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Introduction générale

1 INTRODUCTION GENERALE

Plasmodium falciparum constitue le principal agent responsable du paludisme dans le
monde. Et parmi les 250 millions de cas annuels, on estime a environ un million le nombre de
déces, principalement en Afrique Sub-Saharienne (World Health Organization 2008), ce qui
fait de ce parasite une véritable arme de destruction massive. Sur I’ Archipel des Comores, 4
iles situées dans 1’Océan Indien entre Madagascar et les cotes africaines et dont la population
globale est de 1'ordre de 800 000 habitants (United Nation Population Division 2007) (Fig. 1),
le paludisme a P. falciparum représente ainsi un des principaux problémes de santé publique.
En effet, tandis que les autorités sanitaires frangaises ont échoué a éradiquer la maladie sur
I’1le de Mayotte (MAY), I’incidence du paludisme resterait d'environ 100 cas pour 1000
habitants et par année en Union des Comores (iles de la Grande Comore (GC), Anjouan
(ANJ) et Mohéli (MOH)) (voir Partie 3).

Cet échec découle du fait qu'a I’instar de la plupart des pays endémiques, les efforts de
lutte anti-paludique aux Comores ont été mis a mal par I’expansion sur 1’archipel de souches
de P. falciparum résistantes aux anti-paludiques efficaces et bons marché comme la
chloroquine et le Fansidar® (pyriméthamine-sulfadoxine). Ces souches parasitaires
chloroquinorésistantes y seraient notamment arrivées au début des années 1980, avant d'étre
rapidement sélectionnées par un usage massif et inapproprié de ce médicament (voir Partie
3.6) (Eichenlaub et Pohle 1980; Le Bras et al. 1987). Ces derni¢res années, les autorités
sanitaires comorienne et francaise ont ainsi dii se résoudre a recommander et adopter les ACT
(artemisin-combined therapy), combinaisons antipaludiques trés efficaces mais plus
onéreuses, a base de dérivés d’artémisinine, molécule isolée de I’armoise chinoise
(Programme National de Lutte contre le Paludisme 2007; Quatresous et al. 2007).

Afin de retarder aussi longtemps que possible le développement et I’expansion sur
l'archipel des Comores de la résistance aux ACT, la surveillance de la sensibilit¢ de P.
falciparum aux antipaludiques doit y étre optimale. Or, il n’existe aucune revue de la
littérature récente sur le sujet, la surveillance des résistances semble avoir été irrégulicre et
inégale entre les différentes 1iles comoriennes, et les quelques essais thérapeutiques
d’efficacité et études de sensibilités in vitro et moléculaires disponibles semblent avoir fourni
des résultats assez discordants comme nous le verrons dans la Partie 3 (Eichenlaub et Pohle
1980; Le Bras et al. 1987; Blanchy et Benthein 1989; Julvez et Galtier 1989; Rabenjarson et
al. 1992; Feillet et al. 1993; Ariey et al. 2002; Randrianarivelojosia et al. 2004; Tall et al.
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2004; Quatresous et al. 2005; World Health Organization 2005; Silai et al. 2007; Tall et al.
2007).

Par ailleurs, Marseille héberge une importante communauté comorienne, estimée a
plus de 50000 personnes, source de la plupart des cas de paludisme d’importation accueillis
dans les hopitaux de la ville (Parola, Minodier et al. 2005; Ali Mohamed 2007). A partir de
I'étude systématique des souches parasitaires importées a Marseille par le Centre National de
Référence pour le Paludisme du Pharo, la Cité phocéenne a ainsi récemment été proposée
comme un site sentinelle pertinent pour la surveillance du paludisme comorien (Parola et al.
2004; Parola et al. 2007). Néanmoins, I’extrapolation de ces données a I’ensemble de
I’archipel pourrait étre hasardeuse et n’a en tout cas jamais fait 1’objet d’une étude adaptée.

Enfin, un programme d’élimination du paludisme a été instauré fin 2007 — début 2008
sur la seule ile de Mohéli, sous la direction d’une équipe universitaire et industrielle chinoise.
La population de I’ile ainsi que les personnes s’y rendant ont été soumises a un traitement de
masse par I’ACT artémisinine-pipéraquine (Artequick”, Artepharm Co., Chine) puis
primaquine, sans lutte antivectorielle associée, et dans un climat d'importantes polémiques et
rumeurs en Union des Comores. En raison des voyages incessants qu'effectuent les
Comoriens entre les différentes iles, on serait effectivement en droit de s'interroger de
I’efficacité a long terme d’une tentative aussi isolée.

En effet, plusieurs études d’épidémiologie moléculaire ont maintenant montré que les
populations de Plasmodium falciparum sont plus ou moins homogénes au sein des zones
d’endémie et peuvent ainsi présenter des structurations liées a I’isolement géographique et a
des différences de taux de transmission comme nous le verrons dans la Partie 4 (Anderson et
al. 2000; Bogreau et al. 2006). Mais bien que I’isolement géographique des parasites pourrait
étre plus important dans les iles qu’au sein des continents, I’importance de la structuration
génétique des populations de P. falciparum sur un archipel comme celui des Comores
demeure complétement inconnue. Ces données seraient pourtant d’une importance majeure
pour interpréter et extrapoler les résultats de chimiorésistance du P. falciparum obtenus aux
Comores ou a Marseille, ajuster les politiques de surveillance et de traitement de la maladie,
et guider d’éventuels programmes d’¢limination du paludisme sur I’archipel ou prédire les

chances de succes du programme mis en place en 2008 a Mohéli.

Le présent travail présente donc, apres les nécessaires rappels sur le contexte (Partie

2):
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* En Partie 3 : une synthése des données relatives a 1’épidémiologie descriptive du
paludisme aux Comores (données entomologiques et de transmission, nombre de cas
et incidence, prévalence, chimiorésistance du Plasmodium falciparum). L'objectif de
cette synthése est de tenter de dresser un bilan des connaissances concernant
I’épidémiologie du paludisme sur 1’archipel et d’en envisager les applications et les
limites. Nous verrons que ces données demeurent parcellaires, parfois méme
contradictoires, et par conséquent d’interprétation difficile et d’utilisation délicate
pour une lutte antipaludique optimale. Les perspectives que pourraient offrir les
nouvelles méthodes d’épidémiologie moléculaire et de génétique des populations en
sont d’autant plus intéressantes. Cette revue devrait faire 1’objet d’un article
prochainement soumis pour publication dans une revue francophone.

* En Partie 4 : une étude d’épidémiologie moléculaire et de génétique des populations
de Plasmodium falciparum de chacune des iles des Comores en 2007. L’objectif
principal de ce travail est d’étudier au moyen de marqueurs génétiques sélectivement
neutres (c’est a dire non soumis a pression de sélection, ici des microsatellites) et de
marqueurs génétiques de résistance (a la chloroquine, a la pyriméthamine et a la
sulfadoxine), la structuration de la population de parasites de D’archipel et de
déterminer si elle est homogeéne ou hétérogene. Ce travail de génétique parasitaire a
été réalisée courant 2008 au laboratoire du I'IMTSSA (Institut de Médecine Tropicale
du Service de Santé des Armées) au Pharo sous la direction de Christophe Rogier et de
Philippe Parola et a partir d’isolats prélevés en 2007 par le PNLP Comores et le centre
de sant¢ de Bandraboua a Mayotte. Il a ét¢ complété en septembre 2008 par une
enquéte de terrain menée en Union des Comores visant a récolter autant
d’informations que possible d'une part sur I’intensité des flux de populations humaines
entre les iles de 1’archipel des Comores et d'autre part sur la consommation en anti-
paludiques. L'objectif était de tenter d’établir des corrélations avec respectivement la
structuration génétique mise en évidence et les niveaux de chimiorésistance, et ainsi de
consolider et d’interpréter plus finement ces résultats. En effet, la structuration des
populations de P. falciparum entre les iles dépend théoriquement de 1’intensité de
leurs échanges en parasites, qui s'effectuent par le biais des flux de population
humaine (Bogreau et al. 2006). 11 est par ailleurs clairement établi que le niveau de
chimiorésistance dépend étroitement du niveau de pression médicamenteuse exercée
sur la population parasitaire, c¢’est a dire de I’importance de la consommation en anti-

paludiques. Nous verrons que ces résultats de génétique ont des implications
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intéressantes dans 1’organisation de la lutte contre la chimiorésistance et apportent des
¢léments de réflexion pertinents a propos de I’essai "chinois " d’élimination du
paludisme sur Mohéli, et de la situation du paludisme sur 1’ille de Mayotte. Le second
objectif de 1’étude est d’analyser au moyen de ces méme marqueurs si la diversité
génétique des souches de P. falciparum importées a Marseille est représentative de la
diversité globale retrouvée aux Comores. La encore, cette approche génétique permet
de beaucoup mieux apprécier la place de Marseille comme site sentinelle potentiel
pour la surveillance du paludisme comorien.

Ce travail et ses implications pour la lutte anti-paludique ont été exposés aux
partenaires comoriens sur place en septembre 2008 et font I’objet d’un article en cours

de rédaction pour publication dans une revue internationale.
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Figure 1 — Situation des Comores (adapté de (Pafola et al. 2007))
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Partie 2 — Le contexte

2 LE CONTEXTE

21 LES COMORES ET LES COMORIENS

211 Géographie physique et climatique

L’archipel des Comores, situé¢ dans 1’Océan Indien entre Madagascar et les cotes
africaines, entre 11° et 13° Sud et entre 42° et 45° Est, se compose de 4 iles (Fig. 1) : Grande
Comore (GC, Ngazidja), Anjouan (ANJ, Ndzouani), Mohéli (MOH, Mwali) et Mayotte
(MAY, Maoré), elle méme constituée de 2 iles principales, Grande-Terre et Petite-Terre.
L’ensemble de ces terres représente une superficie de 2.233 km?. Les 3 premiéres iles forment
actuellement, en dépit des soubresauts autonomistes internes récurrents, 1’état de I’Union des
Comores. Mayotte est, en dépit du droit international, restée sous administration frangaise
apres la décolonisation et vient de voter son évolution statutaire en département d'Outre-Mer.

D’origine volcanique et émergées a des époques successives, ces iles présentent des
reliefs et des sols différents plus ou moins transformés. Le climat est tropical maritime,
caractérisé par de faibles variations annuelles de température (autour de 26°C au niveau de la
mer) et par des précipitations abondantes (2679 mm par an en moyenne), définissant 2
saisons, 1’une chaude et humide (novembre-avril), 1’autre séche (mai-octobre). De fortes
variations climatiques sont néanmoins observées en fonction de I’altitude, du relief et de
I’exposition par rapport aux vents dominants (cotes Ouest au-vent et Est sous-le-vent). Les
précipitations annuelles varient ainsi de 1000 & 6000 mm selon les endroits, et des minima a
0°C sont enregistrés au sommet du Mont Karthala (2360 m, Grande Comore) (Wikipedia -
L'Encyclopédie Libre 2009).

L’1le de Mayotte, agée et érodée, et dont les sols se sont peu a peu imperméabilisés,
présente de nombreux bassins versants et retenues d’eau propices au développement des
vecteurs du paludisme. Mohéli forme un plateau bordé de plaines cotieres, ou des estuaires et
de nombreux ruisseaux bouchés en saison seéche par des cordons de sable délimitent des
retenues d’eau plus ou moins polluées. Anjouan présente un réseau hydrographique
relativement limité, et les retenues d’eau sont peu nombreuses. Les plaines cotieres y sont
cependant marécageuses. La Grande Comore, ile la plus récente sur plan géologique, est
recouverte de laves trés poreuses empéchant la constitution d’un réseau hydrographique de
surface. Pour palier a ce manque d'eau, un grand nombre de citernes et de bassins d'ablution

ont été construits sur cette le par la population (Blanchy et al. 1999).
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La faune et la flore de l'archipel sont étroitement apparentées a celles de Madagascar,

mais I’isolement géographique a permis I’émergence de nombreuses espéces endémiques.

2.1.2 Une bréve histoire des Comores

Inhabitées jusqu’au V° siécle, les 4 iles de I’archipel des Comores ont connu par la
suite plusieurs vagues de colonisation trés variées. Austronésiens venus d’Asie du Sud-Est
puis Bantous d’Afrique de I’Est, Arabes, Persans "chirazi" (XIII® siécle) et enfin Malgaches (a
l'occasion de razzias au XVIII® siécle) ont donné naissance a une population au métissage
vari¢ selon les iles (Julvez 1995). Les Comoriens parlent ainsi une langue apparentée au
swahili et matinée de nombreux emprunts a I’arabe, le shikomori, dont chaque ile présente
une forme dialectale. Et ils pratiquent trés largement un Islam sunnite modéré accommodé de
coutumes africaines comme le fameux "grand mariage" (anda).

A I’époque ou les Européens "découvrirent" I’archipel au XVI° siécle et en firent un
point de relache sur la route des Indes puis un dépdt a esclaves, celui-ci était politiquement
organisé en plusieurs sultanats dirigés par des familles "nobles" d'origine chirazienne, et
tellement rivaux que les Comores étaient connus dans la région comme "I'Archipel des sultans
Batailleurs". Mais du fait de son intérét stratégique, les Comores devinrent progressivement
protectorat frangais au XIX° siécle puis colonie frangaise au début du XX° siécle. Face aux
velléités indépendantistes, un référendum d’autodétermination fut finalement concédé par la
France en 1974 et les Comores accéderent a I'Indépendance en 1975, amputés cependant de
I'lle de Mayotte dont les habitants, a l'issu d'une campagne contestée, avaient décidé de
demeurer frangais (Michalon 2009). Tandis que le jeune état comorien a depuis fait les frais
d'une instabilité politique récurrente, avec nombre coups d’état dont certains directement
pilotés par la France et mis en ceuvre par le fameux mercenaire Bob Denard, et de velléités
sécessionnistes récurrentes de l'ile d'Anjouan (Caminade 2003), 1'ile particuliérement
stratégique de Mayotte continue d'étre d’administrée par la France, en violation du droit
international et en désaccord avec I'Union des Comores (Caminade 2003). D'un autre coté,
abandonner Mayotte serait maintenant une violation anti-constitutionnelle de 1'unité¢ du
territoire frangais, et 1'lle poursuit ainsi progressivement son intégration dans la communauté
francaise (avec le vote pour la départementalisation de mars 2009), creusant ainsi chaque jour
un peu plus I'écart de "développement" avec un voisin qui peine a prendre son essor et reste

en proie a d'importants défis économiques, sociaux et sanitaires.
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Tableau 1 — Données géographiques et démographiques

Union des Comores France
icull Anjouan Mohéli Mayotte .
(UL (Ndzouani) (Mwali) (Maore) DRI
(Ngazidja)
2
Superficie 2236 km
1.148 km’ 424 km® 290 km® 374 km®
‘:lst(‘)to“lﬂf 61% 60% 95% 99%
798.000 hab (est. ONU 2005)° 50,000 — 80,000
Population (est. 616.000 (est. ONU 2005)" 160.300 I
2005)" 575.400 2003)° : hab d’origine
) . (recensement )" avec : (recensegnent comorienne
296.000 (2003) | 243.700 (2003) | 35.700 (2003) 2002%

Population Env. 850.000 hab 50.000 — 80.000
(approximation Env. 650.000 (est. ONU 2007)" 186.500 hab d’origine
plus récente)” . | (recensement comorienne

Env. 330.000 Env. 280.000 | 37.200 (2007) 2007)"
De“szlf)‘:)g“"z' 258 hab/km® | 575habkm® | 123 hab/km® | 429 hab/km’
Nombre de 200 83 26 100
villages
Villages 70% 51% 80% 80%
cotiers

*d’aprés (Blanchy et al. 1999). La transmission du paludisme est nulle au dessus de 500-600m en Grande Comore et &
Anjouan. Elle est plus importante a proximité des estuaires.
b d’aprés (United Nation Population Division 2007)

°d’aprés (Direction Nationale du Recensement de 1'Union des Comores 2005)
d d’aprés (Institut National de la Statistique et des Etudes Economiques - Mayotte et al. 2003)
¢ d'aprés le recensement effectué en 2007 avant le lancement du programme d'élimination du paludisme a Mohéli (données
du PNLP des Comores, non publiées)
f d’apres (Institut National de la Statistique et des Etudes Economiques - Mayotte 2007)
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~

2.1.3 Démographie générale, I'immigration a Mayotte, les Comoriens de
Marseille

La derniere estimation de la population totale de I’archipel des Comores date de 2005
(Tableau 1) (United Nation Population Division 2007). Basée sur un recensement de 2003
pour I’Union des Comores (Direction Nationale du Recensement de 1'Union des Comores
2005) et de 2002 pour Mayotte (Institut National de la Statistique et des Etudes Economiques
- Mayotte et al. 2003), elle faisait état de pres de 800.000 habitants. Son évolution depuis est
difficile a préciser. En se basant sur le nouveau recensement de la population uniquement
légale effectu¢é en 2007 a Mayotte (Institut National de la Statistique et des Etudes
Economiques - Mayotte 2007), sur un recensement effectué en 2007 & Mohéli dans le cadre
du projet d'élimination du paludisme (données fournies par le PNLP de 1'Union des Comores,
non publiées), et sur un taux d’accroissement naturel de 2,5 a 3% en Union des Comores
(United Nation Population Division 2007), on peut estimer a prés de 850.000 le nombre de
Comoriens vivant sur I’archipel (Tableau 1). Cette population est essentiellement jeune (plus
de 40% a moins de 15 ans) (Institut National de la Statistique et des Etudes Economiques -
Mayotte et al. 2003; Direction Nationale du Recensement de I'Union des Comores 2005). La
Grande Comore est la plus peuplée des 4 iles et Mohéli la moins peuplée. Anjouan et Mayotte
sont les iles dont la population est la plus dense (Tableau 1). Tres attachés a leurs
communautés communales (les mdji) et a leurs iles respectives, les Comoriens présentent
souvent un certain ostracisme vis a vis des autres communautés de I’archipel. Ils se déplacent
néanmoins facilement entre ces iles séparées de quelques dizaines de kilométres. De
nombreux Anjouanais ont ainsi quitté leur 1le pour Mohéli ou Mayotte a 1’occasion des crises
séparatistes qui l'ont secouée ces derni¢res années (notamment en 2008 avec le Président
Bacar), rendant plus difficile encore une bonne estimation des populations respectives de ces
iles.

En raison de I’attrait que représente Mayotte (le PIB par habitant y est 10 fois plus
élevé), et de la proximité culturelle et méme familiale unissant ces iles, entre 10.000 et 20.000
Comoriens y débarqueraient clandestinement chaque année, entassés dans des kwassa-kwassa,
embarcations de fortune aux moteurs fatigués, tenant mal la mer, et victimes de fréquents
accidents meurtriers. Bien qu'environ 20.000 comoriens en situation irréguliere quittent
Mayotte tous les ans (mesures "d’éloignement" ou de reconduites a la fronticre, et départs
"volontaires") (Commission des Lois Constitutionnelles et de la Législation et de
I'"Administration Générale de la République Francaise 2006; Secrétariat Général du Comité

Interministériel de Controle de I’Immigration 2007), I'INSEE estimait ainsi en 2003 a plus de
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55.000 le nombre d’étrangers sur le sol mahorais, soit le tiers de la population (Institut
National de la Statistique et des Etudes Economiques - Mayotte et al. 2003). Selon une
récente étude de I'Inserm (Florence ef al. 2008), 29% de la population serait en effet
constituée de migrants (dont 66% nés a Anjouan, 16% en Grande Comore, et 4% a Mohéli) de
nationalité étrangére (comorienne pour 97% d'entre eux). Ces migrants seraient installés pour
moitié depuis plus de 10 ans et 82% seraient en situation irréguliére. Contrairement a une idée
recue largement répandue, 1'immigration pour raison sanitaire apparait trés minoritaire (11%)
derriére les raisons économiques et familiales. Et bien que plus de la moiti¢é des femmes
accouchant a Mayotte soient de nationalité étrangeére, 1'immigration pour accouchement
semblent trés rare. Ainsi, le droit du sol ne s'appliquant pas automatiquement aux enfants nés
sur le territoire mahorais, 11% de la population serait constituée d'étrangers nés a Mayotte
(Florence et al. 2008). Toujours selon cette enquéte, 20% de la population étrangére en
situation irréguliere agée de plus de 14 ans aurait déja été reconduite "a la fronticre", c'est a
dire sur Anjouan, dont 40% plus d'une fois, ce qui semble inférieur aux données de la
préfecture. 11 s'agit pour la plupart d'hommes de moins de 30 ans, vivant en couple et exergant
une activité¢ informelle (Florence et al. 2008).

