for 1 h at 37°C. It was then
extracted twice with phenolichloroform {1:1). DNA was pre-
cipitated with ethanol, resuspended in 100 pL of distilled wa-
ter, and stored at —20°C. Plasmodium species carriers were
detected by real-time PCR, as described by Mangold and
others* with a RotorGene 3000 thermocycler (Corbett Life
Science, Sydney, Australia) with technicians blind to the re-
sults of microscopy and RDT testing. Briefly, each 25-pL
reaction mixture contained 2-5 pL of sample DNA, 12.5 pL
of gPCR. MasterMix Plus for SYBR Green [ No ROX (Eu-
rogentec S.A., Seraing, Belgium), and 0.6 mM of each primer
(PL1473F18, 5"-TAACgAACEAgATCTTAA-3"; and
PL167T9R1E, 5-gTTCCTCTAAgAACTTT-37). PCR condi-

RAKOTONIRINA AND OTHERS

tions consisted of an initial denaturation at 95°C for 10 min,
followed by amplification for 40 cycles of 30 s at 95°C, 30 s at
567C, and 90 s at 65°C, with fluorescence acquisition at the
end of each extension step. Amplification was immediately
followed by a melting program consisting of 2 min at 95°C, 2
min at 68°C, and a stepwise temperalure increase of 0.5°C/s
up to 90°C, with fluorescence acquisition at each temperature
transition. The fluorescence data were analyzed using F1/F2
settings, which improved the detection of P. falciparum, and
a cut-off of 40 cycles was used to define Plasmodium-positive
samples.

Data analysis. Data were entered, processed, and analyzed
using Epilnfo software (version 3.3.2, CDC, Atlanta, GA).
The ¥* test was used to compare the performance of the
diagnostic methods. P values < 0.05 were considered to indi-
cate statistically significant differences.

To assess sensitivity and specificity, results of microscopy
and RDT were compared with real-time PCR results. The
sensitivity was calculated as the proportion of positive test
results obtained among samples scored as containing malaria
parasites by real-time PCR: the specificity was calculated as
the proportion of negative test results obtained among
samples whose real-time PCR results were negative. Positive
and negative predictive values were also calculated as the
proportion of true-positive or true negative results among all
samples scored as positive or negative by PCR, respectively.
Kappa (k) values, expressing the agreement beyond chance,
were calculated. A w value of 0.21-0.60 is a “moderate,” a
value of 0.61-0.80 a “good,” and a k value = 0.80 is an almost
perfect agreement, beyond chance.®

RESULTS

Patient recruitment. Between March and September 2006,
313 patients, from age 6 months to 79 years (median age =
10.0 years, inter-quartile range 4-24.7 years), were recruited:
29.1% were < 5 years old. 34.3% between 5 and 14 years old,
and 36.6% = 15 years old. The male/female ratio was 1.2:1.
The mean axillary temperature was 37.8°C (SD + 1.0°C, range
36-40.9°C). According to light microscopy, the mean parasite
density on the 104 positive samples was 4,041 parasites/pL
(SD + 7,894, range 32-52,750 parasites per microliter). Thirty-
four percent of these patients declared that they had taken
antimalarial therapy before the current consultation (chloro-
quine in 70.0%, cotrimoxazole in 20.0%, SP in 3.0%, letracy-
cline in 3.0%, and quinine in 3.0%).

Real-time PCR resuolis. Real-time PCR results showed that
34.5% (108/313) of these patients were infected with malaria.
P. falciparum was present in 80.5%, P. vivax in 15.8%, and
mixed P. falciparum/P. vivax in 3.7% of the positive speci-
mens (Table 1).

TaBLE 1
Fieldstudy patients positive for Plasmodium spp. by real-time PCR, microscopy, PALUTOP*, and OptiMAL-IT, Madagascar, March—

September 2006

Microecopy PaluTop™ OptitAL-IT
Real-time PCR results m (%) Megalive Ff Py Prm PfiPv Magative Pf Py Frm ol Po FfiPv Magative Pf Mon-Ff
Negative 205 (65.5) 205 1] 1] ] 1] 199 f 0 0 1] 205 1 1
Pf A7 (27.8) 1 Bh 1] ] 1] 3 83 0 1 1] 19 6 2
Py 17(54) 2 o 14 1 o ] 1 15 1 o 1 1 15
PflPy 4(1.3) 1 0 1 a 2 ] ] 1 0 3 1 ] 3
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TaBLE 2

Diagnostic performance of PaluTop** and OptiMAL-IT tests relative to tha of microscopy according to Plasmodiam faiciparum and Plasmodium
wivax trophozoite densities

. Malaria diagnostic Semsitivity Sgoc:iﬁ.dtv PPV PV
Infection type techniqie n (95% CI) (95% CI) (95% CI) (5% CI)

Mono-infection with P. falciparum Microscopy 292 8.8 100.0 100.0 99.5
(94.4-99.9) (98.5-100.0) (96.6-100.0) (97.6-99.9)

leluTop""’ 292 954 97.1 93.3 98.0
(B9.3-985) (94.0-98.8) (86.5-97.2) (95.3-99.4)

OptiMAL-IT 292 758 99.0 97.1 Q0.6
(AE.1-4.0) (96.8-99.8) (90.6-99.5) (86.3-93.9)

Mono-infection with non-P. falciparum Microscopy 222 B2 100.0 100.0 99.0
(66.2-97.9) (98.5-100.0) (81.9-100.0) (96.8-99.8)

PaluTop* 2 941 1000 100.0 99.5
(74.2-99.7) (98.5-100.0) (B2.59-100.0) (97.5-99.9)