Une importante diaspora s’est également constituée dans 1'Océan Indien et vers la
France ces derniéres décennies, notamment en réaction aux difficultés économiques que
connait I’Union des Comores. On dénombre ainsi 40.000 Comoriens sur 1’le de la Réunion et
ils seraient 150 a 200.000 en France métropolitaine selon le Ministére des Affaires Etrangeres
(Ministere Frangais des Affaires Etrangéres 2008).

Marseille, ville tournée vers la mer et construite au fil de ses vagues migratoires,
occupe une place originale dans cette diaspora comorienne. On estime en effet entre 50.000 et
80.000 personnes la communauté comorienne de la ville. Arrivés initialement dans les années
1940 comme marins, les premiers comoriens se fixeérent dans les quartiers centraux de la ville,
comme dockers ou manutentionnaires, puis plongeurs ou cuisiniers dans les restaurants
portuaires suite a 1’évolution technologique et aux crises du transport maritime. Il s’agissait
alors principalement d’hommes seuls originaires en grande majorité de la Grande Comore.
Stimulée par le prestige obtenu par ces anciens "navigateurs" a leur retour au pays, une
immigration masculine et de travail plus intense s’amorca dans les années 1970. Les mesures
de regroupement familial initiées par les autorités francaise en 1974 et la proclamation de
I’Indépendance des Comores en 1975 encourageérent ensuite et jusque dans les années 1990
une grande vague de départs pour I’ancien pays colonisateur et principalement pour Marseille.

Ces familles s’installeérent alors plutdt dans les cités des quartiers Nord de la ville, souvent
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apres une phase de transit dans les quartiers centraux (Direche-Slimani et Le Houérou 2002;
Halifa 2007). Marseille, surnommée parfois "Cinquiéme Ile des Comores", est ainsi devenue
la premiére ville comorienne du monde, et "ses" Comoriens sont en réalité majoritairement

originaires non pas de Mayotte, mais de la Grande Comore.

2.1.4 Une situation économique et sanitaire difficile en Union des Comores

L’Union des Comores est un pays pauvre, occupant en 2008 le 137° rang sur 179 pour
I’Indice de Développement Humain (Programme des Nations Unions Unies pour le
Développement (PNUD) 2008). Son revenu national brut n’était que de 680 US$ par habitant
en 2007 (The World Bank Group 2008). Alors que plus des 2/3 de la population comorienne
est rurale et que prés de 40% exerce dans le secteur primaire (Direction Nationale du
Recensement de I'Union des Comores 2005), I’agriculture y est surtout vivricre et le pays
n’est pas autosuffisant sur le plan alimentaire. Des exportations se limitant a la vanille,
I’ylang-ylang ou les clous de girofle, une industrie balbutiante, et un tourisme peu développé
expliquent également cette situation difficile et renforcent la dépendance du pays vis a vis des
aides de I’Union Européenne, de la Ligue Arabe et des institutions financiéres internationales.
L'importante diaspora comorienne présente & Madagascar et sur les iles de ’Océan Indien
(dont la Réunion), en Afrique de I’Est et en France contribue également activement a soutenir
¢conomiquement le pays, via de nombreux investissements dans les communes d'origine de
ces expatriés. Le volume de ces transferts d’argent, principalement informels, équivaudraient
ainsi au budget de I’Etat comorien (Direche-Slimani et Le Houérou 2002). Mais leur apport
réel dans le développement du pays est néanmoins trés critiqué.

Dans ce contexte, le budget annuel alloué a la santé par le gouvernement comorien
n’est que de 25 USS$ par habitant. Et 40% des dépenses de santé sont ainsi financés par le biais
des aides extérieures. Il n’existe pas de sécurité sociale aux Comores, le systeme de santé
reposant sur le principe du recouvrement des colits. Malgré une couverture sanitaire
relativement dense garantissant I'accés a une structure de soin en moins de 1h pour 90% de la
population, la densité en personnel qualifié, avec un total de 115 médecins et 588 infirmicres
et sages-femmes exercant sur les 3 iles, reste treés en deca de la moyenne de la zone AFRO de
I’OMS. Les taux de mortalité infantile, de mortalité avant 5 ans et de mortalit¢ maternelle y
sont pourtant bien inférieurs a ceux de cette zone, et le pays est en passe de remplir nombre
des Objectifs du Millénaire pour le Développement en matiére de santé (World Health
Organization Regional Office for Africa 2004; Programme des Nations Unions Unies pour le

Développement (PNUD) et Union des Comores 2005; World Health Organization 2006). Un
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flou notable entoure néanmoins ces statistiques émanant des instances onusiennes, les
"Comoros" semblant en effet souvent définis comme les 4 iles au total (ce qui est vrai en droit
international mais faux dans les faits) et on ne peut exclure que la situation sanitaire de
Mayotte tire ces statistiques vers le haut.

Du fait de son rattachement a la France, Mayotte jouit en effet d’un systéme de santé
relativement performant dans ce contexte social de type africain, mais l'offre de soins
demeure trés nettement insuffisante au regard des standards frangais. Outre 1'hopital de
Mamoudzou, qui posseéde des équipements modernes et offre des soins de qualité, I’Tle compte
4 "hopitaux inter-communaux" et 16 centres de soins primaires.Le secteur libéral reste tres
peu développé (Florence et al. 2008). La sécurité sociale y a été implantée en 2005, et les
soins dans le secteur public sont gratuits pour les assurés sociaux et les cas urgents. Les
étrangers en situation irréguliére doivent en revanche déposer une provision financiere (Gisti

2006; Florence et al. 2008).

2.2 HISTOIRE ET ORIGINE DU PALUDISME AUX COMORES

Malgré ses nombreux flux migratoires antérieurs en provenance de zones infestées
(Partie 2.1.2), I’archipel était encore considéré d’aprés les récits de marins comme
relativement exempt de paludisme au XVlIe siecle, a I’exception de Mohéli, escale peu prisée
par les navigateurs mais ou étaient pourtant débarqués les esclaves (Julvez et Blanchy 1988).
La transmission sur l’ensemble de I’lle y fut confirmée en 1905, avec une intensité
particuliere sur les cotes Sud-Ouest et Ouest (Lafont 1905; Julvez et Blanchy 1988). En 1918
I’index splénique (IS) se situait entre 80 et 100%. L’index parasitologique (IP) oscillait a
I’hopital entre 10 et 30% en 1949, et en milieu rural entre 69 et 83% en 1980. En 1987, I’IP
fut mesuré a 47% chez les 2-9 ans (Julvez et Blanchy 1988).

Anjouan demeura une escale pour les marins puis un site de convalescence pour les
colons appréciés jusqu’en deuxiéme moitié du XIX® siécle. L’installation sur I’ile de vecteurs
potentiels fut en effet rendue difficile par un réseau hydrographique limité¢ a quelques zones
marécageuses cotieres seulement. Des zones infestée par les "fievres paludéennes" furent
néanmoins décrites en 1870 puis 1901 (Julvez et Blanchy 1988). En 1949, I'IP était mesuré a
20% sur la cote et a 12% sur les hautes terres. Il variait de 25 a 68% en 1980, puis de 43 a
58% chez les 2 & 9 ans en 1987. L’infestation maximale était alors observée sur la cote Sud-

Ouest (Julvez et Blanchy 1988).
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La Grande Comore fut exempte de paludisme jusqu’au premier quart du XX° siécle
du fait d’une absence totale de réseau hydrographique de surface en raison de sols
volcaniques jeunes, non encore latéritisés et encore trés poreux (Julvez et Blanchy 1988).
Mais la construction de citernes d’eau pluviale dans les années 1915-1920 grace a la relative
prospérité que conféra a I’ile ’essor de la vanille, du clou de girofle et de 1’ylang-ylang,
entraina la probable installation de P. vivax dans le sud de I’ile dés 1919-1920, puis une
¢épidémie de grande ampleur a P. falciparum en 1923-1925 a partir du nord de 1’ile, marquée
par une mortalité importante (15 a 35% de la population). Le paludisme demeura par la suite
endémique sur toute I’ile (Julvez 1995). L’IP chez des enfants de Moroni fut ainsi mesurée a
17,5% en 1949, puis entre 43 et 58% sur une population de 2 a 9 ans en 1987 (Julvez et
Blanchy 1988).

Alors que plusieurs témoignages font état de la salubrité de Mayotte aux XVII® et
XVIII® siécles, les premiers indices d’impaludation remontent au milieu du XIX® siécle. La
maladie se serait installée sur 1’ile a I’occasion des invasions malgaches. Et les "fievres
intermittentes" puis "paludéennes" décrites en 1870 rendirent alors 1I’ile particulierement
insalubre (Julvez et Blanchy 1988). Malgré quelques campagnes ponctuelles de lutte anti-
vectorielle et notamment de pulvérisation intra-domiciliaire d’insecticides (1954) et une
chimiothérapie de masse (instaurée en 1968), 'IP demeurait a 36,5% en 1972 et 25,5% en
1976 (Julvez et Blanchy 1988; El-Amine Ali Halidi 1995). A partir de 1976 (apres
I’indépendance comorienne) un programme intégré d’éradication du paludisme sur Mayotte
fut instauré, associant : chimioprophylaxie de masse par chloroquine ; lutte antivectorielle
avec aspersions intradomiciliaires réguliéres d’imagocides, épandage du larvicide Téméphos®
dans les gites a anopheles et utilisation de poissons larvivores (les "guppies") dans les
collections d’eau naturelles ou artificielles permanentes ou semi-permanentes ; et dépistage
parasitaire passif chez tout consultant fébrile, actif dans les zones de micro-foyers
épidémiques et chez les voyageurs maritimes arrivant a Mayotte. Les résultats furent dans un
premier temps spectaculaires avec un IP de 0,9% en 1980, et le paludisme ne fut plus
considéré comme un probléme de santé publique. La situation resta stable jusqu’en 1991
malgré la survenue en 1984, dans les suites d’un cyclone, d’une flambée épidémique
circonscrite a la partie Sud de Grande Terre (412 cas). En 1991, une épidémie a P. falciparum
d’ampleur plus importante et partie de I’extréme Sud de I’ile causa 1724 cas dont 129 accés
graves et 4 déces (Julvez et Blanchy 1988; El-Amine Ali Halidi 1995). Malgré ceci, les efforts

de lutte anti-vectorielle et de surveillance se sont affaiblis a partir de 1996, permettant la
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réimplantation endémique du paludisme a Mayotte avec un nombre annuel de cas déclarés

variant autour de 1.000 (Quatresous et al. 2005).

Etant donné la longueur du voyage maritime entre 1’ Asie et les Comores, I’origine de
Plasmodium falciparum est vraisemblablement africaine ou malgache (Julvez 1995), bien
qu’aucune données génétique ne soit a ce jour venue étayer cette hypothése. Plasmodium
vivax est d’origine beaucoup plus incertaine. Bien que présent en Afrique de I’Est ou la
population n’est pas déficitaire pour I’antigéne Duffy, la possibilité de réviviscences
sporogoniques rend également possible son importation directe depuis 1’Asie au cours des
longs voyages trans-océaniques (Julvez et Blanchy 1988).

Les 2 principaux vecteurs du paludisme sont aux Comores Anopheles gambiae s.s.
(forme S ou "savane" (Leong et al. 2003)), présent sur les 4 iles, et An. funestus, absent de la
Grande Comore (Julvez et Blanchy 1988). Ces deux especes ne trouvant généralement pas sur
les navires de gites propres a leur reproduction, leur importation sur 1’archipel se fit
probablement a I’occasion de transports maritimes de courte durée, vraisemblablement depuis
les cotes est-africaines. Cette origine africaine est également suggérée pour Anopheles
gambiae s.s. par des études de cytogénétique (Petrarca et al. 1990), mais une arrivée fortuite
de cette espeéce a I’occasion d’un cyclone ne peut pas étre exclue du fait de son caractére
héliophile (Julvez 1995). De méme, Anopheles funestus a vraisemblablement aussi été
transporté d'Afrique continentale, la population d'An. funestus retrouvée a Mohéli étant
génétiquement distincte des populations malgaches (Ayala et al. 2006). L’époque
d'implantation de ces vecteurs est connue avec précision uniquement pour An. gambiae s.s. en
Grande Comore (construction de citernes apres la Premi¢re Guerre Mondiale).

Les parasites, bien que peut-&tre importés de longue date via les voies commerciales,
n’arriveérent ainsi probablement en masse qu’a la faveur des grands mouvements humains des
XVII® et XIX® siécles, qui apportérent des populations impaludées (malgaches et esclaves
africains) et des populations naives pour le paludisme. L’arrivée d'anopheles sur des biotopes
réceptifs, naturels ou bien créés par ’homme, fut également massive a cette €poque, et la
conjonction de ces deux facteurs explique certainement le caractére "épidémique" des
premicres manifestations du paludisme décrites historiquement sur chacune des iles de

I’archipel (Julvez et Blanchy 1988).
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2.3 QUELQUES RAPPELS UTILES DE PALUDOLOGIE

2.3.1 Généralités — le poids de la pandémie

Le paludisme, principalement la forme causée par le parasite hématozoaire
Plasmodium falciparum, est actuellement responsable d’une pandémie majeure. Et bien que
son aire de répartition, qui s'étendait jusqu'aux régions arctiques de la Russie, se soit
considérablement réduite au cours du siécle écoulé (Hay et al. 2004), cette maladie menace
toujours environ 50% de la population mondiale, principalement en zone intertropicale et plus
particulicrement en Afrique Sub-Saharienne. Soixante pourcent des 300 a 500 millions de cas
de paludisme et 90% du million de morts annuels par paludisme surviennent en effet dans
cette région du monde, ou cette infection reste ainsi responsable de 50% des consultations,
20% des hospitalisations et 20% des déces, qui affectent préférentiellement les nourrissons et
les enfants (Roll Back Malaria et al. 2005). En effet, aprés les succeés des premiéres décennies
de lutte antipaludique, qui ont dans les années 50 et 60 conduit les experts de 'OMS a
naivement caresser le réve d'une éradication du paludisme (Mouchet et al. 2004), le nombre
de cas et de déces s'est drastiquement accru depuis une vingtaine d’années, avec notamment la
survenue d'épidémies de grande ampleur dans des zones ou l'endémicité avait été réduite.
Divers facteurs ont été évoqués pour expliquer cet échec du Programme mondial
d'éradication du paludisme et le retour en force de la maladie dans les régions inter-

tropicales et surtout en Afrique Sub-saharienne (Mouchet et al. 2004; Greenwood ef al. 2005)

* Efficacité décroissante des antipaludiques classiques efficaces et bons marché que sont
la chloroquine et I’association pyriméthamine-sulfadoxine, facteur principal en
Afrique Sub-Saharienne (Trape 2001; Roper et al. 2004);

* Echec des grands programmes de démoustication avec développement de la résistance
des Anopheles aux insecticides comme le DDT (dichloro-diphényl-trichloroéthane) et
les pyréthrinoides ;

* Diminution voire effondrement des efforts de lutte anti-paludique dans de nombreux
pays du fait de I’instabilité civile et politique, des difficultés économiques... ;

* Augmentation de la population dans les zones d’endémie et accroissement des
mouvements de population au sein des zones a risque (réfugiés et déplacés, voyageurs
intra- et inter-continentaux...) ;

* Apparition de conditions climatiques plus favorables au cycle du paludisme comme

les inondations et le réchauffement climatique (qui favorise la transmission en zone
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d’altitude). Les épisodes de secheresse au Sahel de ces derniéres décennies auraient
cependant plutdt conduit a un recul de la maladie dans cette zone ;

* Epidémie de I’infection a VIH, responsable d’une possible susceptibilité accrue au
paludisme et d’un déplacement des efforts de lutte anti-paludique vers le controle de
cette épidémie virale. A I’inverse, le paludisme pourrait exacerber 1’infection a VIH
(Roll Back Malaria et al. 2005). Ces influences réciproques restent néanmoins

controversées ;

Dans les années 70, une stratégie de lutte (control en anglais) s'est donc substituée de
facon plus réaliste a celle de 1'éradication. Actuellement basée sur le diagnostic et le
traitement rapide des cas, grace au développement et a la diffusion des tests de diagnostic
rapide et des combinaisons thérapeutiques a base de dérivés d’artémisinine ou ACT
(artemisinin-combined therapy), et sur la prévention, grice aux moustiquaires de lit
imprégnées d’insecticide, a la pulvérisation intra-domiciliaire d'insecticides et a la
chimioprophylaxie intermittente ciblée aux groupes a risques (enfants et femmes enceintes),
cette stratégie a su induire ces derniéres années une progressive décroissance de la morbi-
mortalité liée au paludisme, qui, dans certaines régions, est ainsi retombée aux niveaux
observés avant 'avénement de la chloroquinorésistance (Barnes et al. 2005; Nyarango et al.
2006; Bhattarai et al. 2007). Dans ces conditions et sous I'impulsion des grands bailleurs de
fonds, la possibilité d'une élimination locale est & nouveau envisagée dans les régions a
transmission faible a modérée et sous certaines conditions, et 'éradication de la maladie est a
présent le nouvel objectif affiché (Lines ef al. 2007; Roberts et Enserink 2007; World Health
Organization 2007; Feachem et Sabot 2008; Roll Back Malaria 2008; Mendis et al. 2009). On

attend néanmoins toujours la mise au point d'un vaccin efficace...

2.3.2 Notions de biologie parasitaire et vectorielle

Parmi les quatre especes plasmodiales couramment reconnues pathogeénes chez
I’homme (Plasmodium falciparum, P. vivax, P. ovale et P. malariae, auxquelles on ajoute
désormais P. knowlesi, espéce zoonotique du singe responsable d’une nombre important
d'infections humaines en Asie du Sud-Est (Cox-Singh et al. 2008; White 2008)), I’espece P.
falciparum est a la fois la plus répandue (90% des cas en Afrique, 50% en Asie et en
Amérique) et la plus sévere.

Ces parasites intracellulaires sporozoaires coccidiomorphes (unicellulaires de

I’embranchement des Apicomplexa), hématozoaires (comportant une phase sanguine), et
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Figure 2 — Cycle du paludisme a Plasmodium falciparum (d’apres un dessin de Cécile Moreau,
Institut Pasteur)
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haploides (IN chromosomes), sont transmis a I’homme par piqlre des femelles moustiques
du genre Anopheles (famille des Culicidae). Parmi les 456 espéces d’anopheles recensées
dans le monde, 60 sont reconnues aptes a la transmission du paludisme humain, et A. gambiae
sensu stricto, A. funestus et A. arabiensis sont les vecteurs les plus importants en Afrique Sub-
Saharienne (Kiszewski et al. 2004; World Health Organization). Seules les femelles
anopheles sont hématophages et piquent I’homme pour assurer la maturation de leurs ceufs.
Apres 2 jours de digestion (cycle gonotrophique), les ceufs sont pondus dans un gite larvaire
d'eau douce de préférence calme, claire, non polluée et d’une température supérieure a 18°C.
De chaque ceuf sort une larve qui, apres 4 stades larvaires, donne une nymphe d'ou émerge un
moustique adulte (imago). De 1'ceuf a I'adulte s'écoulent entre 8 jours (2 31°C) a 20 jours (a
20°C). Les femelles sont ensuite fécondées puis se mettent en quéte d'un premier repas
sanguin qui survient an général entre le 3° et le 6° jours aprés I'émergence. Leur périmétre
d’action est de quelques centaines de métres seulement. Elles sont plus ou moins endophiles
ou exophiles (tropisme ou non pour l'intérieur des habitations humaines), anthropophiles ou
zoophiles (certaines se nourrissant surtout sur 'homme, le chien ou le beeuf, d'autres n'ayant
pas de préférence marquée), selon les especes et des régions. Elles piquent principalement
entre le coucher et le lever du soleil, et les pics d'agressivité varient également selon les
especes et les régions. Alternant pontes et repas sanguins, leur durée de vie varie de 3 a 12
semaines selon les conditions climatiques. Lorsque celles-ci se font trop dures (absence de
gite, baisse de l'hygrométrie ou de la température), certaines femelles peuvent attendre
plusieurs mois le retour de conditions favorables a la ponte (Craig et al. 1999; Mouchet et al.
2004; Boutin et al. 2005).

Lors de la piqlre (Mouchet et al. 2004; Boutin et al. 2005) (Fig. 2), les sporozoites de
Plasmodium contenus dans les glandes salivaires du moustique parasité gagnent le foie via la
circulation générale. Il s’y produit une premicre reproduction asexuée dans les hépatocytes
(schizogonie pré-érythrocytaire), qui libére des dizaines de milliers de mérozoites.
D’hépatocytaire, le cycle du parasite devient ensuite érythrocytaire, avec envahissement des
hématies par les mérozoites, qui se transforment en trophozoites. Puis a 1’occasion de leur
évolution en schizonte, une nouvelle reproduction asexuée a lieu, aboutissant a 1’éclatement
des hématies parasitées et a la libération de nouveaux mérozoites aptes a parasiter de
nouveaux globules rouges (schizogonie érythrocytaire). Chez P. falciparum, un cycle
érythrocytaire dure environ 2 jours, et la répétition des cycles aboutit au parasitage d’un trés

grand nombre d’hématies (parfois >10'%), et a ’apparition de signes cliniques.
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Les trophozoites ont également la capacité¢ d’évoluer en gamétocytes males ou
femelles, les formes sexuées du parasite. A ’occasion d’une nouvelle piqiire d’anophéle,
ceux-ci peuvent alors étre ingérés par le moustique et se féconder dans son estomac. Cette
reproduction sexuée donne alors naissance a un zygote, unique phase diploide (présence de
2N chromosomes) du parasite. Cette bréve phase diploide est 1’occasion de nombreuses
recombinaisons méiotiques. Si les 2 gametes ayant fusionné sont issus de clones différents du
parasite (en cas de multiparasitisme chez le patient source), ce réassortiment de chromosomes
différents produit de nouvelles combinaisons alléliques et donc de la diversité ou
polymorphisme génétique (Su et al. 2007). Le zygote évolue ensuite rapidement en ookinéte
qui traverse l'estomac de I'anoph¢le pour gagner I’hémolymphe et s’y transformer en oocyste.
Ce dernier produit alors une treés grande quantité de sporozoites qui migrent vers les glandes
salivaires, a partir desquelles ils sont préts a étre injectés a I'homme a ’occasion d’une
nouvelle piqiire. Ces différentes étapes constituent la phase sporogonique du cycle, dont la
durée varie pour P. falciparum entre 8 et 21 jours selon la température (minimum 18°C,
maximum 33°C). Pour qu'une femelle puisse transmettre le paludisme il faut donc qu'elle ait
une durée de vie supérieure au cycle sporogonique. Mais une fois celui-ci complété, la
femelle reste infectante toute sa vie. Ainsi, plus une femelle est agée, plus elle a de risque
d'étre infectée, et plus elle est a risque de transmettre la maladie lors de ses repas sanguins

ultérieurs (Craig et al. 1999; Mouchet et al. 2004; Boutin et al. 2005).

2.3.3 Eléments d'épidémiologie du paludisme a Plasmodium falciparum

L'existence d'un "paludisme autochtone" dans une région nécessite plusieurs
conditions : présence d'espeéces anophéliennes génétiquement compétentes pour assurer le
cycle du Plasmodium ; gites larvaires suffisamment productifs pour entretenir une densité de
vecteurs minimale ; anophé¢les anthropophiles et de longévité suffisante ; patients humains
porteurs de gamétocytes (Mouchet ef al. 2004). Les conditions géoclimatiques
(environnement écologique, température et précipitations), jouent donc un rdle majeur dans le
cycle du Plasmodium, la reproduction des anopheles et donc sur les niveaux de transmission

et d'endémicité du paludisme.

Mesure, déterminants et classification de la transmission du parasite

L'évaluation du niveau de transmission s'effectue classiquement par la mesure le taux
d’inoculation entomologique. Celui-ci correspond au nombre de piqlires infectantes par

homme et par unité de temps (pi/h/an ou nuit), déterminé au mieux par capture d'anopheles
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sur appat humain et détermination de la proportion de femelles infectés (mesure de l'indice
sporozoitique par dissection des glandes salivaires ou par recherche de I'antigéne
circumsprorozoitique (CSP) par méthode ELISA) (Mouchet et al. 2004).

Ce niveau de transmission dépend ainsi d'une part du niveau d'endémicité palustre
dans la population humaine considérée. Il dépend d'autre part de la compétence vectorielle
intrinséque de chaque anophele femelle a assurer un cycle sporogonique. Cette compétence
vectorielle varie selon la température du milieu et les espéces anophéliennes, dont les aires
géographiques de répartition ne sont pas les mémes. Le niveau de transmission dépend enfin
de la capacité vectorielle de la population de vecteurs, qui correspond au nombre de
nouvelles inoculations attendues par jour a partir d'un cas humain infectant en contact avec
une population anophélienne. Il s'agit d'un indice essentiellement entomologique dépendant
de la densité des vecteurs, de leur comportement (anthropophilie), de la durée de vie des
adultes, de la durée du cycle sporogonique, autant de facteurs influencés par l'espéce
anophélienne, l'espéce plasmodiale et les conditions géoclimatiques. La variété de ces
conditions explique ainsi en bonne partie la grande diversité des situations épidémiologiques
du paludisme observée en zones d’endémie et le fait que le niveau de transmission soit
sensible aux mesures de lutte antivectorielle et de protection contre les piqlires, mais
¢galement a I’acces aux traitements (Mouchet et al. 2004).

Sur cette base, la notion de stabilité du paludisme a ét¢ introduite par McDonald dans
les années 50 (MacDonald 1952; Mouchet et al. 2004), correspondant a la pérennité de la
transmission, sa sensibilité aux changements climatiques, et sa vulnérabilité aux interventions.
Un indice de stabilité prenant en compte des facteurs exclusivement entomologiques a ainsi
permis de définir les zones a paludisme stable, les zones a paludisme instable ou des
épidémies peuvent survenir, et les zones a paludisme intermédiaire (MacDonald 1952).
D'apres ces critéres, les Comores sont considérés comme une zone a paludisme stable. Plus
récemment, des représentations cartographiques basées sur un indice d'adaptation climatique
(climate suitability) a la transmission du paludisme ont été développées et mises a disposition
par le projet de collaboration internationale ARMA (Atlas du Risque de la Malaria en
Afrique) (ARMA et Atlas du Risque de la Malaria en Afrique; Craig et al. 1999), et un autre
indice de stabilit¢ actuelle et potentielle de la transmission basé sur des données

entomologiques et climatiques a également été proposé (Kiszewski et al. 2004).

Indicateurs et classification de l'endémie palustre
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Figure 3 — Distribution épidémiologique du paludisme dans le monde selon 1'endémicité
(d'apres (Mouchet et al. 2004))
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L'endémie palustre est estimée par la prévalence, qui correspond a la proportion de
sujets porteurs de Plasmodium dans un site donné, a une date donnée, et dans une classe d'age
donnée. Cette prévalence a longtemps été mesurée par l'indice splénique (IS), c'est a dire le
pourcentage d’individus d’une méme classe d’age, classiquement les 2-10 ans, présentant une
splénomégalie palpable. Cette mesure étant subjective et peu spécifique, on utilise
actuellement 1'indice parasitologique (IP), c’est a dire le pourcentage d’individus d’une méme
classe d’age, habituellement les 2-10 ans, présentant une parasitémie positive. La mesure
dépend bien évidemment de la méthode d'examen utilisée (goutte épaisse, frottis mince, QBC
Malaria Test”, biologie moléculaire (PCR)...), et la goutte épaisse reste la méthode standard.
Les faibles parasitémies ne sont cependant pas forcément associées a des manifestations
cliniques, et d'autres indicateurs viennent compléter la prévalence pour mieux apprécier le
degré d'endémie palustre. La densité parasitaire, associée a la notion seuil pyrogénique qui
dépend du niveau de prémunition (et donc de la transmission, de I'dge et de la sensibilité
individuelle), permet ainsi de différencier parasitose-maladie et parasitose-infection.
L'incidence clinique est également utilisée pour traduire directement la morbidité du
paludisme. Elle correspond au nombre de nouveaux cas, rapport¢ a 1000 habitants d'une
population ou une tranche d'dge définie, et a un laps de temps donné (en général un an). Basée
la plupart du temps sur la déclaration des cas et leur recensement par les systemes de
surveillance épidémiologique des pays touchés, lorsqu'ils existent, la quantification fiable de
la morbidité du paludisme dans le monde est cependant trés difficile. Enfin, des indicateurs
sérologiques déterminés par immunofluorescence indirecte, hémagglutination passive ou de
plus en plus par ELISA, détectent la présence d'anticorps anti-Plasmodium, qu'ils soient
protecteurs ou non. Ces méthodes ne sont donc pas un moyen de quantifier la prémunition
(Mouchet et al. 2004). Tout au plus apportent-elles une estimation du niveau de transmission
(ELISA anti-CSP) (Orlandi-Pradines et al. 2006).

Une classification des zones d'endémie basée sur I'IP chez les enfants de 2 a2 9 ans a
été proposée dans les années 50 par Metselaar et Van Thiel (Metselaar et Van Theil 1959),
définissant les zones holoendémiques (IP toujours > 75% chez les enfants de 1 an, avec forte
mortalit¢ infantile et diminution de la densité parasitaire avec l'age), les zones
hyperendémiques (IP toujours > 50%), les zones méso-endémiques (IP de 11% a 50%), et les
zones hypoendémiques et épidémiques (IP < 10% mais pouvant augmenter a certaines saisons
et lors des épidémies) (Fig. 3). Comme nous le verrons au chapitre 3, 1'endémicité palustre
aux Comores est trés contrastée, car hypo-, méso-, ou hyper- voire holoendémique selon les

zones. Cette classification présente cependant un intérét limité puisque, basée sur la seule
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Figure 4 — Faciés épidémiologiques du paludisme a Plasmodium falciparum en Afrique
(d'apres (Mouchet et al. 2004))
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prévalence, elle ne prend en compte ni le développement de la prémunition avec 1'age, qui
s'accompagne d'une réduction du pourcentage des porteurs de parasites et des malades, ni la

composante vectorielle et la transmission (Mouchet et al. 2004).

Facies épidémiologiques

Bien que les interactions entre transmission et endémicité soient encore mal
comprises, les lacunes des classifications épidémiologiques ne prenant pas en compte a la fois
ces 2 grandes composantes ont conduit Carnevale ef al. a proposer en 1984 le concept de
faciés épidémiologique (Carnevale et al. 1984), défini comme un ensemble de lieux dans
lesquels le paludisme présente les mémes caractéristiques, de transmission et de stabilité,
d'éndémicité et de prévalence parasitaire, de développement de l'immunité et d'incidence
clinique. 11 traduit ainsi la diversit¢ de la dynamique des relations
milieu/vecteur/parasite/maladie (Mouchet et al. 2004). Initialement appliquée a 1'Afrique
occidentale et centrale, la méthode a été étendue au reste de 1'Afrique (Fig. 4) et a 1'Asie du
Sud-Est, découpant plusieurs strates épidémiologiques au sein desquelles la situation n'est
cependant pas homogéne. On distingue ainsi (Mouchet et al. 2004; Boutin et al. 2005):

* Les faciés stables (équatorial et tropical en Afrique, Fig. 4), ou la transmission est
forte (plus de 50 piqires infectantes’/homme/an, et parfois jusqu’a 1000) pendant une
longue période de 1’année (pérenne dans le faci¢s équatorial, > 6 mois dans le facics
tropical). Cette transmission entraine un paludisme hyperendémique (IP 51-75%,
endémicité intense avec périodes sans transmission pendant la saison séche mais a
recrudescence saisonniére longue), voire holoendémique (IP>75%, toute I’année), sans
épidémie. Trente a 50% des acces fébriles sont d'origine palustre. La prémunition est
acquise tot dans l'enfance (5 ans dans le faci¢s équatorial et 10 ans dans le facies
tropical). On observe ainsi des anémies palustres séveres chez les nourrissons et des
neuropaludismes chez I’enfant responsables d’une lourde mortalité, et une fréquence
importante de parasitémies asymptomatiques chez les sujets plus agés. Les Comores
correspondent a un faciés équatorial.

* Le faciés intermédiaire (sahélien en Afrique, Fig. 4), ou la transmission (entre 2 et 50
pi/pers/an) est a recrudescence saisonnicre courte (< 6 mois par an). Le paludisme y
est mésoendémique (IP 11-50%). Soixante-dix pourcent des accés fébriles sont
d'origine palustre pendant la saison des pluies. La prémunition dépend de la durée de
transmission mais elle est lente a s’établir. La maladie touche ainsi toutes les classes

d’age mais la tolérance reste bonne chez les adultes.
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* Les faciés instable (sahélo-saharien, montagnard et austral en Afrique, Fig. 4), ou la
transmission, de faible niveau et de bréve durée (voire absente certaines années) car
limitée par une saison des pluies courte et/ou une température peu favorable, subit de
fagon importante les variations climatiques. Elle entraine un paludisme
hypoendémique (IP<10%), avec variations annuelles et survenue d’épidémies causant
une mortalité importante dans toutes les classes d’age, du fait d’une prémunition faible

voire nulle.

Epidémies

Des épidémies peuvent survenir dans les zones de paludisme instable, déclanchées par
de faibles modifications des facteurs de transmission sur une population dépourvue
d'immunité de prémunition (Mouchet et al. 2004). Les épidémies sont a distinguer des
recrudescences saisonni€res qui suivent en général l'arrivée des pluies ou le retrait des cours
d'eau, mais elle peuvent s'y surajouter. Ces déclencheurs peuvent étre des pluies excédentaires
(Ouganda 1995, Mayotte 1984...), une augmentation inhabituelle des températures en
montagne, ou des changements de I'environnement et des méthodes culturales (riziculture).
L'arrét des traitements insecticides au cours des derniéres décennies, laissant sans protection
des populations sans immunité, serait cependant l'une des causes principales des épidémies
observées au Sri Lanka, en Inde, a Madagascar (etc...). Les années précédant une épidémie
sont généralement marquées par une augmentation sensible du nombre de cas permettant la
reconstitution d'un réservoir de parasites suffisant. Il importe donc de détecter au plus tot ces

"prémices" afin de mettre en place a temps des mesures préventives (Mouchet et al. 2004).

2.3.4 Le développement de la chimiorésistance de P. falciparum

Les antipaludiques

La quinine est I’'un des plus anciens antipaludiques connus. La molécule est en effet
présente a 1’état naturel dans I’écorce des arbres cinchona d’Amérique du Sud, utilisée de
maniére ancestrale par les Incas pour traiter les fievres. Son application aux fievres palustres
fut initialement le fait des missionnaires jésuites, puis 1’écorce fut introduite en Europe au
début du 17° siécle comme antipaludique, et la quinine en fut finalement isolée en 1820
(Wongsrichanalai et al. 2002; Baird 2005). Les propriétés antipaludiques exceptionnelles de
la chloroquine, ne furent, elles, découvertes qu’apres que les Etats Unis d’Amérique aient

volé la molécule a I’Allemagne durant la Deuxieme Guerre Mondiale. Introduite en 1945, sa
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Tableau 2 — Caractéristiques des différentes molécules antipaludiques

P
Molécule Stade parasitaire cible Utilisation félSX$)
Antipaludiques naturels
Quinine (Quinimax”...) QN  Schizonticide érythrocytaire  Curatif 1,50
Artéméther (Paluther®...) AM  Schizonticide érythrocytaire  Curatif
Artésunate (Arsumax”...) AS et gamétocytocide
. N DA
Dihydroartémisinine
Amino-4-quinoléines
Chloroquine (Nivaquine®...) CQ  Schizonticide érythrocytaire  Préventif et curatif 0,10
Amodiaquine (Flavoquine”...) AQ Curatif
Pipéraquine
Amino-8-quinoléines
Primaquine (Primaquine®) Schizonticide érythrocytaire  Eradication des 1,70
Tafénoquine (en développement) et tissulaire, et formes latentes de
gamétocytocide P. vivax et ovale
Amino-alcools
Méfloquine (Lariam™) MQ Schizonticide érythrocytaire  Préventif et curatif 2,60
Halofantrine (Halfan®) H Curatif
Luméfantrine L
Anti-foliques et anti-foliniques
Pyriméthamine-Sulfadoxine P-S  Schizonticide érythrocytaire  Curatif 0,10
(Fansidar®) Préventif grossesse
et nourrissons
Proguanil/chlorproguanil/cycloguanil PG Préventif
(Paludrine®)
Dapsone D
Autres
Atovaquone Ato  Schizonticide érythrocytaire  Préventif et curatif
Pyronaridine
Doxycycline (Doxypalu®) Do  Schizonticide érythrocytaire  Préventif et curatif
Macrolides, fluoroquinolones. .. Schizonticide érythrocytaire ~ Curatif
ACT (artemisinin-combined therapy)
A+L (Coartem®, Riamet®) Schizonticide érythrocytaire  Curatif 1,40
A+AQ (ASAQY) et gamétocide <1,00
A+M (Artequin®) 5,00
A+pipéraquine (Artekin®)
A+P-S (Arsudar®) 1,40
A+pyronaridine
A+Ato+PG
Autres associations
C+PG (Savarine®) Préventif
Ato+P (Malarone®™) Préventif, curatif 48,00
P+D (Maloprim®) Curatif
Q-+doxycycline Curatif
Q+macrolide Curatif
Chlorproguanil+D (Lapdap®) +/-A Curatif

* Prix d’un traitement pour un adulte, en US$, d’aprés (Bosman et Mendis 2007) et 1'International Drug Price
Indicator Guide (IDPIG) 2009 (http://erc.msh.org/mainpage.cfm?file=1.0.htm&module=DMP&Ilanguage=english)
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supériorité s’imposa treés vite et la molécule devint la pierre angulaire de la chimiothérapie
antipalustre pour les 40 années suivantes, du fait de sa grande efficacité, de son faible coft, de
son administration aisée et de sa bonne tolérance. Mais [’arrivée et 1’expansion de la
chloroquino-résistance ont peu a peu rendu nécessaire le développement d’autres molécules
antipaludiques comme la pyriméthamine-sulfadoxine (devenue pendant longtemps le
traitement de seconde ligne du paludisme chloroquino-résistant), la méfloquine, 1’atovaquone-
proguanil, ou les dérivés de 1’artémisinine. Une chimiorésistance est cependant apparue pour
nombre de ces molécules a leur tour (Wongsrichanalai et al. 2002).

Dans la pharmacopée traditionnelle chinoise, des infusions préparées a partir de
I’armoise chinoise (Artemisia annua) sont utilisées pour traiter les fiévres depuis un
millénaire. La molécule active, 1’artémisinine fut isolée par les scientifiques chinois lors de la
guerre du Vietnam, et ses dérivés semi-synthétiques rentrent actuellement dans la composition
des traitements antipaludiques les plus efficaces et les plus prometteurs a ce jour (les ACT)
(Wongsrichanalai et al. 2002).