OptiMAL-TT 226 857 99.5 4.7 98.5
(65.9-96.2) (97.6-100.0) (76.7-99.7) (96.1-99.6)

Multi-infection with P. falciparusi/P. vivax Microscopy 209 S0.0 100.0 100.0 99.0
(9.4-50.5) (S8.5—100,0) (22.4-100.0) (96.8-99.8)

PaluTop* 209 75.0 1000 100,10 99.5

[2-1.2—;98.]"1 (98.5-100.0) (36.8-100.0) (97.5-99.9)

Microscopy. The results of parasite detection by micros- was also significantly more sensitive (94.1% versus 85.7%,
copy are shown in Table 1, and diagnostic performances are P =0.005) and had a higher PPV (100.0% versus 94.7%, P =
shown in Table 2. 0.0015) than the OptiMAL-IT test.

Briefly, microscopy reported 104 slide-positive cases of ma- The sensitivity of each RDT was compared with that of
laria (33.2%). Species determination identified 86 slides with the microscopy for the detection of both P. falciparum and
a monoinfection of P. falciparwm ranging from 32 to 52,750 P. vivax (Table 3). As expected. both RDTs had lower
parasites/pL. (mean count, 4,130 parasites/L), 15 slides with sensitivity for lower parasitemia. For Plasmodium falci-
a monoinfection of P. vivax ranging from 250 to 12,000 para- parum samples with parasite density < 500 parasites/pL, the
sites/pl. (mean count, 3455 parasites/pL). 1 slide with a PALUTOP™ test was significantly more sensitive than the
monoinfection of Plasmodium malariae (1,250 parasites/ul), OptiMAL-IT™ test (for parasite density < 100 parasites/pL,
and 2 slides with multi-infections of P. falciparum/P. vivax P = 0,008, and parasite density 100-500 parasites/pL,
(440/640 and 1,500/7 250 parasites/pL). The Plasmodium P = 0.03).
parasite was not observed in 209 (66.8%) slides. Agreement between real-time PCR, microscopy, and

RDTs. PALUTOP*™ testing gave the following results: in RDTs. The performances of the various malaria diagnostic
total, 90 cases were scored P. falciparum-positive, 16 cases P. tests were compared (Table 4). With real time PCR, the de-
vivax-positive; 2 cases P. malarice- or Plasmodium ovale- gree of agreement was very high for microscopy (0.99) and
positive; and 3 cases both P, falciparum- and P. vivax-positive. the PALUTOP™™ test (0.93) and high for the OptiMAL-

OptiMAL-IT testing gave the following results: in total, 68 IT™ test (0.82).
cases were scored F. falciparum-positive, and 21 cases non-F.

falciparim-positive (Table 1). Test failures, defined as tests in DISCUSSION

which the control band did not appear, were not observed

with either RDTs. In light of changing drug policies in many African coun-
Diagnostic performances of the two RDTs were evaluated tries, where the expensive ACT drugs are now recommended

using real-time PCR as the “gold standard™ {Table 2): for as first-line antimalarial treatment, accurate laboratory con-

detection of monoinfection of P. falciparwm malaria, the firmation of malaria would obvicusly be economically ben-

PALUTOP'™ test was significantly more sensitive (95.4% eficial.® We therefore assessed which method is best suited for

versus 75.8%., P = 0.0001) and had a higher NPV (98.0% gmding febrile outpatient treatment in malaria-endemic

versus 90.6%, £ = 0.0002) than the OptiMAL-IT test, for countries, such as Madagascar. Indeed, diagnosis relying only

detection of non-P. falciparum malaria, the PALUTOP* test on clinical signs, as is frequent in Madagascar, always leads to

TABLE 3

Diagnostic performance of PaluTop** and OptiMAL-IT tests relative to that of microscopy according to Plasmodinm falciparum and Plasmodium
wivax trophozoite densities

Paradte detection by microscopy

F. falciparum F. vivay
Parasite density B, t‘l.'\-e by Mo, pasitive by Ho. 'Iii.'\-e by Mo, positive by
(trophomoitad ) " Falurop* (%) OptiMAL-TT (%) ] PaluTop (%; OptbAL-TT | %)
< 100 14 11(78.6) 3(21.4) o NiA Nia
100459 9 9100y 4 (44.4) 2 2100y 2 (100)
5004999 45 45 (100 41 (91.1) 10 10 {100) 8 (80)
= 5,000 18 18 {100y 18 (100} 3 3 (100 3 (100)
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Tapie 4
Agreement for malaria diagnosis between microscopy and RDTs
with real-time PCR in 313 blood samples from clinically suspected
cases, Madagascar, March-September 2006

r Walue Microscopy paluTop® OptiMAL-TT
Real-time PCR 0.99 0.93 0.82
[\-’Iicrosco_g}r — 0.92 0.83
PaluTop — — 0.80

overestimation of the true incidence. We collected blood
samples from patients with the clinical symptoms of malaria
and analyzed them by microscopy and RDTs and compared
the findings to the resulls real-time PCR used as the “gold
standard.™

Overall, we found that microscopy examination performed
better than RDTs (HRP2/pan-malarial antigen or pLDH dip-
sticks) for detecting malaria infections. This observation was
consistent with the limit of detection reported in previous
studies!™2"-27: 5-20 parasiles/uL for conventional microscopy
of Giemsa-stained peripheral blood films versus 100 parasiles/
pL for RDTs based on the detection of HRP-2 or pLDH
antigens. 13728

Our study also suggests that RDT based on HRPX/P. vivax-
specific LDH/Plasmodium-specific LDH lactate dehydroge-
nase (PALUTOP*) have a better degree of agreement with
real time PCR than those based on P. falciparum-specific
LDH/Plasmodium-specific LDH lactate dehvdrogenase
{OpHMAL-IT). Like the WHO,* we also observed that the
HRP2-based test (PALUTOP™ test) was more reliable and
accurate than the pLDH-based test (OptiMAL-IT test) for
detection of P. falciparum or non-F. falciparum infections
because of (1) its better sensitivity (95.4% versus 75.8% for
detection of P. falciparum infections and 94.1% versus 85.7%,
for detection of non-P. falciparum infections) and (2) its low
frequency of false negatives (0.96% versus 6.7%, P
0.0004). Moreover, a recent report has shown that perfor-
mance of malaria RDTs was adversely affected at high am-
bient temperature, as is prevalent in rural tropical zones, and
the pLDH-based RDTs were more susceptible to heat-
induced damage than HRF2-based RDTs®

It is obvious that the choice between HRP2-based RDTs
and microscopy, the two best methods for malaria diagnosis,
will depend on local circumstances, including available skills,
electricity, and laboratory facilities, and also the use of mi-
croscopy for the diagnosis of other diseases. In Madagascar,
the National Malaria Control Program (NMCP) will promote
the improvement of the malaria microscopy in all district hos-
pital settings. Use of RDTs and HRP2-based RDTs should be
favored over pLDH-based RDTs,* and should be considered
as a means of extending parasite-based diagnosis only to areas
where good microscopy cannot be guaranteed or 1s not avail-
able, such as at primary health care facilities or at the com-
munity level. Implementing this policy is likely to require a
series of laboratory-focused interventions, including making
high-quality microscopes available, regular training or re-
training of laboratory technicians, strengthening routine su-
pervision, establishing currently non-existent national qual-
ity-control systems (microscopy quality control and quality
control of RDT batches), team building between laboratory
and clinical staff, regular consensus reviews, and surveillance
and trend analysis for laboratory-confirmed malaria.
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Moreover, in the light of recent reports,*>* significant ef-
forts should made by policy makers to improve the use of
antimalarial treatment in Madagascar: (1) by providing non-
ambiguous national guidelines for febrile outpatient treat-
ment in malaria-endemic zones, and especially for treatment
of patients with negative tests; and (2) by changing the long-
standing malaria diagnostic behavior of clinicians to encour-
age them to use laboratory results for malaria diagnosis and
stop them over-prescribing antimalarial drugs.
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Abstract

Background

Rapid diagnostic tests (RDTs) are becoming increasingly indispensable in malaria
management, as a means of increasing the accuracy of diagnosis. The WHO has issued
recommendations, but RDT selection remains difficult for users in endemic countries. The
genetic variability of the antigens detected with RDTs has been little studied but may greatly
affect the sensitivity of RDTs. This factor has been studied by comparisons between countries
at continental level, but little information is available concerning antigen variability at
national level.

Methods

A country-wide assessment of polymorphism of the PfHRP2, PfHRP3, pLDH and aldolase
antigens was carried out in 260 Plasmodium falciparum and 127 Plasmodium vivax isolates,
by sequencing the genes encoding these antigens in parasites originating from the various
epidemiological strata for malaria in Madagascar.

Results

Higher levels of polymorphism were observed for the PFHRP2 and PfHRP3 antigens than for
the P. falciparum and P. vivax aldolase and pLDH antigens. PfHRP2 sequence analysis
predicted that 9% of Malagasy isolates would not be detected at parasite densities < 250
parasites/ul (ranging from 6% in the north to 14% in the south), although RDTs based on
PfHRP?2 detection are now recommended in Madagascar...

Conclusions

These findings highlight the importance of training of health workers and the end users of
RDTs, in the provision of information about the possibility of false-negative results for

patients with clinical symptoms of malaria, particularly in the south of Madagascar.
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Abstract.

We report the results of clinical studies carried out at six sites in Madagascar, between January and

October 2006. The aims were (i) to update our knowledge of the burden of Plasmodium malariae infection and (ii) to
assess the therapeutic efficacy of chloroquine for uncomplicated quartan malaria. Our findings confirm that P. malariae
is the third leading cause of malaria, accounting for 1.1% of all malarial infections. They also demonstrate that chlo-
roquine—currently recommended for the home management of presumed malaria in children under the age of five years
and commonly used by adults—remains highly effective in patients with uncomplicated P. malariae infection.

Plasmodium malarige, one of the four species of Plasmo-
dinm affecting humans, is found in tropical and subtropical
regions, often in sympaltry with other Plasmodium species, as
in Madagascar. Its reported prevalence varies from less than
4% to more than 20% in endemic regions.'™ No accurate
estimate of the prevalence of P. malariae infection worldwide
is currently available, but it has been calculated that there are
probably at least 60 million infections per year, based on the
prevalence of P. falciparum®™® and known underestimation of
the prevalence of P malariae.”™ The clinical features associ-
ated with febrile bouts of P. malariae are generally milder
than those caused by other species.® Fever displays quartan
(4-day) periodicity, parasite density is usually considerably
below 1000 parasites per ml of blood, and infection is rarely
life-threatening in the absence of complications, such as neph-
rotic syndrome 112

All four of the main malaria parasites affecting humans are
present in Madagascar, a crossroads of African, Indo-Asian,
Middle Eastern, and European civilizations. Malaria remains
a serious public health problem (e.g., official data reported
1,227,632 cases of suspected malaria in 2005) and the leading
cause of morbidity and mortality, especially in children under
5 years of age.'™""

Mo recent data concerning the prevalence and chloroquine
(CQ) sensitivity of P. malarige have been published. C0) is the
antimalarial treatment recommended by the National Malaria
Control Program (NMCP) for the home management of pre-
sumed malaria (HMM) in children under 5 years of age. P.
malariae clearance from the blood is known to take longer
than that of other species after chloroquine treatment'® and
two cases of resistance have been documented in south
Sumatra, Indonesia.'”