Le Tableau 2 synthétise les différentes molécules, regroupées par familles
pharmacologiques, et les combinaisons disponibles sur le marché des anti-paludiques. Toutes
n’ont pas le méme spectre d’activité sur les parasites de Plasmodium. La plupart ne tuent que
les stades asexués sanguins (schizonticides érythrocytaires), avec des capacités de réduction
parasitaire allant de 10 (doxycycline) a 10* (artémisinine et dérivés). Certaines, comme la
primaquine, sont également actives contre les stades asexués hépatiques (schizonticides
tissulaires) et les gamétocytes (Baird 2005). Les modes d’action de ces molécules ne sont
encore pas tous connus. Leur facilité d’administration et leur tolérance varient beaucoup, ainsi
que leur colit de fabrication et de distribution. Pour ces raisons, les populations impaludées se
sont massivement tournées vers la chloroquine et la pyriméthamine-sulfadoxine au cours des
50 derniéres années. Et sans surprise, des clones de P. falciparum résistants a ces deux

antipaludiques sont rapidement apparus et se sont largement répandus.

Le poids de la chimiorésistance de Plasmodium falciparum

Des mutations géniques conférant au P. falciparum une résistance aux antipaludiques
surviennent spontanément, avec une probabilité faible cependant. Les parasites mutés, en
proportion minime a l’état naturel, peuvent ensuite étre sélectionnés en cas de pression
médicamenteuse — ils sont alors "avantagés" — et envahir les régions ou cette pression est
forte. In fine, de nombreux facteurs contribuent au développement et a I’expansion de clones

chimiorésistants. Les caractéristiques des médicaments utilisés comme leur absorption, leur
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Tableau 3 — Dates d’introduction et d’observation des premiers cas de résistances aux
antipaludiques (adapté de (Wongsrichanalai et al. 2002))

Médicament Introduction Premier cas Délai Remarques

antipaludique (année) de résistance (années)

Quinine 1632 1910 278

Chloroquine 1945 1957 12 Arrivée en Afrique de
I’Est: 1978
Expansion a I’ensemble
de I’ Afrique
Subsaharienne : 1988

Proguanil (cycloguanil) 1948 1949 1

Pyriméthamine-sulfadoxine 1967 1967 0

Meéfloquine 1977 1982 5

Halofantrine 1988 1990 2

Atovaquone 1996 1996 0

Atovaquone-proguanil 1996 2001 5

Chlorproguanil-dapsone 2003 2003 0

Dérivés de 1’artémisinine Années 70 / / Pas de véritable cas de
résistance prouvée

ACT 1994 Diminution d'efficacité

de certains ACT en Asie

Figure 5 — Répartition de la chimiorésistance de Plasmodium falciparum en 2004
(d'apres (World Health Organization 2005))

Areas where malaria transmission occurs (high/low)

P. falciparum chloroquine resistance
P. falciparum sulfadoxine-pyrimethamine resistance
P. falciparum mefloquine treatment fallures

Malaria-free areas

Source: ®WHO, 2005
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demi-vie, leurs résistances croisées éventuelles jouent un réle important. Le mésusage des
traitements disponibles, avec automédication, prescription présomptive, doses sub-
thérapeutiques ou cure de trop courte durée, semble cependant étre le facteur essentiel. Une
faible immunité de 1’hote favorise également 1’expansion de ces résistances. L’influence du
niveau de transmission est, elle, complexe et difficile a établir. Il semblerait néanmoins que la
plupart de ces mutations se soient développées en Asie du Sud-Est, ou la faible transmission
entraine paradoxalement une biomasse parasitaire plus importante que dans les régions a
transmission plus forte du fait d’une prémunition plus faible de la population
(Wongsrichanalai et al. 2002; Baird 2005; Conway 2007).

C’est ainsi qu’il a suffit de quelques années seulement pour qu’apparaissent et soient
sélectionnés 2 clones de P. falciparum mutants sur le géne Pfcrt et résistants a la chloroquine
(CQ) ('un sur la fronticre Colombie-Venezuela, et I'autre sur la frontiere Thailande-
Cambodge), et qu’ils migrent a travers I’Amérique du Sud pour le premier et la quasi-totalité
de I’Asie puis de I’Afrique Sub-Saharienne pour le second (Tableau 3) (Wongsrichanalai et
al. 2002; Hyde 2005). Un phénoméne similaire s’est produit pour la pyriméthamine-
sulfadoxine (P-S, Fansidar™), I’autre antipaludique trés bon marché et massivement utilisé¢
suite a ’expansion de la chloroquino-résistance (Wongsrichanalai et al. 2002; Hyde 2005).
L’émergence de souches mutées pour les Pfdhfr et Pfdhps se serait produite a plusieurs
reprises en différents points du globe, mais il est vraisemblable que ces parasites résistants qui
ont envahi le continent africain aient également une origine sud-asiatique. Les deux
résistances (CQ et P-S) pourraient d’ailleurs avoir gagné 1'Afrique via le méme clone de P.
falciparum (Roper et al. 2004). Des scenarii proches se répetent pour les autres molécules,
comme la méfloquine, aboutissant a une répartition de la chimiorésistance du P. falciparum
passablement inquiétante (Fig. 5). Bien qu’aucun clone de Plasmodium falciparum résistant
aux dérivés de I’artémisinine n’ait encore été isolé en dehors de la recherche en laboratoire,
des données récentes décrivant une baisse de 1’efficacité de certains ACT en Asie du Sud-Est

font craindre le pire (Enserink 2008; Noedl et al. 2008; Wongsrichanalai et Meshnick 2008).

Les méthodes de surveillance de la chimiorésistance

La surveillance de la chimiorésistance du paludisme, surtout a P. falciparum est donc
un enjeu capital, afin d’adapter au mieux les politiques de lutte antipaludique et retarder aussi
longtemps que possible 1I’expansion de nouveaux clones résistants aux ACT.

La chimiosensibilit¢ de P. falciparum est habituellement étudiée par 1’efficacité

thérapeutique (test in vivo). Des tests in vitro phénotypiques de sensibilité
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Tableau 4 — Critéres de succes utilisés dans les test in vivo de chimiosensibilité du
paludisme a P. falciparum

Classification Définition

Classification OMS originelle (1973)

S (sensible) Réduction de la parasitémie a J3 (<25%), négativation a J7 et
absence de réapparition (a J28 du suivi)

RI Réduction de la parasitémie a J3 (<25%), négativation a J7 et
réapparition a J14

RIT Réduction de la parasitémie a J3 (<25%), mais persistance ou
recrudescence de la parasitémie a J7

RIII Absence de réduction significative de la parasitémie a J3 et J7

Classification OMS modifiée (1996 puis 2001)

Echec thérapeutique précoce (ETP) Persistance ou aggravation des symptomes avec parasitémie
détectable au cours de 3 premiers jours de traitement

Echec thérapeutique tardif (ETT) Réapparition des symptdmes avec parasitémie détectable au

cours du suivi, sans critére préalable d’ETP

Réponse clinique satisfaisante (RCS) Absence de parasitémie en fin de suivi (J14 ou J28) quelque
soit la température, ou de symptomes quelque soit la
parasitémie, sans critére préalable d’ETP ou d’ETT

Tableau 5 — Marqueurs génétiques de résistance aux antipaludiques (Hyde 2005; World
Health Organization 2005)

Molécule Gene Mutations principales Ref.

Chloroquine Pfert K76T (causale) (Djimde et al. 2001)
Pfindrl N86Y (associée)

Amodiaquine Pfert K76T (Holmgren et al.
Pfmdrl ~ N86Y 20006)

Pyriméthamine Pfdhfr S108N + N51I + C59R (causales) (Kublin et al. 2002)

Proguanﬂ/cyc]()guanﬂ Pfdhfr S108N + (A16V ou (I164L + (N511 (Kublin et al. 2002)

et/ou C59R)))

Sulfadoxine Pfdhps A437G + K540E (causales) (Kublin et al. 2002)

Meﬂoquine, halofantrine, Pfindrl N86Y et autres mutations

luméfantrine, quinine ponctuelles (184, 1034, 1042 et 1246)

Mefloquine, halofantrine, Pfindrl Nombre de copies du géne >1 (Price et al. 2004)

luméfantrine, quinine

Atovaquone Pfeyth Y268S, C,N (Gil et al. 2003)

Autres mutations ponctuelles
Artémisinine et dérivés FPfapo
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("antipaludogrammes") permettent par ailleurs de mesurer la sensibilité intrinseque des
parasites. Plus récemment, la recherche par biologie moléculaire des mutations associées aux
différents phénotypes de résistances s’est imposée comme un outil supplémentaire pour la
détection précoce des clones résistants (tests in vitro génotypiques). Chaque méthode a ses
avantages et ses inconvénients, et les résultats ne sont pas toujours comparables. Les outils in
vitro ne tiennent par exemple pas compte du rdle important de I’immunité dans le succes
thérapeutique.

La réponse in vivo a dans un premier temps été définie par 'OMS en terme de
clairance parasitaire (sensible, S; et 3 degrés de résistance, RI RII et RIII) (Tableau 4)
(Wongsrichanalai et al. 2002; World Health Organization 2005). Cette classification demeure
valide dans les zones a transmission faible a modérée, mais son application aux zones a
transmission intense est délicate car de nouvelles infections peuvent alors étre confondues
avec des recrudescences. Un nouveau protocole a donc été introduit en 1996 puis modifié¢ en
2001, bas¢ sur I’évolution clinique (réponse clinique et parasitologique adéquate, échec
thérapeutique précoce, échec thérapeutique tardif) (Tableau 4) (Wongsrichanalai ef al. 2002;
World Health Organization 2005). Un pourcentage d'échec supérieur a 10% doit de principe
inciter a modifier les recommandations thérapeutiques.

Les tests de sensibilité in vitro reposent sur 1’inhibition de la maturation en schizontes
de parasites exposés en culture a des concentrations connues d’antipaludiques. Plusieurs
méthodes de détection existent : examen sur lame au microscope, tests radioisotopiques,
ELISA (World Health Organization 2005). Ces tests mesurent des CI50 (concentration
d'antipaludique nécessaire dans la culture pour inhiber a 50% la maturation des parasites en
schizontes). Toutes les souches parasitaires dont la CI50 est mesurée au dela d'un seuil
préétabli et consensuel sont ainsi considérées comme résistantes ou de sensibilité diminuée a
l'antipaludique testé.

Enfin, grace aux avancées en biologie moléculaire de ces dernieres années, des
marqueurs génétiques associés a la chimiorésistance de P. falciparum ont été identifiés pour
plusieurs antipaludiques (Tableau 5), avec des niveaux d’évidence et de corrélation variables.
La résistance a la chloroquine (CQ) a ainsi par exemple été attribuée a une mutation
ponctuelle K76T du géne Pfcrt (chloroquine resistance transporter, chromosome 7) (Djimde
et al. 2001). La combinaison antifolique pyriméthamine-sulfadoxine (P-S) inhibe
respectivement la dihydrofolate reductase et la dihydroptéroate synthase et plusieurs
mutations ponctuelles associées a une diminution de sensibilité au P-S ont ainsi été décrites

respectivement sur les génes Pfdhfr et Pfdhps. Cette résistance nécessite 1’association de
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plusieurs mutations sur ces génes, et la combinaison des mutations Pfdhfr S1SON, N5I1I et
C59R, et Pfdhps K540E et A437G, est fortement prédictive d’un échec thérapeutique (Kublin
et al. 2002). Il est ainsi désormais possible de surveiller précocement et avec précision

I’émergence et les niveaux de chimiorésistance a plusieurs molécules antipaludiques.

2.3.5 Diversité génétique de P. falciparum et principes d’épidémiologie
moléculaire et de génétique des populations appliqués au paludisme

Plasmodium falciparum est un sporozoaire dont l'expansion mondiale aurait débuté il
y a plusieurs dizaines de milliers d’années, a partir d'une petite population originelle africaine
(Conway 2007; Su et al. 2007). Ses 14 chromosomes codent pour 5300 geénes dont une large
proportion est dévolue a I'évasion immune et aux interactions hote-parasite. Les parasites
exhibent un important polymorphisme génétique (Gardner et al. 2002), qui est le fruit des
mutations génomiques (dont le taux demeure a un niveau classique pour un eucaryote)
générant de nouveaux alleles, mais surtout des nombreuses recombinaisons ou crossing-over
qui se produisent au sein du moustique lors de la courte phase diploide issue de la fécondation
(voir Partie 2.3.2). Lorsqu’un moustique ingére des gamétocytes de parasites génétiquement
différents, les recombinaisons méiotiques produisent ainsi un brassage des genes a 1'origine de
nouvelles combinaisons alléliques et de nouveaux haplotypes (Su et al 2007). Le
polymorphisme génétique est donc plus importante dans les régions ou la transmission du
paludisme est intense, car le parasitisme humain est fréquemment polyclonal
(multiparasitisme), et les recombinaisons méiotiques chez le moustique aprés repas sanguin
surviennent alors fréquemment entre des parasites génétiquement différents. Il apparait au
contraire limité dans les zones de faible transmission (Anderson et al. 2000; Bogreau et al.
2006). De nouvelles souches de P. falciparum génétiquement différentes peuvent en outre étre
importées par des personnes infectées voyageant depuis les régions voisines. Les flux de
population humaine et l'isolement géographique sont donc également des facteurs accroissant
la diversité génétique au sein d'une population parasitaire (Rogier et al. 2005; Bogreau et al.
2006). A l'inverse, la diversité génétique des populations de P. falciparum peut étre diminuée
par divers types de pression de sélection, immune (chez I'hnomme comme chez le moustique),
ou médicamenteuse, qui sélectionnent alors les parasites hébergeant des mutations conférant
un degré suffisant de résistance.

Cette diversité s’exprime tout a la fois sur des séquences présumées non codantes,
c’est & dire neutres ou non soumises a pression de sélection comme les microsatellites, et sur

des séquences exprimées et donc soumises a pression de sélection, immune (pour les
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antigénes de surface MSP1 et 2 par exemple), ou médicamenteuse (pour les génes codant pour
des protéines impliquées dans la chimiorésistance comme PfCRT par exemple) (Bogreau et
al. 2006). Idéalement, les études d'épidémiologie moléculaire doivent reposer sur 1’analyse de
polymorphismes génétiques sélectivement neutres afin de ne pas sous-estimer la multiplicité
des infections et la diversité génétique de la population parasitaire étudiée (Bogreau et al.
2006). Les microsatellites, particulierement nombreux chez P. falciparum et dont la diversité
de longueur est facilement mesurable (Su et Wellems 1996), représentent ainsi a ce jour les
marqueurs probablement les plus intéressants (Anderson et al. 2000; Bogreau et al. 2006), a
condition qu'ils soient situés a distance des loci soumis a pression de sélection comme les
geénes impliqués dans la chimiorésistance. Les microsatellites trop proches peuvent en effet
exprimer un déséquilibre de liaison (c'est a dire une association non aléatoire) avec des
marqueurs soumis a pression de sélection situé a proximité et subir alors un "selective sweep "
(ou restriction d’hétérogénéité), comme cela a été montré pour les microsatellites proches des
genes Pfcrt et Pfdhfr (Wootton et al. 2002; Su et al. 2007). Une autre approche basée sur
I'étude des recombinaisons au niveau d'un grand nombre de SNP (single nucleotid
polymorphism) dans diverses populations parasitaires a également été proposée (Mu et al.
2005).

La détermination du nombre d’alléles sur différents microsatellites et le calcul
d’indices de diversit¢ comme celui de Nei (He, ou unbiased expected heterozygosity) (Nei
1978) mettent ainsi en évidence un niveau de diversité génétique élevé en Afrique,
intermédiaire en Asie du Sud-Est et plus faible en Amérique du Sud (Anderson et al. 2000).
La comparaison des profils alléliques de différentes populations plasmodiales, par calcul
d’indices de dissemblance comme les Fst, montre une structuration des populations de P.
falciparum plus ou moins marquée selon les continents et les régions (Anderson et al. 2000;
Bogreau et al. 2006). Cette structuration est le fait de I’isolement géographique (et des flux de
population humaine susceptibles de faciliter les échanges d’alleles entre les populations
plasmodiales), du niveau de transmission (qui favorise les infections polyclonales et donc les
recombinaisons génétiques), et de la pression de sélection médicamenteuse et/ou immune qui
s’exerce sur certaines souches (Anderson et al. 2000; Mu et al. 2005; Rogier et al. 2005;

Bogreau et al. 2006; Conway 2007; Su et al. 2007).
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3 EPIDEMIOLOGIE DESCRIPTIVE DU PALUDISME
AUX COMORES

3.1 INTRODUCTION

Comme nous ’avons vu en Partie 2.2, le paludisme, principalement a Plasmodium
falciparum, a, dans la foulée de son introduction aux XVIlle et XIXe si¢cles sur 1’archipel des
Comores, évolu¢ sur un mode endémo-épidémique. Les études récentes de prévalence
décrivent ainsi un paludisme hyper- voire holoendémique sur les iles de I’Union des Comores
(Grande Comore, Anjouan, Mohéli). Et suite a I'échec de la lutte intégrée a éradiquer la
maladie sur Mayotte, le paludisme y persiste a un état hypoendémique assombri par la menace
réguliere de flambées épidémiques. Cet échec global a été le fait des insuffisances et du
relachement de la lutte antipaludique et de la surveillance épidémiologique. L’arrivée, au
début des années 1980, de clones de P. falciparum résistants aux anti-paludiques a également
mis a mal les protocoles thérapeutiques comoriens et mahorais reposant sur la chloroquine
(Eichenlaub et Pohle 1980; Le Bras et al. 1987).

La persistance du paludisme a Mayotte a ainsi conduit la Ddass a proposer en 2002 un
nouveau protocole thérapeutique pour les acces palustres non compliqués a Plasmodium
falciparum associant en premicre intention chloroquine et pyriméthamine-sulfadoxine
(Fansidar”), et en deuxiéme intention halofantrine (Halfan™) ou méfloquine (Lariam®). Ce
protocole est resté en vigueur jusqu'en 2007, puis remplacé par le Riamet® (ACT combinant
artéméther et luméfantrine), dont I’arrivée a été longtemps retardée (Quatresous et al. 2007).
En Union des Comores, le méme ACT (combinaison artéméther/luméfantrine, Coartem®)
s’est également peu a peu imposé en premicre intention a partir de fin 2003, la quinine
constituant un traitement de deuxiéme intention, et 1’'usage du Fansidar® restant limité aux
femmes enceintes (Programme National de Lutte contre le Paludisme 2007). Nous 1’avons
évoqué, le programme trés controversé d’élimination du paludisme instauré fin 2007 — début
2008 sur 1’ile de Mohéli, sous la direction d’une équipe universitaire et industrielle chinoise,
et reposant sur un traitement de masse associant I’ ACT artémisinine/pipéraquine (Artequick®,
Artepharm Co., Chine) a la primaquine, et sans volet de lutte anti-vectorielle, bouleverse une
fois de plus la donne.

Afin de retarder autant que possible le développement et 1’expansion des résistances

aux ACT, la surveillance de la sensibilit¢ de P. falciparum aux antipaludiques doit étre
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optimale. Or, bien qu’il n’existe aucune revue de la littérature récente sur le sujet, cette
surveillance épidémiologique, et notamment des résistances, semble avoir été irréguliére et
inégale selon les différentes iles de D’archipel, et les quelques essais thérapeutiques
d’efficacité et études de sensibilités disponibles semblent avoir fourni des résultats assez
discordants.

Nous présentons donc ici une synthése des données relatives a 1’épidémiologie
descriptive du paludisme sur 1’archipel des Comores (Union des Comores et Mayotte)
(données entomologiques et de transmission, nombre de cas et incidence, prévalence et
endémicité, degrés de chimiorésistance), ainsi qu’a Marseille a partir des cas de paludisme
importés des Comores. Son objectif est de tenter de dresser un bilan des connaissances
concernant 1’épidémiologie du paludisme sur I’archipel et d’en envisager les applications et

les limites.

3.2 MATERIELS ET METHODES

3.2.1 Sources:

Les données sur lesquelles se base cette revue ont été identifiées a partir de diverses
sources :

* Recherches bibliographiques sur la base PubMed en croisant les termes "malaria",
"plasmodium", "Comoros", "Mayotte" ;

* Recherches sur le moteur de recherche Google en appliquant la méme stratégie, en
anglais et en francais ;

* Listes bibliographiques mentionnées dans les articles précédemment publiés sur le
sujet, et référencant notamment des articles parus dans des revues non indexées sur
PubMed, le "monde" de la paludologie comorienne étant finalement relativement
restreint et les publications fréquemment rédigées en francais ;

* Différents sites Internet d'organismes nationaux ou internationaux : Organisation
Mondiale de la Santé (http://www.who.int/malaria/) et Fond Mondial contre le
Paludisme
(http://www.theglobalfund.org/programs/country/?countryid=COM&lang=en) pour les
données comoriennes ; Institut frangais de Veille Sanitaire (InVS,

http://www.invs.sante.fr) pour les données concernant Mayotte ;
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Figure 6 — Gites larvaires d'anophé¢les aux Comores : A/ citerne en Grande Comore ; B/
estuaire bouché par un cordon de sable 2 Mohéli ; C/ marécage sur la cote au vent
d'Anjouan ; D/ riviére sur la commune de Bandraboua, Mayotte (photos de S. REBAUDET,
sauf A/ courtoisie de Mme R. SILAT)
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* Données, rapports et documents fournis par le Programme National de Lutte contre le
Paludisme (PNLP) de I'Union des Comores a 1’occasion de la venue de Madame
Rahamatou SILAI (technicienne au PNLP) a Marseille en juin 2008 et d’un séjour
effectué¢ aux Comores en septembre 2008 ;

* Données fournies par le Dr LEPERE, médecin au dispensaire de Bandraboua a
Mayotte ;

*  Quelques documents académiques de These ou de Master ;

* Données fournies par le Centre National de Référence (CNR) paludisme de Marseille,
qui recense tous les cas de paludisme importés pris en charge dans les hopitaux de la

ville.

3.2.2 Nature des données recensées

Ont ét¢ synthétisées dans cette revue : des données entomologiques (vecteurs, gites et
niveaux de transmission), des données de morbidité (incidence des cas de paludisme et son
évolution sur l'archipel des Comores), des données d'endémicité (prévalence), et enfin les

données de chimiorésistance.

3.3 DONNEES ENTOMOLOGIQUES : VECTEURS, GITES ET
NIVEAUX DE TRANSMISSION

Peu de données sont disponibles et accessibles concernant les vecteurs du paludisme
aux Comores et les taux de transmission de la maladie.

La transmission du paludisme sur l'archipel des Comores est assurée par 2 especes
d'anopheles : Anopheles gambiae s.s. sur les 4 iles (forme moléculaire S et forme
chromosomique Savane, en Grande Comore et a Mayotte (Leong et al. 2003)) et An. funestus,
absent de Grande Comore (Blanchy er al. 1999). Toutes deux sont anthropophiles et
endophiles et pondent dans des gites dont I'eau doit étre relativement claire. An. gambiae s.s.
affectionne notamment les collections d'eau de pluie et les orniéres ensoleillées, ainsi que les
citernes (Fig. 6A) et bassins d'ablution trés nombreux en Grande Comore, a condition qu'ils
soient entretenus et pas trop pollués. Les estuaires bouchés (Fig. 6B) par des cordons de sable
que l'on trouve sur Anjouan, Mohéli et Mayotte offrent également des gites larvaires
classiques a An. gambiae, mais dont la qualité peut étre altérée par le déversement de produits
organiques par la population locale ou I'entrée trop importante d'eau salée. An. funestus, lui,

pond préférentiellement dans les bas-fonds végétaux ombragés (Blanchy etz al. 1999).
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Tableau 6 — Données entomologiques : vecteurs et niveaux de transmission

Grande Comore

Mayotte
Mai-juil
2008¢

Nombre d'anophéles femelles capturées*

% An. gambiae s.s./An. funestus

Infectivité (indice sporozoitique) (%, chez An.

gambiae s.s./An. funestus)§

Taux d'inoculation entomologique (nombre de
piqiires infectante par homme et par unité de

temps)

Mohéli

Fév. Nov.

2003¢ 2007°
188 258
24/76 38/62
1,9/4,1 2,1/2,7
0,014 —
0,916/nuit

53
9/64

* d'aprés (Blanchy et al. 1999)
® d'aprés des données fournies oralement et blié
aprés des données fournies oralement et non publiées

¢ d'aprés (Robert 2003)

d d'aprés (Le Mabec et Thouillot 2008)
captures sur appat humain +/- captures au pyrethre +/- captures au piége lumineux CDC
¥ mesurée sur les femelles anophéles par détection de l'antigéne CSP par ELISA
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En Grande Comore, seul An. gambiae s.s. est donc présent. De vieilles données
entomologiques font état de densités peu élevées sur I'ile. Et le taux d'inoculation
entomologique (TIE) avait été estimé a 20 piqdres infectantes par homme et par an (Tableau
6) (Blanchy et al. 1999). Une nouvelle détermination de ce TIE a été réalisée en 2003. Il ne
nous a malheureusement pas été possible d'en récupérer le rapport mais d'aprés le PNLP
(données orales), cette étude ferait état d'un TIE de l'ordre de 10 pi/homme/an, avec de fortes
disparités régionales dépendantes de la pérennité du remplissage des citernes. La transmission
du paludisme en Grande Comore est ainsi globalement considérée comme perannuelle a
l'exception de la cote Est, ou les citernes s'asséchent en saison séche (Tchen et al. 2006). Un
récent travail sur appats humains a été réalisé sur l'ile juste avant le lancement en novembre
2007 du programme sino-comorien d'élimination du paludisme a Mohéli par traitement
antipaludique de masse. Il confirme l'absence d'dn. funestus en Grande Comore et le taux
d'infectivité des An. gambiae s.s. capturés était de 5,7% en cette fin de saison séche (Tableau
6) (données fournies oralement et non publiées). Il faut enfin noter que les effets du
réchauffement climatique semblent se faire sentir sur la transmission du paludisme en Grande
Comore, qui aurait pris de l'altitude ces dernieres années (données PNLP, non publiées).

Sur Anjouan, An. gambiae s.s. et An. funestus sont tous deux des vecteurs importants
de paludisme. An. funestus pullule dans les zones marécageuses de la cote Sud-Ouest en fin de
saison des pluies, mais An. gambiae semble absent de la cote Nord et des Hauts (Tchen et al.
2006). Aucune donnée précise sur le niveau de transmission n'a cependant pu étre obtenue
concernant cette ile.

L'lle de Mohéli est géographiquement relativement homogéne et offre de nombreux
gites naturels pour An. gambiae s.s. et An. funestus. Les cultures sur brilis qui détruisent la
forét fournissent en plus de nouveaux lieux de vie a An. gambiae s.s., espece assez héliophile
(Tchen et al. 2006). Une étude entomologique ponctuelle a été réalisée sur 3 sites de I'ile en
février 2003 en collaboration avec I'Institut Pasteur de Madagascar (Tableau 6) (Robert 2003).
Les captures d'anopheles femelles ont alors retrouvé une nette prédominance d'An. funestus, et
aprés étude de leur infectivité, le taux d'inoculation entomologique estimé en cette saison des
pluies 2003 affichait de grandes disparités, approchant 1 pi/homme/nuit sur le site le plus
infesté, Ouala I, situé au Sud-Ouest de l'ile. La transmission apparait donc globalement
intense a Mohéli (Robert 2003). Un travail complémentaire réalis¢ en novembre 2007 a
retrouvé de nouveau une nette prédominance d'An. funestus. L'infectivité des 2 especes a cette
période de l'année était supérieure a 2% (Tableau 6) (données fournies oralement et non

publiées). Mais l'application du traitement de masse par ACT a I'ensemble de la population a
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Tableau 7 — Morbi-mortalité du paludisme aux Comores

1995 1996 1997 1998 1999 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007

Nombre de cas déclarés de paludisme (% de cas confirmés)

74422 65914

a
UdCOM 15507 15509 3844 9793 9618 3718 54078 41308 (30%)  (26%)
51148
GC (34%) 45197
15408
ANJ (19%) 16565
7866
MOH 27%) 3412
MAY" 1233 1192 925 1165 1183 1022 1841 792 743 500 496
BDB (% des cas de MAY)® 30%  58%
MAY (% de cas présumés importés)® 13,8% 17,3% 30%
BDB (% de cas présumés importés)™© 4,0% 7%
MARS (importation des = 823 entre 2001 et 2005 g4 111
Comores)
Incidence (/1000 habitants) (incidence chez les moins de 5 ans)
a 106
UdCOM 317) 94
e 146
GC 41) 129
e 51
ANJ (133) 55
¢ 157
MOH 511) 83
b 4,8 4.4 3,1 3.1
MAY 9,5 6,8 8,2 8 6,6 1S 65 2 ) 9 2.9
BDB"* 32 58 35 27 21

Nombre d’hospitalisations pour paludisme (% de cas confirmés)

19592 19645
41%)  (35%)

MAY"™ >39 >68 152 >82 233 252 >102 96 79 54 56 43

udcom* 1468 2320 3999 820 749 10160 16332

Nombre déclaré de décés liés au paludisme

UdCOM? 50 82 16 28 92 52 48
MAY"™! 3 4 8 5 5 2 2 1 1

Union des Comores (UdCOM) = Grande Comore (GC), Anjouan (ANJ) et Mohéli (MOH)

Mayotte (MAY) : la commune de Bandraboua (BDB), dans le Nord-Est de 1'ile, représente le principal foyer de transmission du paludisme
Marseille (MARS)

* d'aprés I'OMS (World Health Organization 2008) et les données fournies par le Programme National de Lutte contre le Paludisme de 'UdCOM
(NB, les données pour I’année 2001 ne couvrent que la période Janvier a Mai, les données pour 2007 ne comprennent pas les mois d'octobre a
décembre)

® d'aprés 'InV'S (Quatresous et al. 2005; Solet et al. 2007), et (Tchen et al. 2006) (NB, données de pédiatrie manquantes pour le 2° semestre 2004)
¢ données personnelles fournies le Dr Lepére, du dispensaire de Bandraboua

¢ d'apreés (Ali Mohamed 2007) pour 2001-2005 et le CNR-paludisme de Marseille (sous-estimation importante) pour 2006-7

“incidence calculée avec les cas présumés et les derniéres estimations de population (cf tableau 1. Le dernier recensement véritable en Union des
Comores datant de 2003)

"d'aprés (Receveur et al. 2004), nombreuses données manquantes
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semble-t-il conduit a une rapide diminution du taux d'anopheles femelles positives (données
fournies oralement et non publiées). Une nouvelle mesure du taux d'inoculation
entomologique en différents points de 1'1le, aux 2 saisons et sur un nombre plus importants de
nuits et d'appats humains serait néanmoins bienvenue pour guider la lutte antivectorielle
nécessaire a la consolidation des effets de ce traitement de masse.

A Mayotte, les estuaires ensablés étaient considérés comme de trés bon gites larvaires
pour An. gambiae s.s., principalement en saison séche. La pollution organique des cours d'eau
due a la croissance démographique et les entrées d’eau salée en fonction du degré de
communication de ces estuaires avec la mer, ont néanmoins chassé¢ An. gambiae de ses
habitats naturels vers des gites anthropiques (orniéres, fosses d'emprunt de terre...) qui
seraient surtout productifs apres les périodes de pluie intense (Blanchy et al. 1999; Quatresous
et al. 2005). Alors qu'dn. funestus était considéré comme éradiqué de 1'lle depuis 1990, grace
aux pulvérisations intra-domicilaires d'insecticides et a I'extension des cultures vivriéres aux
zones encaissées et humides, 2 spécimens ont été & nouveau capturés sur 1'lle en 2004
(Blanchy et al. 1999; Tchen et al. 2006). Une étude entomologique menée par capture sur
picge lumineux a Bandraboua, principal foyer de paludisme de Mayotte, durant la saison
séche 2008, a confirmé la réémergence d'4n. funestus (64% des anopheles capturés) (Tableau
6). Elle pose ainsi la question du rdle de cette espéce dans le maintien de la transmission en
saison séche (données récoltées par Le Mabec et Touillot (Le Mabec et Thouillot 2008), non
publiées, et fournies par le Dr Lepere, du dispensaire de Bandraboua, Mayotte). Des
informations complémentaires, notamment sur l'infectivit¢ de ces moustiques, sur leur
présence en saison des pluies et dans d'autres zones de l'iles, et l'établissement d'une
cartographie précise des gites seraient tres intéressants pour adapter au mieux les stratégies de
lutte antivectorielle.

Globalement, les connaissances relatives aux vecteurs du paludisme sur l'archipel des
Comores — densité, comportement, résistance aux insecticides, gites larvaires, dynamique des
populations anophéliennes, niveaux de transmission du paludisme — semblent donc encore

relativement peu fournies et mériteraient des études complémentaires.

3.4 INCIDENCE ET MORBIDITE DU PALUDISME

Espéces parasitaires — Les ¢études parasitologiques menées depuis plusieurs
décennies par le PNLP de 1'Union des Comores montrent la trés nette prédominance de

l'espece Plasmodium falciparum (96% des acces). Plasmodium malariae représenterait
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Figure 8 — Nombre de cas de paludisme déclarés et incidence de la maladie par commune a
Mayotte en 2007 (d'apres (Le Mabec et Thouillot 2008), source Ddass)
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Partie 3 — Epidémiologie descriptive du paludisme aux Comores

environ 2%, Plasmodium vivax 1,5% et Plasmodium ovale 0,5% des cas (Programme
National de Lutte contre le Paludisme 2007). Plasmodium vivax serait surtout présent dans les
villes, anciens sultanats ou la population, génétiquement plus arabe ou perse que bantoue, y
serait peut-étre plus sensible (Blanchy et al. 1999). Sur Mayotte, Plasmodium falciparum a
¢été responsable en 2005 et 2006 de pres de 90 % des acces palustres enregistrés et Plamodium
vivax de respectivement 2,6 % et 0,7 % (Solet et al. 2007#).

Incidences globales — Les données relatives au nombre de cas d'acces palustres
collectées auprés du PNLP des Comores, de I'OMS, de I'InVS et dans la littérature, permettent
d'estimer l'incidence annuelle du paludisme a environ 100 cas pour 1000 habitants en Union
des Comores (Tableau 7, Fig. 7). La maladie y serait responsable de 39% des consultations
(Programme National de Lutte contre le Paludisme 2007), de prés de 20000 hospitalisations et
d'une cinquantaine de déces, représentant le probléme de santé publique principal du pays. La
Grande Comore semble I'lle la plus touchée, probablement du fait des citernes et bassins
d'ablution, et Anjouan la plus préservée avec une incidence plutdt de I'ordre de 50/1000. Bien
en dega, l'incidence globale du paludisme a Mayotte serait actuellement inférieure a 5/1000

(Tableau 7, Fig. 8).

Figure 7 - Evolution de l'incidence des accés palustres en Union des
Comores et a Mayotte
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Biais — Ces données sont malheureusement parcellaires et 1'objet de nombreux biais
d'information. Outre la liste non exhaustive des sources compilées ici, certaines années sans
données et 1'écart parfois trés important du nombre de cas déclarés d'une année sur l'autre
jettent le doute sur la fiabilité de ces taux d'incidence. Les graves difficultés politiques et
¢conomiques qu'a connues 1'état de 'Union des Comores n'ont certes pas facilité le travail du

PNLP. Les insuffisances dans l'enregistrement ou la déclaration (pourtant obligatoire a
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Mayotte depuis 2001) des cas sont également des facteurs pouvant avoir sous-estimé
l'incidence, y compris a Mayotte. A l'inverse, plus des 2/3 des cas de paludisme déclarés par
1'Union des Comores n'ont pas été confirmés biologiquement, surestimant ainsi certainement
le nombre réel des acces palustres (Tableau 7). A Mayotte au contraire, la quasi-totalité des
cas est prouvée depuis 2002 grace a la mise a disposition des dispensaires de tests de
diagnostic rapide (Optimal®™) (Quatresous et al. 2005).

Variations saisonniéres — Les cas de paludisme surviennent globalement de manicre
per-annuelle sur l'archipel. Néanmoins, les mesures d'incidence montrent une nette
recrudescence du paludisme pendant la saison des pluies, soit de novembre a avril-mai, que ce
soit en Union des Comores (Programme National de Lutte contre le Paludisme 2007) ou a
Mayotte (Quatresous et al. 2005; Solet et al. 2007), période ou les gites larvaires sont les plus
productifs.

Hétérogénéité géographique, importation — Sur chaque 1le, la situation n'est pas non
plus uniforme géographiquement. L'archipel est en effet soumis a des régimes de vents et
d'alizés impliquant des conditions climatiques tres différentes d'une cote a 1'autre. Et la nature
différente du relief et de la conformation des réseaux hydriques de surface favorisent une
répartition non uniforme des gites. Ainsi a Mayotte entre 2002 et 2007, plus de 40% des
quelques centaines de cas annuels déclarés ont-ils été observés sur la seule commune de
Bandraboua, située au Nord-Est de l'ile, et dont la population représente moins de 5% de la
population globale de l'ile (données fournies par le Dr Lepére, médecin au dispensaire de
Bandraboua). L'incidence du paludisme y était en 2007 de 21/1000 (Tableau 7, Fig. 7 et 8).
Sur la commune, l'incidence est également trés inégale d'un village a l'autre et selon les
classes d'age. De plus, tandis qu'en 2003-2004 13,8% des cas mahorais étaient possiblement
importés, principalement de 1'Union des Comores, la proportion du paludisme d'importation a
Bandraboua n'était que de 4% (défini sur place par la notion d'un séjour a I'extérieur de 1'le
entre 1 et 3 semaines précédant 1'acces palustre). Cette proportion se situait toujours a 7% en
2007 alors qu'elle était passée a 30% pour l'ensemble de l'ile, la grande majorité de ces
patients arrivant toujours de 1'Union des Comores (Tableau 7), et principalement d'Anjouan.
Tout ceci suggere une transmission locale importante dans le foyer résiduel de Bandraboua
(Solet et al. 2007).

Evolution temporelle — La baisse progressive de l'incidence observée a Mayotte
depuis 2002 et notamment a Bandraboua (Tableau 7, Fig. 7), est probablement le fruit du
renforcement de la lutte antipaludique et de la modification du protocole thérapeutique. Pour

'Union des Comores, on attend toujours les effets du passage aux ACT comme thérapeutique
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de premicre intention pour le traitement des acceés non compliqués a P. falciparum, initié en
2003.

Populations cibles — Comparer les caractéristiques des populations touchées sur les
différentes iles releve de la gageure car les données disponibles sont de nature différente :
incidence par tranche d'age et par sexe pour Mayotte (Solet et al. 2007), nombre de cas < 5
ans tous sexes confondus en Union des Comores (données fournies par le PNLP). On peut
néanmoins en se référant au recensement de 2003 estimer l'incidence du paludisme en 2006
chez les moins de 5 ans a moins de 2/1000 a Mayotte, 317/1000 pour 1'Union des Comores,
441/1000 en Grande Comore, 133/1000 & Anjouan, et 511/1000 a Mohéli. La progressive
diminution de ce taux a Mayotte s'associe a un déplacement de la morbidité palustre vers les
hommes jeunes, qui représentent a présent la population la plus a risque sur cette ile. Les 15-
24 ans ont ainsi fourni a la commune de Bandraboua 40% de ses cas sur la période 2002-
2007, alors qu'ils ne représentent que 5% de sa population totale. Ces hommes en attente de
mariage dorment en effet souvent sans moustiquaires, a 1'écart du noyau familial, dans leur
propre case (appelée "banga") qui bénéficie moins des pulvérisations insecticides pratiquées
par les services de lutte antivectorielle. Ils partent également souvent cultiver quelques
semaines dans les hauts de l'ile dans des conditions précaires propices a la transmission du
paludisme (Quatresous et al. 2005).