Recent WHO guidelines for the testing of therapeutic ef-
ficacy have not yet been applied to P. malariae infection. We
therefore report here the results of a clinical study carried out
at six sites in 2006. The aims of this study were to: (i) update
our knowledge of the burden of Plasmodium malariae infec-
tions and (ii) assess the therapeutic efficacy of CQ for un-
complicated quartan malaria.

This clinical study, approved by the National Ethics Com-

* Address correspondence to Didier Ménard, Malaria Research Unit,
Institut Pasteur de Madagascar, BP 1274-Antananarivo 101, E-mail:
dmenard@pasteur.mg
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mittee of the Ministry of Health and Family Planning of
Madagascar (N° 102-S ANPF-2006), was conducted in 2006,
at six primary health centers and assessed the therapeutic
efficacy of the main antimalarial drugs used in Madagascar.
All patients with fever or a history of fever in the 48 h before
their arrival at the health center were screened with the rapid
diagnostic test (RDT) based on the detection of Plasmodium-
specific lactate dehydrogenase (pLDH) (OptiMAL-IT™,
DiaMed AG®, Cressier sur Moratl, Switzerland). Giemsa-
stained thin and thick blood films were prepared for each
patient with a positive RDT result. A microbiologist differ-
entiated between the different Plasmodium species and para-
sitemia was assessed. Patients with histologically confirmed P.
malariae infection were enrolled according to inclusion crite-
ria adapted from the WHO guidelines (2001)'® for P. vivax
therapeutic efficacy tests. Informed consent was obtained
from all adults and from at least one parent for minors. Pa-
tients were then treated with the standard chloroquine regi-
men of 25 mg/kg over 3 days and followed for 28 days. Clinical
examination, including axillary temperature recording and
the screening of thick and thin films, was carried out on days
0,1,2,3, 7,14, 21, and 28. On these days, capillary blood was
spotted onto filter paper for PCR confirmation. Hemoglobin
concentration was measured on days 0 and 285.

DNA was extracted from blood spots with Instagene® Ma-
trix resin (BioRad©, Marnes la Coquette, France), according
to the manufacturer’s instructions. The parasite species was
confirmed by real-time PCR, using species-specific primers as
described by de Monbrison,'? with a protocol adapted to the
RotorGene® 3000 thermocycler { Corbett Life Science®, Syd-
ney, Australia).

From January to October 2006, 6,692 patients were
screened: 66.8% tested negative for malaria. Of the patients
whose test results indicated the presence of malaria, 91.9%
tested positive for P. falciparwm and 8.1% for other Plasmo-
ditm species.

Microscopy results confirmed by species-specific real-time
PCR showed that 86.9% of the patients infected with non-
falciparum species were infected with P. vivax and 13.1%
were infected with P. malariae. None of the patients tested
positive for P. ovale. Plasmodium malariae infection ac-
counted for 0% (Thosy) to 2.0% (Maevatanana) of all malaria
cases, depending on the site considered (Figure 1).

Clinical and parasitological monitoring was complete for all
(16 of 16) P. malariae-infected patients until day 28. There
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Distribution and prevalence of P. malariae infections

were six male and 10 female patients (62.5%), aged from 1 to
25 years (median 4.5), with a median weight of 10.5 kg (range
5-63). All patients had had fever during the past 48 hours and
none declared having taken antimalarial drugs. Neither mi-
croscopy nor real-time PCR showed mixed infections (P. ma-
farize with other species). The geometric mean of asexual
parasite count was 947/uL (range 250-14,000) at baseline.
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None of the patients had detectable gametocytes on micros-
copy at day 0 or during the time of follow-up. Mean hemo-
globin concentration was 9.1 g/dL on day 0, and the mean
increase in hemoglobin concentration observed on day 28
(mean of individual increases in Hb) was 1.0 g/dL.

Fifteen patients successfully cleared P. malarige para-
sitemia after CQ treatment. One case was excluded on day 28
because P. falciparum parasites were detected on a blood
smear (confirmed by real-time PCR). Microscopy showed
parasite clearance before day 7 in all patients. However, real-
time PCR showed parasites to be present in the blood, as
described for diagnosis in one patient, and this patient dis-
plaved clearance between days 7 and 14 (Figure 2).

Our data confirm that P. malariae is the third leading cause
of malaria in Madagascar after P. falciparum and F. vivax. No
P. ovale parasites were observed due to the very low preva-
lence of this specie in Madagascar®® The prevalence of F.
malarige, estimated at 1.1% of all malaria infections, was
higher in the Western and the Central Highlands areas. This
prevalence was most probably underestimated by using RDT
based on pLDH detection for malaria diagnosis. According to
our previous study! its sensibility was estimated at 88.9—
100% for parasitemias between 500 to 5000 non-P. falciparum
parasites/pL and at 50.0% when the number of parasites de-
tected with microscopy falls below 100 parasites/p L. Previous
studies also reported a heterogeneous distribution of this
specie according to season, transmission rate, and location:
1% of malaria infections in Analamiranga (western foothill
area of the Highlands)* to 8.5% in Andasibe (eastern foothill
area of the Highlands) and 12.3% at Sainte Marie (island east
of the main island of Madagascar).**>