Paludisme importé a Marseille — Les hopitaux de Marseille, "premiere ville
comorienne du monde", prennent en charge chaque année plusieurs centaines de cas de
paludisme, en grande majorité importés des Comores (Parola, Minodier et al. 2005). La
chimioprophylaxie est en effet trop rarement utilisée par la population comorienne de la ville
se rendant aux Comores, ou trop souvent inappropriée (Ali Mohamed 2007). Le nombre de
cas recensé en 2007 par le Centre National de Référence du paludisme n'était pourtant que de
161 (données fournies par le CNR), cette diminution observée ces derni¢res années, pouvant
étre le reflet des effets du renforcement de la lutte antipaludique sur l'archipel avec
notamment le passage aux ACT. Les campagnes de sensibilisation en matieére de prévention

adressées aux "Comoriens" de Marseille pourrait également commencer a porter leurs fruits.

3.5 PREVALENCE ET NIVEAUX D'ENDEMICITE

Les derniéres données de prévalence du paludisme aux Comores publiées ont prés de
15 a 20 ans maintenant (Blanchy et al. 1999). Mesurés chez des enfants de 2 a 9 ans entre

1986 et 1988 sur Grande Comore, Anjouan et Mohéli, et chez des enfants scolarisés a
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Mayotte en 1996, les indices plasmodiques (IP, proportion d'enfants ayant une goutte épaisse
positive) étaient alors respectivement de 44,3%, 18,6%, 35,6% et 1,3% (Tableau 8) (Julvez et
al. 1997; Blanchy et al. 1999). Une nouvelle étude menée en 2007 sur Grande Comore et
Mohéli et rapportée par le PNLP des Comores vient rajeunir un peu ces données (Programme

National de Lutte contre le Paludisme 2008).

Tableau 8 — Prévalence et niveau d'endémicité du paludisme aux Comores

Index plasmodiques (%)
1981° 1986-1988* 1996" 2007¢
<2 2-9 10-14 2-9 ans 2-9 ans saison enfants .
. X . ., Population globale

ans ans ans saison séche des pluies scolarisés
gz;‘;‘fr‘za 446 443 3173 41,1 472 54 60% (mai 2007)
Anjouana 30,8 18,6 16,2 233 15,3

S 23% (5 4 94%,
L Al 437 356 123 462 234 sept. 2007)
(0,33% en 2008)*

Mayotteb 0,8 1,3

# d'aprés (Blanchy et al. 1999)

® d'aprés (Julvez et al. 1997)

¢ d'aprés (Programme National de Lutte contre le Paludisme 2008)

¢ aprés le traitement de masse 4 Mohéli de décembre 2007 et janvier 2008

Ainsi, en Grande Comore (GC), I'IP présente trés peu de variations saisonnieres car
les gites, surtout anthropiques (citernes et bassins d'ablution), persistent en toute saison
(Blanchy et al. 1999; Programme National de Lutte contre le Paludisme 2008). En 1986-1988,
I'TP était stable jusqu’a 9 ans puis chutait significativement apreés 10 ans, signant une
acquisition assez rapide de la prémunition. L’IP en dépistage actif variait alors de 20 a 70 %
suivant les villages, en fonction du nombre des citernes et bassins d’ablution, et de 1'altitude.
Les grandes localités étaient moins impaludées, 1’adduction d’eau limitant 1'utilisation des
citernes, souvent non entretenues et polluées (Blanchy e al. 1999). Dans les localités de la
cote Ouest et Sud, ou les précipitations sont les plus importantes, le paludisme sévissait a
I'état hyperendémique tout le long de I'année. Sur la cote Est, sous le vent, et la partie Nord-
Ouest de I'le, le paludisme était hyperendémique en saison pluvieuse et méso- voire
hypoendémique en saison séche. Ces variations provenaient de 1’asséchement et de la remise
en eau des citernes au gres de la pluviométrie (Blanchy et al. 1999; Tchen et al. 2006).

Vingt ans plus tard, en mai 2007, 1P variait de 5% a environ 60% (Tableau
8)(Programme National de Lutte contre le Paludisme 2008). Et la répartition de la prévalence
semblait s'étre quelque peu modifiée, puisque les localités du Nord, de I’Est et celles situées

au Sud du Kartala étaient dorénavant les plus infestées en ce début de saison seche (IP>30%).
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Les localités situées au nord-ouest de 1’ile I'étaient moyennement (20%<IPmoyen<30%) et
celles du centre-Ouest (Moroni, Itsandra) étaient les moins infestées (5%<IPmoyen<9%)
(Programme National de Lutte contre le Paludisme 2008). Cette évolution tient peut-étre dans
'amélioration de l'adduction d'eau ayant conduit a I'abandon des citernes, principalement en
ville (dont Moroni, la capitale, située a I'Ouest de 1'ile).

Sur Anjouan, les études de 1986-1988 mettaient en évidence de fortes disparités
locales et saisonnicres des indices plasmodiques (Blanchy et al. 1999). La cote Sud-Ouest
(avec la localité de Pomoni) était la région de I'ile la plus arrosée en toute saison, avec des
plaines inondées en saison pluvieuse et des estuaires bouchés en saison séche. Cette zone était
donc significativement la plus infestée, et le paludisme y sévissait a 1'état hyperendémique.
Sur la cote Est, ou le paludisme était globalement mésoendémique, les estuaires bouchés
pendant la saison seéche devenaient alors des gites trés productifs en anopheles et la
prévalence apparaissait ainsi paradoxalement significativement plus élevée en saison séche
qu’en saison des pluies. Dans les “Hauts”, 1'IP, bien que toujours inférieur a 15 %, était aussi
plus €levé en saison seéche, ou les citernes étaient les gites les plus productifs, qu’en saison des
pluies ou elles débordaient. Enfin, sur la cote Nord et au dessus de 500 metres, la prévalence
restait faible, liée a la rareté des gites quelle que soit la saison (Blanchy et al. 1999; Tchen et
al. 2006). Ces variations saisonnicéres et géographiques n’influaient pas beaucoup sur
I’acquisition rapide de la prémunition (Blanchy er al. 1999). Toutes ces données datent
néanmoins quelque peu, et il est regrettable qu'aucune étude de prévalence n'ait semble-t-il été
conduite plus récemment a Anjouan.

Sur 1'lle de Mohéli, le paludisme est méso- voire hyperendémique suivant la
pluviométrie et I’altitude qui ne dépasse guére 700 m, et I’acquisition de la prémunition est
précoce. D'apres les études de 1986-1988, I’'IP était plus élevé en saison des pluies (de 9% a
50%) qu'en saison séche (de 19 a 52,5%) (Blanchy et al. 1999). La situation géographique
était alors globalement homogene sur 1'le, du fait de sa faible altitude et des nombreux cours
d'eau permanents dont les estuaires se bouchent en saison séche. Néanmoins, dans les villages
du tiers Sud-Est de l'ile, moins arrosés, les IP étaient significativement plus bas (Blanchy et
al. 1999; Tchen et al. 2006).

En novembre 2006 puis septembre 2007, 2 nouvelles études de prévalence menées sur
Mohéli par une équipe sino-comorienne sont heureusement venues rafraichir ces données
(Programme National de Lutte contre le Paludisme 2008). Les index plasmodiques globaux
¢taient alors respectivement de 21% et 23% et variaient de 5% a 94% selon les localités

(Tableau 8). Comme en Grande Comore, la situation semble avoir évolué en 20 ans puisqu'a
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cette période de I’année, les localités les plus infestées (IP entre 30% et 94%) étaient situées
dans le Sud-Est et le Sud de 1'le, et les moins infestées dans la moiti¢ Nord de I’ile (IP <
20%). Le lancement sur 1'lle de Mohéli d'un programme d'élimination du paludisme en
novembre 2007, mené par les autorités sanitaires locales et en coopération avec une équipe de
I’Université de Médecine Traditionnelle Chinoise de Guangzhou, est venu bouleverser cette
situation. Le programme reposait sur un traitement de masse par I'ACT Artequick®
(dihydroartémisinine-pipéraquine) pendant 2 jours puis de nouveau 40j plus tard, associ¢ a
une prévention par primaquine tous les 10j pendant 4 mois. Un traitement systématique de
toutes les personnes débarquant sur 1'lle est également toujours pratiqué dans la mesure du
possible. Le taux de couverture de ce traitement de masse a été de pres de 90% et les premiers
résultats ont montré une diminution radicale de la prévalence de la maladie, y compris dans
les localités les plus touchées. L'IP global est ainsi passé de 23% a 1,4% a 60 jours, et a
0.33% a 110 jours, soit une baisse de 98,7% (données PNLP, non publiées). Nous ne
disposons malheureusement pas de chiffres plus récents, 1 an et demi apres le lancement du
programme. Un ambitieux et indispensable projet de lutte anti-vectorielle reposant notamment
sur la distribution généralisée de moustiquaires imprégnées et la pulvérisation intra-
domiciliaire d'insecticide est finalement envisagé en complément. Le succés a moyen et long
terme de ce traitement de masse demeure encore hypothétique étant donné les voyages
fréquents et difficilement contrdlables des Comoriens entre les différentes iles. A l'instar de la
situation a Mayotte, le risque de survenue d'épidémies sur une population perdant peu a peu sa
prémunition doit conduire a la vigilance, a la prise en charge rapide de tous les cas et a la
surveillance réguliére et rapprochée de 1'épidémiologie du paludisme sur l'ile.

A Mayotte, le programme de lutte intégrée associant notamment chimiopropylaxie de
masse et pulvérisations intra-domiciliaires trimestrielles instaurées en 1978 a permis de faire
passer la prévalence des accés palustres de plus de 20% a moins de 1% dans les années 1980
(Blanchy et al. 1999) (Tableau 8). La situation est depuis stable, le paludisme demeurant
installé a 1'é¢tat endémique, malgré les flambées épidémiques de 1984, 1987, 1991 et 1995 du
fait de la baisse trés importante de la prémunition de la population (Quatresous et al. 2005).
Alors que le recensement des cas est relativement exhaustif depuis 2001 a Mayotte, la
derniére estimation de la prévalence sur 1'lle remonte a 1996. L'index plasmodique avait alors

été mesuré a 1,3% sur une population d'enfants scolarisés (Julvez et al. 1997).
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Tableau 9A — Chimiosensibilité de P. falciparum aux Comores :

Efficacité thérapeutique in vivo

Molécule * Année Ie® Résultats Remarques Ref
CcQ 1980 GC ou ler cas de type RI Séjour a MAY, GC et Kenya (Eichenlaub et
MAY Pohle 1980)
CcQ 1985-87 MAY RI/RII = 14,7% 34 patients ; CQ 25 mg/kg en (Julvez et Galtier
RI=4 cas, RII=1 cas 3j ; suivi J28 1989)
CQ 1988-89 GC(et R2/3=1,35% 74 patients ; CQ 25 mg/kg en (Blanchy et
MOH) 3j ; suivi J7 Benthein 1989)
CQ 1991 AN]J R2/3=22.2% 27 patients ; CQ 25 mg/kg en (Feillet et al. 1993)
3j; suiviJ7
CQ 1997-2001 UdC Echecs totaux = 57,1%  SuiviJl4 (World Health
Organization 2005)
CcQ 2001 GC Echecs totaux = 40% 73 patients ; durée suivi ? (Ariey et al. 2002)
CQ 2001 GC Echecs totaux = 76,6% 30 patients ; suivi J14 (Randrianarivelojos
ia et al. 2004)
CQ 2001 GC, Echecs totaux : GC = GC=52 patients, MO=57 (Silai et al. 2007)
ANJ 69% : ANJ =72% : patients, AN=75 patients ; suivi
> ’ ’ J14
MOH MOH = 65%
CQ 2002 MAY Echec thérapeutique 82 patients ; suivi J7 (Lepere et Macarry
précoce = 40,2% 2004)
P-S 2003-4 MAY Rechutes = 6-10% Pas de contrdle de réinfestation  (Quatresous ef al.
2005)
P-S 2004 udC Echec clinique = 1,5%  SuiviJl4 (World Health
Organization 2005)
P-S 2006 udC Echecs totaux = 0-10% Données Silai, non
publiées
CQ+P-S 2002 MAY Echecs totaux = 16% 82 patients (Tall et al. 2002)
CQ+P-S 2002 MAY Echec thérapeutique 337 patients ; suivi J7 (Lepere et Macarry
précoce = 1,8% 2004)
CQ+P-S 2003 udC Echec clinique = 0% Suivi J14 (World Health
Organization 2005)
CQ+P-S 2003 GC, Echec parasitologique 51 patients ; suivi J14 (Tall e al. 2007)
ANJ, tardif = 2%
MOH
CQ+P-S 2005 MAY Echec parasitologique 41 patients ; suivi J28 Données Lepére JF
tardif = 2,8% non publiées
AM+L 2002 MAY Echec = 0% 51 patients ; suivi J21 (Tall et al. 2004)
AM+L 2004 udC Echec clinique = 0% SuiviJ14 (World Health
Organization 2005)
AM+L 2004 GC’ Echecs totaux = ()’6% GC=55 patients, MO=58 (Silai et al. 2007)
ANIJ patients, AN=51 patients ; suivi
’ J28 ; contrdle des échecs par
AS+AQ 2004 udC Echec clinique = 0% SuiviJ14 (World Health
Organization 2005)
AS+AQ 2003 GC, Echec = 0% 54 patients ; suivi J14 ; (Tall et al. 2007)
ANIJ ajustement des rechutes par
? PCR
MOH
AS+S-P 2003 udC Echec clinique = 0% Suivi J14 (World Health
Organization 2005)
AS+S-P 2003 GC, Echec = 0% 53 patients ; suivi J14 (Tall et al. 2007)
ANJ,
MOH

* AM=arthémether, AQ=amodiaquine, AS=artésunate, CQ=chloroquine, P=pyriméthamine, S=sulfadoxine

& UdC=Union des Comores (=GC et/ou ANJ et/ou MOH); GC=Grande Comore; ANJ=Anjouan; MOH=Mohéli ;
MAY=Mayotte ; MARS=Marseille
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Partie 3 — Epidémiologie descriptive du paludisme aux Comores

3.6 CHIMIORESISTANCE DE PLASMODIUM FALCIPARUM

Les résultats des différentes études de chimiorésistance du Plasmodium falciparum au
Comores disponibles dans la littérature sont synthétisés dans les Tableaux 9A (efficacité
thérapeutique in vivo), 9B (chimiosensibilit¢ in vitro en culture) et 9C (marqueurs

moléculaires associés aux résistances), ainsi que sur la Figure 8.

Figure 8 - Etudes de chloroquino-résistance du P. falciparum aux

Comores
GC=Grande Comore, ANJ=Anjouan, MOH=Mohéli, MAY=Mayotte,
MARS=Marseille (importation), MADA=Madagascar (importation),
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Sur la période de quasiment 30 ans que couvre cette synthese, ces études apparaissent
relativement erratiques, possiblement du fait des difficultés politiques et structurelles qu'a
connues I'Union des Comores ces derniéres décennies. L'identité¢ du site étudié est souvent
non précisée, et rares sont les études multi-sites permettant une comparaison des niveaux de
chimiorésistance entre les iles a une période donnée. Bien que la chloroquine soit la molécule
antipaludique la plus étudiée, la revue aussi exhaustive que possible des études qui lui sont
consacrées illustre bien cette carence globale de surveillance, du moins jusqu'en 2001 environ
(Fig. 8). De plus, les niveaux de chloroquinorésistance présentent d'importantes discordances,
que ce soit entre les méthodes d'étude choisies (in vivo, in vitro et moléculaire), entre les
résultats disponibles pour une méme méthode et une méme période d'étude, ou dans leur
évolution temporelle. Ces discordances doivent de principe faire discuter la qualité des études
recensées, notamment in vitro et moléculaires, pour lesquelles 1'absence de standardisation est

un facteur limitant les possibilités de comparaison. Ces discordances pourraient également
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Tableau 9B — Chimiosensibilité de P. falciparum aux Comores :
Etudes de résistance in vitro en culture

Molécule* Année Ile® Résultats® Remarques Ref
CcQ 1987 udcC CQ-R=1/14 (7,1%) CI50>100nM (Le Bras et al.
1987)
CcQ 1989-91 udcC CQ-R =15/25 (60%) CI50>100nM (Rabenjarson et al.
1992)
CQ 2001 GC CQ-R=36% Microtest isotypique ; (Ariey et al. 2002)
CI50=100nM ;
25 souches
CcQ 2000-1 GC CQ-R 8/28 (28,6%) Microtest isotopique (Randrianarivelojo
CI50=120nM sia et al. 2003)
Moyenne = 207,8
CQ, AQ, 2000-1  MAY  CQR-88%; AQR=24%; DEL: %eotf)nem etal.
R=179/- _R=00/- 150¢o>100nM, CI500x>500nM,
QN, MQ, P, QN_R })74)’ MQ_R 09 ; CI50m>30nM, CI50,>2000nM,
AM P-R=99%; AM-R=4% C15040>70nM, CI50,>10nM ;
132 souches
AQ, QN, 1987 udC Sensibles (Le Bras et al.
MQ 1987)
QN, MQ, 2001 GC Sensibles Microtest isotopique ; (Randrianarivelojo
cG CI50x>800nM, CI50po>50nM, sia et al. 2004)
CISOCG>5001’IM N
29 souches
CQ, QN, 2000-2 MARS  CQ-R=59%; QN-R=0%; lé’IiC(T)OteStSOBSOtYPiélueOS ; " gl(’)%r;))la etal.
_R=79/- H_-R=09/.- 15 CQ>1 Nm, CI5 MQ™ nM,
ll\)/[%’GH’ ll\)/[g_lgoz/é’clé l;_(;g:)’/ . CI50p>2000nM, CI50c>500nM,
> > R 0, R 05 CI5040>6nM ;
Ato Ato-R=19% 27 souches d'importation
CQ, QN, 2002-3 MARS CQ-R=50%; QN-R=50%; Microtests isotypiques ; (Parola et al.
MQ, H MQ-R=7%; H-R=50%; CI50 non mentionnées 2005)
P j ’ 23 souches d'importation
P, CG, P-R=50%; CG-R=40%;
AM, AM-R=0%; Ato-R=25%
Ato
CQ, AQ, 2004-6 MARS  CQ-R=53%; AQ-R=7%; lgﬁc(r)otest(i)sootypi(gleé " gl(’)%ro)la etal.
_R=R0/.. _R=120/.- 15 CQ>1 Nm, 15 /\Q> l'lM, 7
QN’ MQ’ H’ QN _R 03 .A)’ Mg 5 3 A)’ CISOQN>8001’IM, CISOMQ>3OHM,
L, H-R=1%; L-R=0%; CI50,>6nM, CI50,>150nM,
CG, CG-R=15%; DA-R=1%; CI50c6>500nM, CI50p,>10,5nM,
DA, Ato-R=3%; Do-R=ND CI504,>30nM ;
Ato 126 souches d'importation ;
Do ’ % de résistance ou de sensibilité

diminuée

* AM=arthémether, Ato=atovaquone, AQ=amodiaquine, AS=artésunate, CG=cycloguanil, CQ=chloroquine, Do=Doxyycline,

DA=dihydroartémisinine, H=Halofantrine, L=luméfantrine, MQ=méfloquine, QN=quinine, P=pyriméthamine

& UdC=Union des Comores ; GC=Grande Comore ; AN=Anjouan ; MO=Mohéli ; MAY=Mayotte ; MARS=Marseille
% I = intermédiaire, -R = résistant, -S = sensible

CI50 : seuil de concentration inhibitrices 50% choisi pour la molécule testée
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Partie 3 — Epidémiologie descriptive du paludisme aux Comores

étre le reflet de niveaux de chimiorésistance géographiquement trés contrastés au sein d'une

méme ile.

Tableau 9C — Chimiosensibilité de P. falciparum aux Comores :

Marqueurs moléculaires

Geéne* Année Ile* Résultats Remarques Ref
Pfert (76) 2001 GC Mutant K76T = 62% 48 isolats; (Ariey et al. 2002)
RFLP+séquengage
Pfert (76) 2001 GC Mutant K76T = 30 isolats (Randrianarivelojosia et al.
83,3% Nested-PCR + 2004)
Pfmdr1 (86) Mutant 86Y = 100% < "
Pfdhfr (108) Mutant 108N = 50%
Pfdhfr (108) ? udC Mutant 108N = 55% g%gg?rianarivelojosm etal.
Pfdhfr (108) 2000-1 MAY Mutant 108N = 62% f{OFIi‘Slglats ; (Pettinelli ef al. 2004)
Pfert (76) 2001 MAY Mutants K76T =81% 32 isolats (Roussin et al. 2002)
Pfdhfr Simples mutants = 6%
(51,59,108) Triples mutants =
41%
Pfdhps (436,437) Mutants = 0
Pfcrt (76) 2002 MAY Mutants K76T = 88% 50 isolats (Tall et al. 2002)
Pfert (76) 2002-3 MARS Mutants K76T =90% 20 isolats (Parola, Pradines et al. 2005)
Pfdhfr (51,59,108) Mutant 108N = 69% 48 isolats
Triples mutants =
54%
Pfert (76) 2005 MAY Mutants K76T =92% 88 isolats (Quatresous et al. 2007)
Pfdhfr (51,59,108) Triples mutants =
35%
Pfert (76) 2004-6 MARS  Mutants K76T =56% 203 isolats (Parola et al. 2007)
Pfdhfr (51,59,108) Mutant 108N = 58% 203 isolats
Triples mutants =
53%
Pfdhps (436,437) Mutant A437G =7% 120 isolats
dhfr108+dhps437 =
5%
Pfcytb (268) Mutant 268 =0 203 isolats
Pfdhfr (51,59,108) 2006 MAY Triples mutants = 105 isolats (Quatresous et al. 2007)
74%
Pfdhfr (51,59,108) 2006 MAY Triples mutants = 149 isolats (Quatresous et al. 2007)
62%
Pfert (76) 2006 MADA  Mutant K76T = PCR + RFLP (Menard et al. 2007)
80,1% 141 isolats
Pfdhfr (108) Mutant 108Y = 95,0%
Pfindrl (86) Mutant 86Y = 99,3%
Pfert (76) 2007 MARS Mutant K76T = 112 isolats (CNR paludisme, non publi¢)
52,7%

Pfdhfr (51,59,108)

Mutant 108N = 74%
Triples mutants =
54%

* pour la signification des mutations recherchées, voir le Tableau 5
&UdC=Union des Comores ; GC=Grande Comore ; AN=Anjouan ; MO=Mohéli ; MAY=Mayotte ; MARS=Marseille
(importation) ; MADA=Madagascar (importation)

Depuis les premier cas de résistance notés sur 'archipel au début des années 1980, on

assiste néanmoins a une inexorable et progressive montée en puissance des niveaux de

chloroquinorésistance aux Comores. Le seuil de 10% apparait ainsi dépassé depuis longtemps,
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et plus de 50% des isolats sont résistants d'apres les dernieres études, quelque soit la méthode
utilisée (Fig. 8). Les signes de résistance in vitro et moléculaire a la pyriméthamine
(composant essentiel du Fansidar®) ont également atteint des niveaux inquiétants ces
dernic¢res années (Tableaux 9B et 9C). L'une comme l'autre ont été le fruit de la sélection
progressive de souches parasitaires mutées arrivées d'Asie par une pression médicamenteuse
massive et incontrélée du fait de la facilité d'utilisation, du faible colit et de la large
distribution de ces médicaments. La possibilité d'une résistance au Fansidar® induite de
mani¢re croisée par l'utilisation importante du cotrimoxazole (triméthoprim-
sulfaméthoxazole, Bactrim®), une association antibiotique a large spectre de la méme famille
moléculaire, a également été évoquée par plusieurs auteurs (Anglaret 2001; Whitty et Jaffar
2002) et pourrait avoir joué¢ un réle aux Comores (Pettinelli ef al. 2004). Mais cette hypothese
attrayante demeure cependant pour 1'instant non confirmée (Malamba et al. 2006).

Dans ce contexte les autorités sanitaires de 1'Union des Comores et de Mayotte ont fini
par bannir l'usage de la chloroquine en premicre intention dans le traitement des accés non
compliqués a P. falciparum, la remplagant dans un premier temps a Mayotte par 1'association
chloroquine-Fansidar® (CQ + P-S), puis surtout par les ACT (thérapies combinées & base de
dérivés de l'artémisinine, en l'occurrence artémether-luméfantrine). Il n'a pas été retrouvé pour
l'instant sur l'archipel de signe évoquant une résistance a cette association prometteuse. La
diminution récente de I'efficacité de certains ACT dans le Sud-Est asiatique incite néanmoins
a la vigilance. Nul doute que l'intensification et la rationalisation de la surveillance de la
chimiorésistance du P. falciparum sur l'archipel devront étre a l'avenir le corollaire
indispensable a I'introduction de ces ACT, et un complément essentiel aux autres mesures de

lutte antipaludique.

3.7 CONCLUSION : VERS UNE NOUVELLE EPIDEMIOLOGIE DU
PALUDISME AUX COMORES ?

Malgré la proximité des 4 iles comoriennes, ['épidémiologie du paludisme,
principalement du a Plasmodium falciparum, semble donc en réalité trés variable au sein de
l'archipel, et ce depuis les premiers témoignages historiques. La transmission y est
globalement stable, mais trés contrastée, car elle dépend de nombreux et complexes facteurs,
naturels ou anthropiques (citernes etc...), dont la distribution géographique est hétérogene
entre les iles et sur chacune d'entres elles. L'incidence de la maladie reste ainsi un probléme

majeur de santé publique en Union des Comores ou le paludisme sévit a 1'état mésoendémique
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a hyperendémique, et l'abandon des citernes a la faveur de l'adduction d'eau pourrait
vraisemblablement constituer un moyen de limiter cette morbidité, en Grande Comore
notamment. A Mayotte en revanche, les efforts de lutte intégrée de ces dernicres décennies
ont dessiné une situation d'hypoendémicité globale, associée a un important foyer résiduel a
Bandraboua et a la menace jamais écartée de flambées épidémiques. L'ensemble de 1'archipel
est en outre le siége d'un niveau important de résistance a la chloroquine et a la
pyriméthamine (composant essentiel du Fansidar™) qui ont conduit les autorités sanitaires a
recommander en premicre intention l'usage des ACT dans le traitement des accés palustres
non compliqués a P. falciparum.

Dans ce contexte, un nouveau paysage €pidémiologique se dessine sur l'archipel.
L'incidence a ainsi trés nettement diminué ces dernicres années & Mayotte. Et les effets du
recours de plus en plus fréquent aux ACT (Coartem®) en Union des Comores devrait bientot
se faire sentir en terme d'incidence. Le nombre décroissant des acces palustres importés a
Marseille ces dernieéres années (données CNR-palu, non publiées) en est peut-étre une
manifestation lointaine. Sur Mohéli, le programme sino-comorien d'élimination du paludisme
par traitement de masse de la population instauré fin 2007 a fait drastiquement chuter la
prévalence de la maladie. Et certains envisagent d'ors et déja d'en étendre l'expérience sur
Grande Comore et sur Anjouan. Le soutien financier récemment accordé par le Global Fund
(dans le cadre du Round 8), devrait permettre de renforcer la disponibilité et 1'accessibilité des
ACT, ainsi que le taux d'administration aux femmes enceintes du traitement préventif
intermittent par Fansidar”. L'expansion de la distribution des moustiquaires imprégnées
d'insecticides longue durée est également prévue. Et un programme de pulvérisation intra-
domiciliaire d'insecticides devrait étre mis en place sur Mohéli afin d'y consolider les effets du
traitement de masse et d'y prévenir la survenue de flambées épidémiques.

Nul doute que sous 'impulsion conjointe de ces divers efforts de lutte antipaludique,
1'épidémiologie du paludisme sur l'archipel des Comores devrait évoluer rapidement dans les
années a venir. Et il serait bien hasardeux de ne pas accompagner ces initiatives d'une
surveillance adéquate des évolutions qu'elles impulsent. Ceci devrait impliquer un
renforcement et une organisation plus systématique des études entomologiques, de
prévalence, de morbidité et de chimiosensibilité. Le développement récent de nouvelles
méthodes d'épidémiologie moléculaire permettant d'apprécier la dynamique des populations
parasitaires pourrait également apporter une compréhension supplémentaire des processus
épidémiologiques du paludisme sur l'archipel, et ainsi guider au mieux les choix stratégiques a

venir. C'est une étude de ce type qui est présentée dans la Partie 4 du présent travail.
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4 ETUDE DE LA DIVERSITE GENETIQUE ET DE LA
STRUCTURATION DES POPULATIONS DE
PLASMODIUM FALCIPARUM DANS L’ARCHIPEL
DES COMORES

La présente ¢tude de génétique parasitaire a été réalisée en 2008 et 2009 au laboratoire
du 'IMTSSA (Institut de Médecine Tropicale du Service de Santé des Armées) au Pharo sous
la direction de Christophe Rogier et de Philippe Parola, sous l'encadrement de Hervé Bogreau,
et a partir d’isolats fournis en 2007 par le PNLP Comores, le centre de santé de Bandraboua a
Mayotte et le CNR-Paludisme du Pharo, Marseille. Ses résultats principaux et leurs
implications pour la lute anti-paludique ont été exposés aux partenaires comoriens sur place
en septembre 2008. Ils feront prochainement 1'objet d'un article soumis pour publication dans

une revue internationale.

4.1 INTRODUCTION ET RAPPELS

Nous l'avons vu, le paludisme, principalement & Plasmodium falciparum, représente
un important probléme de santé publique sur l'archipel des Comores, a la fois en Union des
Comores, ou l'incidence annuelle est de 1'ordre de 100 cas pour 1000 habitants, et a Mayotte
ou la maladie, qui persiste a I'état endémique sur toute 1'1le, sévit de manicre plus intense dans
le foyer de Bandraboua et se manifeste par des flambées épidémiques occasionnelles (Partie
3). L'expansion de souches de P. falciparum résistantes a la chloroquine et a la pyriméthamine
(contenue dans le Fansidar®) a conduit ces derniéres années les autorités sanitaires
comoriennes et francaises a introduire un ACT (artémether + luméfantrine) en premiére
intention dans le traitement des accés non compliqués a P. falciparum, et a renforcer
I'ensemble des moyens de lutte antipaludique, dont une surveillance épidémiologique
optimale, indispensable pour éviter de reproduire les erreurs du passé. Or, pour un ensemble
de raisons politiques, économiques et structurelles, cette surveillance est demeurée irrégulicre
et inégalement répartie au sein de l'archipel, et les différentes études de chimiorésistance
disponibles ont offert des résultats souvent discordants (Partie 3). Dans ce contexte, la ville de

Marseille, ou vit une importante communauté comorienne (2.1.3) a l'origine de plusieurs
9
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centaines de cas importés de paludisme par an, a récemment été proposée comme un site
sentinelle pertinent pour la surveillance du paludisme comorien (Parola et al. 2004; Parola et
al. 2007). Mais, I’extrapolation de ces données marseillaises a 1’ensemble de [’archipel
pourrait étre hasardeuse et n’a en tout cas jamais fait I’objet d’une étude adaptée. Par ailleurs,
une tentative contestée d'élimination du paludisme sur la seule ile de Mohéli a été lancée fin
2007 au moyen d'un traitement de masse de la population. Les premiers résultats sont certes
encourageants mais en raison des voyages inter-iles continuels de la population comorienne,
et a l'instar de 1'échec passé d'élimination du paludisme sur 1'lle tanzanienne de Zanzibar (Roll
Back Malaria 2008) vers laquelle les mouvements migratoires saisonniers ¢taient importants
(Prothero 1961), on peut s'interroger sur l'efficacit¢ a moyen et long terme d'une initiative
aussi isolée.

C'est en effet via les flux de populations humaines entre des zones voisines que
s'effectuent les échanges de souches parasitaires et donc d'alleles (voir Partie 2.3.5) (Rogier et
al. 2005; Bogreau et al. 2006), et diverses études ont a présent montré que les populations de
P. falciparum sont en réalité plus ou moins génétiquement hétérogeénes au sein des zones
d'endémies. Des niveaux variés de transmission et d'isolement géographique peuvent ainsi
dessiner une structuration génétique (Anderson et al. 2000; Bogreau et al. 2006), dont
lI'importance au sein d'archipels endémiques pour le paludisme comme celui des Comores
demeure trés mal connue. En conséquence, et comme cela a déja été proposé pour l'ile de
Bornéo (Anthony et al. 2005), une meilleure connaissance de la diversité génétique et de la
structuration des population de P. falciparum sur l'archipel des Comores serait d'un grand
intérét pour interpréter et extrapoler les données de chimiorésistance, ajuster les politiques de
surveillance et de lutte antipaludique, prédire les chances de succes a moyen et long terme de
l'essai d'élimination mené a Mohéli, mieux comprendre la persistance du paludisme a
Mayotte, ou encore évaluer la pertinence d'une surveillance de la chimiorésistance excentrée a
Marseille.

Etudier la diversité génétique et la structuration des populations de P. falciparum
requiert l'utilisation de marqueurs génétiques sélectivement neutres (Partie 2.3.5), c'est a dire
non soumis aux pressions de sélection, qu'elles soient médicamenteuses ou immunes. Les
microsatellites sont ainsi devenus les marqueurs de prédilection, a condition qu'ils soient
choisis suffisamment a distance des loci associés notamment a la chimiorésistance ou aux

antigénes de surface (Anderson et al. 2000; Bogreau et al. 2006).
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Figure 9 — Origine des échantillons sanguins étudiés

Site de Vet . Parasitémie
Ile e N n Epidémiologie — remarques *
prélévement moyenne
CHU Marseille et . . . N
MARS HIA Laveran 68 36 Paludisme d'importation 1,22%
GC Moroni — PNLP 4 2 Prelevemf,:nt.s provenant de MSrom
(hypoendémique) et de toute I'ile
GC Moroni — Caritas 32 24 Prelevefnenrts des environs de Moroni 1.15%
(hypo- a mésoendémique)
GC Mltsam’u?u!l et 16 2 Meésoendémique
non précisé
MOH Hamavouna Hyperendémique
63 36 0,53%
MOH Bandarisalama Hypo- a mésoendémique
ANJ Pomoni Hyperendémique
63 36 0,87%
ANJ Sima Mésoendémique
MAY Bandraboua 227 36 Foyer de transmission important 2,35%

N : nombre d'échantillons sanguins disponibles par site ; n : nombre d'échantillons tirés au sort et
analysés par site ; * voir Partie 3

Sima

Bandarisalama

Pomoni

Hamavouna

ANJOUAN
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MAYOTTE 0
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L'objectif principal de 1'étude présentée ici est par conséquent de déterminer
I'hétérogénéité génétique des populations de Plasmodium falciparum au sein de l'archipel des
Comores et d'en expliquer l'origine afin d'y optimiser les moyens de lutte et de surveillance du
paludisme et de mieux interpréter les données actuelles d'épidémiologie moléculaire sur les
résistances aux antipaludiques. Son objectif secondaire est de mesurer la dissemblance
génétique entre d'une part les populations plasmodiales circulant dans 1'archipel et d'autre part
la population importée a Marseille, afin de discuter le choix de Marseille comme site
sentinelle dans la surveillance des populations plasmodiales comoriennes.

Les populations de P. falciparum de chacune des 4 iles et de Marseille ont ainsi été
caractérisées par génotypage de plusieurs microsatellites. Et le polymorphisme génétique de 3
genes impliqués dans la résistance (1) a la chloroquine (géne Pfcrt) (Djimde et al. 2001;
World Health Organization 2005), (2) a la pyriméthamine et au cycloguanil (géne Pfdhfr)
(Kublin et al. 2002; World Health Organization 2005), et (3) a la sulfadoxine (géne Pfdhps)
(Kublin et al. 2002; World Health Organization 2005) a également été étudié. En
complément, des données épidémiologiques concernant les flux de personnes entre les iles et
la pression médicamenteuse ont été recueillies pour chacun des patients échantillonnés, mais

¢galement dans la littérature (Partie 3) et a I'occasion d'une enquéte menée sur place.

4.2 MATERIELS ET METHODES

4.21 Echantillons de Plasmodium falciparum

L'étude a été réalisée en 2007 pour chacune des 4 iles de l'archipel des Comores
(Grande Comore (GC), Mohéli (MOH), Anjouan (ANJ) et Mayotte (MAY)), et pour
Marseille (MARS). Les échantillons sanguins ont été prélevés, aprés consentement éclairé,
aupres de patients venus consulter pour acces palustre clinique dans différents dispensaires
aux Comores ou aux urgences de différents hopitaux marseillais. Une autorisation préalable
avait été obtenue d'un comité d'éthique a Marseille et du Ministere de la Santé des Comores.
Chaque échantillon sanguin a été recueilli sur papier filtre absorbant de type Whatman FTA
Elute® (Whatman Inc., Florham Park, USA) (GC, ANJ et MOH) (Annexe 1), ou de type
Whatman 903 Protein Saver” (MAY), ou dans des tubes sanguins Vacutainer (MARS). Tous
ont ensuite été conservés a -20°C.

Les échantillons ont été collectés en Union des Comores en fin de saison des pluies

avec l'aide du PNLP (Programme National de Lutte contre le Paludisme). Soixante-quatre
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¢échantillons ont été recueillis en GC, principalement a Moroni (Fig. 9). Le paludisme sévit sur
IMle a I'état méso- a hyperendémique, avec une variation saisonnieére faible du fait des
nombreuses citernes et bassins d'ablution présents (Partie 3, Fig. 6). Soixante-trois
échantillons ont été collectés dans des centres de santé de MOH, situés en zone méso- a
hyperendémique. Soixante-trois échantillons également ont été collectés a ANJ au cours de la
méme période dans des centres de santé situés dans une région méso- a hyperendémique.
Deux cent vingt-sept échantillons ont été prélevés au cours de I'année 2007 dans le centre de
santé de la commune de Bandraboua, situé¢ dans la zone la plus endémique de I'ille de MAY.
Et enfin 111 échantillons importés des Comores (quasiment exclusivement de Grande
Comore) a Marseille ont été rassemblés en 2007 par le Centre National de Référence de la
Région Sud pour la Chimiosensibilité du paludisme. Apres élimination des échantillons avec
renseignements manquants ou trop faible parasitémie, 36 échantillons ont été tirés au sort

pour chacune des 5 "iles".

4.2.2 Recueil d'informations épidémiologiques

Afin de mieux interpréter les données génétiques, chaque échantillon prélevé était
accompagné d'une fiche de renseignement mentionnant la parasitémie de P. falciparum ainsi
que des informations relatives au patient comme 1'dge, le sexe, I'historique de ses séjours en
dehors de 1'lle ou de 1'archipel (au cours de 1'année écoulée pour les échantillons d'Union des
Comores, et au cours des 3 semaines précédentes pour ceux provenant de Mayotte), et
I'historique des acces palustres récents et des traitement antipaludiques recus (Annexe 1). Le
village de résidence de chaque patient échantillonné sur la commune de Bandraboua a
¢galement était également renseigné.