Our study provides the first demonstration that COQ is
highly effective against uncomplicated P. malarige infection
in Madagascar. Three days of CQ treatment gave a clinical
and parasitological cure rate of 100% by day 28 and a mean
increase in hemoglobin concentration of 1 g/dl over the study
period, whereas CQ is only effective in 55.6% of cases of
uncomplicated P. falciparim malaria and in 89.7% of P. vivax
malaria cases.* The NMCP has revised its treatment policy
since December 2005, replacing CQ with artemisinin-based
combination therapy (AQ+AS, artesunate plus amodi-
aquine), with the support of the Global Fund*® However,
ACT treatment is used in only 31 of the 111 health districts in
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Fioure 2. Parasites and fever clearance during the 28 days of patient follow-up. Parasite species were distingnished by microscopy and

real-time PCR.
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Eastern Madagascar. COQ remains the drug most widely avail-
able (distribution and financial criteria) and is the first drug
used in most of areas in Madagascar, particularly in the pre-
packaged PaluStop® form, sold at an affordable price (US
$0.025), or as Ody Tazomoka®, distributed free at primary
public health facilities.*® Obviously, with the progressive
implementation of the artemisinin-based combination
therapy, which is effective in treating malaria infections.*” an
approach that does not consider Plasmodium species seems to
be the most suitable politic treatment at the primary health-
care facilities level in a country where material and human
resources to perform a species-specific diagnosis are lacking.

In conclusion, our findings demonstrate that oral COQ,
which is commonly used, remains highly effective in patients
with uncomplicated P. malarize infection, the third leading
cause of malaria in Madagascar.
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Annexe 5 : Description des sites sentinelles inclus dans le test d’efficacité

thérapeutique

D’aprés Crespy, 2007 [204]

Faciés des hauts plateaux

Tsiroanomandidy (TDD)

Cette ville de 24 885 habitants est située sur les Hautes Terres Centrales au nord-ouest
d’Antananarivo (150 km environ) et a environ 1000 metres d’altitude. La température
moyenne annuelle est de 22,5°C et la pluviométrie est de I’ordre de 1616 mm. L’activité
agricole est dominée par la riziculture, prépondérante dans la région des Hauts Plateaux. Le
niveau de transmission des parasites du paludisme est modéré avec un taux d’inoculation
entomologique inférieur a 3 piqlres infestantes par personne et par an. Le pic de transmission
se situe entre le mois de mars et le mois de mai. Les infrastructures sanitaires sont plus
modestes que celles des autres communes a cause de sa proximité avec la capitale et de la

confirmation de Tsiroanomandidy comme métropole sous régionale.

Moramanga

Il s’agit d’une ville de 48 000 habitants environ, situé¢ au nord-est d’Antananarivo (115 km)
sur la marge est des Hautes Terres Centrales a 900 m d’altitude. La température annuelle est
de 19,4°C et la pluviométrie s’éleve a 1504 mm a l’origine de cuvettes marécageuses. La
riziculture prédomine les cultures vivrieres; le niveau de transmission de Plasmodium sp. est
similaire a celui observé a Tsiroanomandidy. Le pic de transmission se situe entre mars et

mai.

Faciés tropical

Maevatanana

A mi-chemin entre la capitale et Mahajunga, cette ville, d’environ 26 000 habitants, est
caractérisée par de larges étendues fertiles qui jouxtent la steppe aride. Le climat est de type
tropical sec, a saisons contrastées, chaud pendant sept mois (de novembre a avril) et pluvieuse
pendant cinq mois. La température annuelle est de 27°C et la pluviométrie de 1800 mm. La

riziculture constitue de loin la principale spéculation de la région en occupant pres de 83,2%
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des surfaces cultivées vivrieres. Le niveau de transmission des parasites est intermédiaire par
rapport aux autres sites avec un taux d’inoculation entomologique situé entre 3 et 10 piqlires

infestantes par personne et par an.

Miandrivazo

Située sur les bords de la riviere Mahajilo, affluent de la Tsiribihina, Miandrivazo est tres
encaissée (200 metres d’altitude). Coincée entre la chaine du Bongolava a I’Est et le plateau
du Bernaraha a 1’Ouest, cette situation lui assure le statut de ville la plus chaude de
Madagascar avec une moyenne annuelle de 28°C. Sur le plan économique, 72% de surface
totale en cultures vivrieres sont occupées par la riziculture. Le niveau de transmission de

parasites est comparable a celui de Maevatanana.

Facies du sud

Ejeda

Ejeda, située a 232 km de Tuléar, compte 37 322 habitants et est caractérisée par un climat
sub-aride a hiver tempéré, une secheresse qui dure 7 a 9 mois, une température annuelle
moyenne de 24,6 °C et par une pluviométrie annuelle d’environ 580 mm. Dans cette région
située dans la zone de plateaux calcaires, les sols sont pauvres et la culture du manioc
prédomine celle du riz, celle-ci est relativement faible par rapport aux autres sites. L’état
sanitaire est déplorable et la principale maladie est le paludisme grave. Huit variétés
d’Anopheles ont été recensées mais uniquement pendant la saison chaude. Cette maladie
touche les périmetres irrigués avec 20% de sujets impaludés. La transmission est liée a
I’irrigation et le niveau de transmission est variable avec un taux d’inoculation entomologique

pouvant atteindre jusqu’a 20 piqlires par personne et par an.

Thosy

La commune d’Thosy se trouve au Nord ouest de la région d’Thorombe située au centre sud de
Madagascar. Elle présente une particularité compte tenu de sa position intermédiaire entre les
Hautes Terres Centrales et la partie sud de I'ile. Elle est caractérisée par un paysage de
savanes herbeuses ouvrant les plaines de 300 a 600 metres d’altitude, par une température
moyenne de 20°C et par une pluviométrie comprise entre 700 et 900 mm. Thosy compte pres
de 26 000 habitants répartis sur 18 372 km?. Les migrations de population peuvent étre de

différents types selon leur origine, leur durée et leur destination pour cause de transhumance,
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ou suite aux famines. Elles peuvent durer quelques mois seulement a des dizaines d’années,
mais elles sont souvent définitives. Il faut noter une immigration saisonniere pour la main
d’ceuvre agricole. La culture vivriere, surtout destinée a I’autoconsommation, occupe une
grande partie de la surface cultivée et la culture du riz se pratique largement, notamment
durant la saison des pluies. Le paludisme est la principale cause de mortalité dans la région
(14,3%) ; en 1999, 18 416 cas de paludisme ont été recensés dans la sous-préfecture d’lhosy.

Le niveau de transmission des parasites est relativement comparable a celui observé a Ejeda.
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Annexe 6 : Programmes d’amplification et interprétation des résultats,

thermocycleur pour PCR temps réel RotorGene

Amplification des especes P. falciparum, P. vivax et P. ovale :

e Etapes 1 et 2 : Pre-Incubation
-hold 1 : 50°C, 2 minutes
-hold 2 : 95°C, 10 minutes

e FEtape 2 : Amplification

- dénaturation : 95°C, 30 secondes
- hybridation : 56°C, 20 secondes
- élongation : 68°C, 100 secondes ; mesure de la fluorescence a la fin de chaque période

d’élongation.

e FEtape 3 : Détermination de la température de melting

- 68°C pendant 60 secondes, puis augmentation de la température jusqu’a 90°C, avec un taux
de transition de 0,5°C toutes les 5 secondes.

Acquisition permanente de la fluorescence.

o FEtape 4 : Refroidissement

- 35°C, 10 minutes.

Amplification de I’espece P. malariae :

e FEtapes 1 et 2 : Pre-Incubation
-hold 1 : 50°C, 2 minutes
- hold 2 : 95°C, 10 minutes

e FEtape 2 : Amplification

- dénaturation : 95°C, 30 secondes

- hybridation : 56°C, 20 secondes

150



- élongation : 65°C, 100 secondes ; mesure de la fluorescence a la fin de chaque période

d’élongation.

e FEtape 3 : Détermination de la température de melting

- 65°C pendant 60 secondes, puis augmentation de la température jusqu’a 90°C, avec un taux
de transition de 0,5°C toutes les 5 secondes.

Acquisition permanente de la fluorescence.

o FEtape 4 : Refroidissement

- 35°C, 10 minutes.

Interprétation des températures de fusion (Tm) :

Controles positifs Courbe d’amplification Température de fusion (°C)
P. falciparum Présence 82+/- 0.3
P malariae Présence 72 +/- 0.3
P. ovale Présence 78.5+/-0.3
P. vivax Présence 76.5+/-0.3
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Annexe 7 : Amorces et conditions de PCR pour ’amplification du géne pvdhfr

PCR 1 pvdhfr : Amorces d’apres Imwong et al., 2003 [205]

PVDHFR PF  5’- ATGGAGGACCTTTCAGATGTATTTGACATT -3’
PVDHFR-PR 5’- GGCGGCCATCTCCATGGTTATTTTATCGTG -3’
Taille du fragment amplifié¢ : 1869 pb.

PCR 11 pvdhfr : Amorces d’apres Imwong et al., 2003 [205]

PVDHFR-NF
5’CTCGAGGAATTCGGATCCATGGAGGACCTTTCAGATGTATTTGACATT -3’
PVDHFR-NR

5’- TCTAGAAAGCTTGGATCCCTTGCTGTAAACCAAAAAGTCCA -3’

Taille du fragment amplifié¢ : 711 pb.

Compositions des mélanges réactionnels pour PCR :

Réactif PCR I pvdhfr  PCR Il pvdhfr
Buffer 10X (25mM MgCl,) 1X 1X
eau

dNTP (20mM) 400 uM 200 uM
PVDHER F (10uM) 0,25 uM 0,27 uM
PVDHFR R (10uM) 0,25 uM 0,27 uM
Taq * (SU/uL) 1U 25U

*Taq FirePol® DNA Polymerase I, Solis Biodyne
Lors de la 1ere PCR, 2uLL. d’ADN génomique ont été ajoutés au mélange réactionnel. Lors de
la PCR nichée, nous avons ajouté 4uL. d’amplicon.

Programmes d’amplification utilisés :

PCR 1 pvdhfr =~ PCR II pvdhfr

Dénaturation initiale 94°C, 5 min 94°C, 5 min
Dénaturation 94°C, 30 s 94°C, 30 s
Hybridation 58°C, 30 s 58°C, 30 s
Elongation 72°C, 2 min 72°C, 50 s
Nombre de cycles 45 45

Elongation terminale 72°C, 10 min 72°C, 10 min
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Annexe 8 : Amorces et conditions de PCR pour ’amplification du géne pvdhps

PCR I pvdhps : amorces dessinées a 1’aide du logiciel Primer-3
PVDHPS PF  5°- ATTCCAGAGTATAAGCACAGC -3’
PVDHPS-PR  5’- GAAACACGCATTATGGTATCG -3’
Taille du fragment amplifié¢ : 1619 pb.

PCR 11 pvdhps : d’apres Korsinczky et al., 2004 [125]

PVDHPS-NF

5’- CTCGAGGAATTCGGATCCGGTTTATTTGTCGATCCTGTG -3’
PVDHPS-NR

5’- TCTAGAAAGCTTGGATCCGAGATTACCCTAAGGTTGATGTATC -3’
Taille du fragment amplifié¢ : 1301 pb.

Compositions des mélanges réactionnels pour PCR :

Réactif PCR I pvdhps  PCR Il pvdhps
Buffer 10X (25mM MgCl,) 1X 1X

eau

dNTP (20mM) 400 uM 360 uM
PVDHPS F (10uM) 0,25 uM 0,27 uM
PVDHPS R (10uM) 0,25 uM 0,27 uM
Taq * (SU/uL) 1U 25U

*Taq FirePol® DNA Polymerase I, Solis Biodyne
Lors de la 1ere PCR, 2uLL. d’ADN génomique ont été ajoutés au mélange réactionnel. Lors de
la PCR nichée, nous avons ajouté 4uL. d’amplicon.

Programmes d’amplification utilisés :

PCR I pvdhps  PCR I pvdhps

Dénaturation initiale 94°C, 5 min 94°C, 5 min
Dénaturation 94°C, 30 s 94°C, 30 s
Hybridation 50°C, 30 s 50°C, 40 s
Elongation 72°C, 110 s 72°C, 90 s
Nombre de cycles 35 45

Elongation terminale 72°C, 10 min 72°C, 10 min
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Annexe 9 : Amorces et conditions de PCR pour I’amplification du géne pvcrt-o

PCR I pvcgl0 : amorces raccourcies, d’apres Nomura et al., 2001 (K6F et VK2B4) [104]
PVCG10-PF 5’- GCTACCCCTAACGCACAATG -3’

PVCGI10-PR 5’- GATTTGGGAAAGCACAACGT -3’

Taille du fragment amplifié¢ : 1853 pb.

PCR 11 pvcg10 : amorces dessinées a 1’aide du logiciel Primer-3

PVCGI10-NF 5’- CTCGAGGAATTCGGATCCGATGAACGTTACCGGGAGTTGG -3’
PVCGI10-NR 5’- TCTAGAAAGCTTGGATCCATCGGAAGCATCAGGCAGGA -3’
Taille du fragment amplifié¢ : 1707 pb.

Compositions des mélanges réactionnels pour PCR :

Réactif PCR I pvcgl0  PCR I pveglO
Buffer 10X (25mM MgCl,) 1X 1X

eau

dNTP (20mM) 400 uM 360 uM
PVCGI10 F (10uM) 0,25 uM 0,27 uM
PVCGIOR (10uM) 0,25 uM 0,27 uM
Taq * (5U/uL) 1U 25U

*Taq FirePol® DNA Polymerase I, Solis Biodyne
Lors de la 1ere PCR, 2uLL. d’ADN génomique ont été ajoutés au mélange réactionnel. Lors de
la PCR nichée, nous avons ajouté 4uL. d’amplicon.

Programmes d’amplification utilisés :

PCR Ipvcgl0 PCR I pvcgl0

Dénaturation initiale 94°C, 5 min 94°C, 5 min
Dénaturation 94°C, 30 s 94°C, 4s
Hybridation 56°C, 30 s 60°C, 30 s
Elongation 72°C, 2 min 72°C, 110 s
Nombre de cycles 45 45

Elongation terminale 72°C, 10 min 72°C, 10 min
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Annexe 10 : Amorces et conditions de PCR pour I’amplification du géne pvmdrl

PCR I pvmdrl1 : d’apres Sa et al., 2005 [99]

PVMDRI1-PF 5’- ATGAAAAAGGATCAAAGGCAAC -3’
PVMDR1-PR 5’- CTACTTAGCCAGCTTGACGTAC -3’
Taille du fragment amplifié : 4395 pb.

PCR 11 pvmdrl : amorces dessinées a 1’aide du logiciel Primer-3

PVMDRI1-NF 5’- CTCGAGGAATTCGGATCCTTGAACAAGAAGGGGACGTT -3’
PVMDRI1-NR5’- TCTAGAAAGCTTGGATCCCTTATATACGCCGTCCTGCAC -3’
Taille du fragment amplifié€ : 4290 pb.

Compositions des mélanges réactionnels pour PCR :

Réactif PCR I pvmdrl  PCR Il pymdrl
Buffer 10X 1X 1X

eau

25mM MgCl, 2,5 mM 2,5 mM
dNTP (2,5mM) 400 uM 410 uM
PVMDRI1 F (10uM) 0,25 uM 0,27 uM
PVMDRI1 R (10uM) 0,25 uM 0,27 uM
Taq * (5U/uL) 1U 2,50
*Taq TaKaRa LA TaqTM

Lors de la 1ere PCR, 2uL. d’ADN génomique ont été ajoutés au mélange réactionnel. Lors de
la PCR nichée, nous avons ajouté 4uL. d’amplicon.

Programmes d’amplification utilisés :

PCR 1 pvmdrl PCR II pymdrli

Dénaturation initiale 94°C, 4 min 94°C, 4 min
Dénaturation 94°C, 30 s 94°C, 30 s
Hybridation 56°C, 30 s 57°C,30s
Elongation 72°C, 4 min 30 s 72°C, 4 min
Nombre de cycles 30 35
Elongation terminale 72°C, 10 min 72°C, 10 min
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Annexe 11 : Amorces et conditions de PCR pour I’amplification du géne pvesp

Amorces utilisées : amorces d’apres Imwong et al., 2005 [144]

PCR I pvesp -

F-VCS-OF 5’- ATGTAGATCTGTCCAAGGCCATAAA -3’
R-VCS-OR 5’- TAATTGAATAATGCTAGGACTAACAATATG -3’
Taille du fragment amplifié¢ : 1112 pb.

PCR I pvesp :

F-VCS-NF
5’-CTCGAGGAATTCGGATCCGCAGAACCAAAAAATCCACGTGAAAATAAG-3
R-VCS-NR

5’- TCTAGAAAGCTTGGATCCCCAACGGTAGCTCTAACTTTATCTAGGTAT -3’
Taille du fragment amplifié : 700 pb.

Compositions des mélanges réactionnels pour PCR :

Réactif PCR I pvesp PCR II pvesp
Buffer 10X (25mM MgCl,) 1X 1X
eau

dNTP (20mM) 200 uM 360 uM
F-VCS (10uM) 0,25 uM 0,27 uM
R-VCS (10uM) 0,25 uM 0,27 uM
Taq * (SU/uL) 1U 25U

*Taq FirePol® DNA Polymerase I, Solis Biodyne
Lors de la 1ere PCR, 2uLL d’ADN génomique ont été ajoutés au mélange réactionnel. Lors de
la PCR nichée, nous avons ajouté 4uL. d’amplicon.

Programmes d’amplification utilisés :

PCR I pvesp PCR II pvesp

Dénaturation initiale 94°C, 5 min 94°C, 5 min
Dénaturation 94°C, 30 s 94°C, 30 s
Hybridation 58°C, 40 s 58°C, 40 s
Elongation 72°C, 100 s 72°C, 80 s
Nombre de cycles 40 45

Elongation terminale 72°C, 10 min 72°C, 10 min
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Annexe 12 : Amorces et conditions de PCR pour I’amplification du géne pvmsp3a

Amorces utilisées : amorces d’apres Bruce et al., 1999 [206]
PCR 1 pvmsp3a

F-P1 5 - CAGCAGCACCCATTTAAGG -3’

R-P2 5’ - CCGTTTGTTGATTAGTTGC -3’

Taille du fragment amplifié : environ 1500, 1900 ou 2300 pb.

PCR 11 pyvmsp3a :

F-N1 5’- CTCGAGGAATTCGGATCCGGACCAGTGTGATACCATTAACC -3’
R-N2 5’- TCTAGAAAGCTTGGATCCATACTGGTTCTTCGTCTTCAGG -3’
Taille du fragment amplifié : environ 1100, 1400 ou 1900 pb.

Compositions des mélanges réactionnels pour PCR :

Réactif PCR I pvmmsp3 PCRII pvmsp3
Buffer 10X (25mM MgCl,) 1X X
eau
dNTP (20mM) 400 uM 360 uM
F-P1 ou F-N1 (10uM) 0,25 uM 0,27 uM
F-P2 ou F-N2 (10uM) 0,25 uM 0,27 uM
Taq * (5U/uL) 1U 25U

*Taq FirePol® DNA Polymerase I, Solis Biodyne
Lors de la 1ere PCR, 2uLL. d’ADN génomique ont été ajoutés au mélange réactionnel. Lors de
la PCR nichée, nous avons ajouté 4uL. d’amplicon.

Programmes d’amplification utilisés :

PCR I pvmsp3  PCRII pvmsp3

Dénaturation initiale 94°C, 5 min 94°C, 5 min
Dénaturation 94°C, 40 s 94°C, 40 s
Hybridation 54°C, 40 s 54°C, 40 s
Elongation 72°C, 3 min 72°C, 2 min 30 s
Nombre de cycles 40 45
Elongation terminale 72°C, 10 min 72°C, 10 min
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Annexe 13 : Amorces et conditions de PCR pour I’amplification du géne pvmspl

PCR I pvmspl1 : amorces dessinées a 1’aide du logiciel Primer-3
PVMSPI1-PF 5’- CGAAAATGAAGGCGCTACTC -3’
PVMSP1-PR 5’- CCGTTCCGTCCAAGTACCTA -3’
Taille du fragment amplifié¢ : 5001 pb.

PCR I pvmspl1 : amorces dessinées a 1’aide du logiciel Primer-3

PVMSPI1-NF 5°- CTCGAGGAATTCGGATCCATTGCAAAATACCGGAGCAT -3’
PVMSPI1-NR 5’- TCTAGAAAGCTTGGATCCCCTTTTGGAGGCTATTCAGG -3’
Taille du fragment amplifié¢ : 4200 pb.

Compositions des mélanges réactionnels pour PCR :

Réactif PCR I pvmspl PCR I pvmspl
Buffer 10X 1X 1X

eau

25mM MgCl, 2,5 mM 2,5 mM
dNTP (2,5mM) 400 uM 410 uM
PVMSPI1 F (10uM) 0,25 uM 0,27 uM
PVMSPI1 R (10uM) 0,25 uM 0,27 uM
Taq * (SU/uL) 1U 2,50
*Taq TaKaRa LA Taq™

Lors de la 1ere PCR, 2uLL d’ADN génomique ont été ajoutés au mélange réactionnel. Lors de
la PCR nichée, nous avons ajouté 4uL. d’amplicon.

Programmes d’amplification utilisés :

PCR I pvmspl PCR II pvmspl

Dénaturation initiale 94°C, 4 min 94°C, 4 min
Dénaturation 94°C, 30 s 94°C, 30 s
Hybridation 56°C, 30 s 57°C,30s
Elongation 72°C, 5 min 72°C, 4 min 10 s
Nombre de cycles 28 35
Elongation terminale 72°C, 10 min 72°C, 10 min
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