Les flux de personnes entre les iles pouvant étre supposés d'autant plus intenses que
les iles sont rapprochées, une mesure des distances les séparant les unes des autres a été
réalisée sur le logiciel GOOGLE EARTH".

Par ailleurs, aucune étude socio-démographique quantifiant les différents flux de
personnes voyageant entre les iles n'ayant semble-t-il été menée jusqu'a présent, une enquéte
sur le terrain a été menée a I'occasion d'un séjour en Union des Comores en septembre 2008.
Les Comoriens voyagent selon 3 modes entre les iles de l'archipel : par avion, bateau
"officiel" et pirogue (les fameux kwassa-kwassa). Une collecte d'informations qualitatives et
quantitatives concernant ces trajets en 2006 a donc ¢été menée auprés de différents
intervenants : Direction Générale de I'Aviation Civile de Grande Comore et d'Anjouan,

Comores Aviation (principale compagnie aérienne intérieure de l'archipel), capitaineries des
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ports de Moroni (GC) et de Mutsamudu (ANJ), et plusieurs pilotes de kwassa-kwassa. Pour
Mayotte, des données issues de la préfecture concernant l'arrivée et la reconduite a la frontiere
de clandestins comoriens (Commission des Lois Constitutionnelles et de la Législation et de
I'"Administration Générale de la République Francaise 2006; Secrétariat Général du Comité
Interministériel de Controle de 1’Immigration 2007), et des données issues de la Direction
Générale de I'Aviation Civile pour 2006 ont été prises en compte. La prévalence et l'incidence
du paludisme dans les différentes iles (Partie 3), ainsi que le nombre d'habitants par ile (Partie
2) ont également été recensés.

La fréquence des marqueurs de chimiorésistance dans une population plasmodiale
dépend étroitement du niveau de pression médicamenteuse a laquelle cette population a été
soumise. Un recueil des consommations d'antipaludiques sur chacune des iles de l'archipel a
donc été entrepris au cours de cette méme enquéte de terrain. Les mouvement de stocks de la
Pharmacie Nationale Autonome des Comores (PNAC) de Moroni (coopérative alimentant les
Pharmacies Régionales (1 par ile) aupres desquelles les pharmacies et dépdts de médicaments
peuvent ensuite s'approvisionner en antipaludiques), et les registres des principales
pharmacies de Moroni (GC) et de Mutsamudu (ANJ) ont donc été investigués. Des
informations qualitatives de pression médicamenteuse comme la nature des protocoles
thérapeutique et les habitus de prescription des médecins aux Comores des différentes iles ont

¢galement été collectées.
4.2.3 Procédures de génotypage

Extraction de '’ ADN

L'ADN a été extrait des papiers filtres FTA Elute” et 903 Protein Saver” selon les
recommandations du fabricant (Whatman Inc., Florham Par, USA). Pour le premier type de
buvard, 1 disque de 1,2 mm a été perforé, puis 'ADN purifi¢ a été élué dans 30 uL d'eau et
congelé a -20°C. Pour le second type de buvard, 1 disque de 1,2 mm a été purifié avec le
FTA" Purification Reagent, lavé, séché puis congelé. L'ADN des échantillons en tube a été
extrait en utilisant le EZNA blood DNA kit® conformément aux recommandations du
fabricant (Biofidal, Vaulx-en-Velin, France) et ¢lué¢ dans 100 uL d'eau pour 250 uL de sang
total. Afin d'accroitre la sensibilité des PCR a suivre et limiter le nombre d'extractions
nécessaires au génotypage de tous les loci, une amplification pangénomique de I'ADN extrait

a été réalisée en utilisant le kit illustra® GenomiPhi V2 DNA Amplification, conformément
p
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aux recommandations du fabricant (GE Healthcare, Buckinghamshire, UK). Les produits de

GenomiPhi ont ensuite été dilué au 1/20° puis congelés a -20°C.

Marqueurs moléculaires

Le polymorphisme de 6 microsatellites préalablement décrits (Su et Wellems 1996;
Anderson et al. 1999; Bogreau et al. 2006) a été analysé : Pf2689, 7A11, C4M79, P£2802,
TRAP and C4M69 (Tableau 10). Les marqueurs moléculaires de chimiorésistance étudiés ont
¢t¢ (Tableau 10) : mutation K76T du geéne Pfcrt (associé a la résistance a la chloroquine)
(Djimde et al. 2001; World Health Organization 2005) ; les mutations ponctuelles des codons
108, 16, 51, 59 et 164 du geéne Pfdhfr, et des codons 436, 437, 540, 581 et 613 du gene
Pfdhps (associées a la résistance de P. falciparum respectivement a la pyriméthamine et au
cycloguanil pour Pfdhfr, et a la sulfadoxine pour Pfdhps) (Kublin et al. 2002; World Health
Organization 2005).

Table 10 — Liste des marqueurs étudiés

Nom du locus Chromosome Type du polymorphisme étudié
Microsatellite Pf2689 12

Microsatellite 7A11 7 Longueur
Microsatellite C4M79 3 (nombre de paires de bases du
Microsatellite P£2802 5 microsatellite)
Microsatellite TRAP 13

Microsatellite C4M69 4

Géne Pfcrt — mutation K76T

. . 7 Mutation ponctuelle
(chloroquine-resistance transporter) p

Géne Pfdhfr— mutations S108N, N511, C59R,
A16V et 1164L 4 Mutations ponctuelles
(dihydrofolate reductase)

Géne Pfdhps— mutations A437G, K540E,
S436A, A581G et A613T/S 8 Mutations ponctuelles
(dihydropteroate synthase)

Génotypage des microsatellites par polymerase chain réaction (PCR)

Les loci microsatellites ont été amplifiés par PCR nichée avec des amorces
fluorescentes se fixant sur des séquences adjacentes (Annexe 2A). Ces amorces avaient été
synthétisées et purifiées dans le laboratoire de production d'amorce de I'Institut de Médecine
Tropicale (Marseille, France), ou bien obtenues aupres d'Eurogenetec (San Diego, USA). Les
conditions des 2 PCR sont résumées dans I'Annexe 2A. Les produits de PCR fluoro-marqués

issus de la réaction n°2 ont ensuite été soumises a une électrophorése sur gel de
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polyacrylamide sur séquenceur capillaire ABI 3130XL avec 0,5 uL de marqueurs de taille
Genescan”-500 LIZ"® (Applied Biosystems, Foster City, CA) et 20 uL de HiDi Formamide. Et
la longueur de ces microsatellites a été analysée en utilisant le logiciel GENESCAN®

(Applied Biosystems).

Génotypage de Pfcrt

La mutation K76T de Pfcrt a été génotypée en utilisant une simple méthode de RFLP
(restriction fragment length polymorphism) avec détection des produits fluorescents sur un
séquenceur capillaire ABI 3130XL, comme décrit précédemment (Anderson et al. 2003). Une
section de 132 pb de Pfcrt a dans un premier temps été¢ amplifiée par PCR semi-nichée avec
des amorces fluoro-marquées. Les amorces et les conditions de PCR sont résumées dans
I'"Annexe 2B. Les produits fluoro-marqués issus de la seconde PCR (n°2) ont ensuite été
digérées pendant 3 heures avec l'enzyme Apol (New England Biolabs) (Annexe 1B). Les
produits digérés ont alors été chargés sur le séquenceur capillaire et analysés par
électrophorése avec le marqueur de taille Genescan®-120 LIZ® (Applied Biosystems, Foster
City, CA). L'allele résistant (mutation K76T) était non coupé, donnant un pic a 132 pb, tandis

que l'allele sauvage était coupé, donnant un fragment marqué de 101 pb.

Génotypage de Pfdhps et de Pfdhfr

le génotypage de Pfdhfr et Pfdhps a été réalisé selon une méthode d'élongation
d'amorce précédemment décrite (Nair et al. 2002). Une amplification initiale par PCR nichée
a ¢té¢ suivie d'une digestion des amorces en exces et des nucléotides non incorporés. La
réaction d'¢longation d'amorce a ensuite été réalisée, en utilisant des oligos s'hybridant chacun
de manicére a ce que leur base 3' soit adjacente a l'une des bases polymorphes du géne
(Annexes 2C), et le ABI PRISM SNapShot”® Multiplex Kit (Applied Biosystems) qui contient
chacun des quatre didéoxynucléotides (ddNTP) marqué d'une couleur différente de
fluorescence. Une seconde digestion a été effectuée pour les ddNTP en excés. Les oligos
fluoromarqués issus de la réaction SNaPShot ont ensuite été électrophorésés sur le séquenceur
capillaire ABI 3130XL comme décrit précédemment, avec le marqueur de taille Genescan®-
120 LIZ® (Applied Biosystems). Chaque type d'oligo avait été prévu de maniére a étre
différencié des autres par sa taille, et le type de fluorescence déterminait ainsi une mutation

particuliere.
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4.2.4 Analyses statistiques

Multiplicité des populations de P. falciparum

Les échantillons sanguins peuvent contenir un ou plusieurs clones haploides de P.
falciparum. Et I'étude de la multiplicité des infections dans une population présente l'intérét de
pouvoir estimer les possibilités de recombinaisons (Partie 2.3.5) qui permettent de créer de
nouveaux génotypes et ainsi par exemple de casser les associations chez les clones
multirésistants.

La multiplicité¢ de l'infection a P. falciparum (c'est a dire le nombre de parasites
génétiquement distinguables par des alleles différents) a donc été estimée pour chaque
échantillon a partir du nombre maximal d'alléles observés pour les 6 microsatellites. Et la
multiplicit¢é moyenne de chaque population (GC, MOH, ANJ, MAY et MARS) a ainsi été
calculée (moyenne de la multiplicité des 36 échantillons). Une comparaison entre les sites a
été réalisée en utilisant le U test de Mann & Whitney.

En cas de multi-infection, plus d'un allele peut étre distingué sur chaque locus et il est
alors généralement impossible de déterminer le génotype complet de chaque clone.
Néanmoins, lorsque plusieurs alléles sont observés sur un seul locus, tandis que les autres loci
présentent tous le méme all¢le, il devient possible de reconstruire les génotypes complets de
plusieurs loci (reconstructed multilocus genotypes). Par exemple, si le locus polymorphe
présente N alléles, on peut alors reconstruire N génotypes complets. 11 est par ailleurs possible
de déterminer le clone majoritaire de chaque échantillon a partir de l'intensité des pics des
différents alleles a I'électrophorégramme. Les analyses présentées ci-aprés ont ainsi été
réalisées selon les cas en considérant soit (1) les génotypes reconstruits avec €limination des
¢chantillons pour lesquels la reconstruction était impossible (plus d'un all¢le a plus de 1 locus
avec intensités équivoques des pics) et avec élimination (nombre de parasites considérés =
170) ou non (N=274) des échantillons pour lesquels le génotypage n'a pu étre complet, soit (2)
les clones majoritaires apres ¢élimination (N=149) ou non (N=180) des échantillons pour
lesquels le génotypage n'a pu étre complet, soit (3) les données brutes (nombre total

d'individus détectés = 281).

Diversité génétique
La diversité génétique des 5 populations de P. falciparum a été estimée par le nombre

d'allele par locus, et par l'indice de Nei d'hétérozygotie attendue sans biais calculé a partir des

fréquences alléliques des données brutes sur le logiciel GENETIX® version 4.05 (Nei 1978).
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Cet indice He correspond en fait a la probabilité de tirer au sort, dans une population, 2
parasites différents pour les microsatellites considérés. La comparaison entre les He des
différentes populations a été réalisée avec le logiciel FSTAT® version 2.9.4, par un test de

comparaison bilatérale avec 1000 permutations (Goudet 2002).

Dérive génétique et bottleneck récent

La dérive génétique est un phénomeéne induisant progressivement I'élimination des
alléles minoritaires et la fixation des alléles majoritaires dans une population. En situation
d'équilibre, les mutations compensent néanmoins son effet en créant de nouveaux alléles.
Mais en cas de réduction importante de la taille de la population (on parle de "goulot
d'étranglement” génétique, ou bottleneck), les alléles rares sont éliminés plus rapidement, et le
nombre d'alleéles diminue ainsi plus rapidement que 1'hétérozygotie ou diversité génétique.
L'existence d'un "goulot d'étranglement" génétique récent a donc été recherché pour chacune
des populations plasmodiales étudiée, en comparant sur le logiciel BOTTLENECK® (Cornuet
et Luikart 1996; Piry et al. 1999) I'hétérozygotie observée pour chaque microsatellite avec
I'hétérozygotie simulée dans un modele d'équilibre entre dérive et mutations. Une
hétérozygotie observée identique a I'hétérozygotie simulée signifie une population a
'équilibre. Une hétérozygotie observée supérieure a 1'hétérozygotie simulée marque un
déséquilibre en rapport avec un bottleneck récent démasquant l'effet de la dérive génétique.
Une hétérozygotie observée inférieure de manicre significative a I'hétérozygotie simulée
suggere par contre l'existence d'une pression de sélection, médicamenteuse par exemple. En
complément, une représentation graphique de la distribution des fréquences alléliques pour
chaque population a également été construite en regroupant les fréquences par tranche de 0,1
afin de rechercher visuellement un déficit en alleles rares évocateur d'un bottleneck récent

(Luikart et al. 1998; Anthony et al. 2005).

Structuration génétique des populations

La structuration génétique des populations a été étudiée grace a la méthode des F-
statistiques de Wright (Wright 1965) précédemment utilisée avec les microsatellites de P.
falciparum (Anderson et al. 2000; Bogreau et al. 2006). L'indice Fst mesure la différenciation
ou dissemblance génétique entre les populations, et ce parameétre a été calculé avec le logiciel
FSTAT version 2.9.4 (Weir et Cockerham 1984; Goudet 2002) a partir, des données brutes
issues du génotypage des 6 microsatellites pour les 5 populations parasitaires, a partir des

données dépourvues des échantillons au génotypage incomplet, et a partir des haplotypes
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reconstruits. Une analyse factorielle des correspondances (AFC) (projection de chaque
parasite selon 2 axes permettant d'expliquer la plus grande variabilité entre les clones) a été
réalisée a partir des données brutes sur le logiciel GENETIX® pour illustrer ces mesures de
structuration. La représentation graphique de cette AFC a été faite sur le logiciel R®,
l'estimation de l'intervalle de confiance a 95% des centroides de chaque population permettant

de dessiner des ellipses délimitant 95% de la diversité génétique.

Assignement

Le flux de parasites étant le phénomene principal sous-tendant la structuration
génétique des populations plasmodiales, une recherche des parasites provenant des
populations voisines, c'est a dire un essai d'assignement des parasites aux populations
voisines, a été réalisée apres €élimination des échantillons incomplétement génotypés, et apres
reconstruction, ou non, des haplotypes. Le logiciel GENECLASS 2.0. a été utilisé, selon la
méthode bayésienne de Rannala & Mountain 1997 (Rannala et Mountain 1997) et avec calcul
des probabilités par simulation de Monte Carlo selon 1'algorithme de Rannala & Mountain

1997 (Rannala et Mountain 1997).

Déséquilibre de liaison

Le déséquilibre de liaison se définit comme la déviation de I'hypothése d'une
association aléatoire des alléles entre loci distincts. 11 a été testé sur le logiciel FSTAT 2.9.4
(Goudet 2002) par une procédure de 10000 permutations, pour chacune des paires de loci
microsatellites dans chaque population plasmodiale. Ces analyses ont ét¢ implémentées a
partir du clone majoritaire de chaque échantillon, aprés élimination ou non de ceux pour

lesquels le génotypage des microsatellites n'a pu étre complet.

Fréquence des mutations associées a la chimiorésistance

La fréquence des mutations ponctuelles sur les génes Pfcrt (mutation K76T), Pfdhfr
(triple mutation ST08N+CS59R+NS51I) et Pfdhps (double mutation A437G+KS540E) a été
estimée. La significativité des différences entre les sites a été évaluée par le test exact de

Fisher.

Mesure des corrélations entre Fst et indicateurs épidémiologiques

La différenciation génétique des populations plasmodiales comoriennes est en lien

direct avec l'importance des flux de parasites entre les iles. Celles-ci étant bien trop éloignées

Rebaudet — Epidémiologie moléculaire et génétique des populations de Plasmodium falciparum dans l'archipel des Comores. 53



Partie 4 — Etude de la diversité génétique et de la structuration des populations de P. falciparum dans l'archipel des Comores

pour permettre aux anopheles de traverser, ces échanges parasitaires s'effectuent
exclusivement via le déplacement des comoriens impaludés. On peut supposer que les
voyages entre les iles de l'archipel sont d'autant plus intenses qu'ils s'effectuent entre des iles
rapprochées. On peut également supposer que les flux de parasites peuvent étre estimés en
prenant en compte les flux de personnes et la prévalence (ou a défaut l'incidence) du
paludisme dans l'ile de départ. On peut enfin supposer que 1'effet de ces flux de parasites sur
la différenciation génétiques des populations plasmodiales des différentes iles dépend du
niveau de dilution de ces parasites dans la population plasmodiale d'arrivée.

Une corrélation entre les Fst mesurés pour chaque paire d'lles et la distance
géographique les séparant a donc été effectuée selon un modele d'isolement par la distance
(Rousset 1997; Anthony et al. 2005).

De plus, en recensant a partir des fiches de recueil ceux des patients génotypés ayant
voyagé sur une ile voisine et présentant donc potentiellement un paludisme d'importation, une
corrélation entre ces méme Fst et la moyenne des proportions de ces acces palustres
potentiellement importés a été effectuée pour chacune des paires d'iles.

A partir de la moyenne des flux aller et retour des personnes entre chaque paire d'iles
estimés par l'enquéte de terrain, une corrélation a été également effectuée avec les Fst. En
ajoutant a ces calculs l'incidence du paludisme dans l'ile de départ, les flux de parasites (flux
de personnes *incidence dans I'lle de départ) ont été¢ estimés et leur moyenne pour chaque
paire d'lle corrélée avec les Fst. Enfin, en pondérant l'effet de ces flux de parasites sur
I"homogénéisation des populations plasmodiales par un certain effet de dilution dans la
population humaine d'arrivée (flux de personnes *incidence dans 1'lle de départ /population
totale d'arrivée) et dans la population plasmodiale d'arrivée (flux de personnes *incidence
dans 1'1le de départ /population totale d'arrivée /incidence dans I'ile d'arrivée), les moyennes de

ces valeurs pour chaque paire d'iles ont été corrélées avec les Fst correspondants.
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4.3 RESULTATS

Parmi les 180 échantillons sanguins étudiés, le génotypage des 6 microsatellites a été

complet pour 149 (83%).

4.3.1 Multiplicité moyenne

Au total dans ces 180 échantillons, 281 parasites ont été détectés, dont 174 au
génotype identifi¢ complet apres reconstruction. La multiplicit¢é moyenne des populations,
c'est a dire le nombre moyen de clones de P. falciparum détectés dans les échantillons
sanguins est présentée sur la Figure 10. La multiplicité moyenne se situe entre 1,22 (déviation
standard SD = 0,20, taille de I'échantillon N = 36) a MAY, et 2,11 (SD = 0,35, N=136) a ANJ.
Elle est significativement différente entre GC et ANJ (P = 0,0015), entre ANJ et MOH (P =
0,0051), entre ANJ et MAY (P = 0,0001), et entre MAY et MARS (P = 0,0093).

Figure 10 - Multiplicité moyenne des infections a Plasmodium falciparum a Marseille
(MARS), Grande Comore (GC), Anjouan (ANJ), Moheli (MOH) et Mayotte (MAY)
(i.e. nombre moyen de clones détectés par échantillon sanguin, N = 36 échantillons par site)
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4.3.2 Diversité génétique

La diversité génétique de chaque population, calculée par I'hétérozygotie attendue non
biaisée (He) calculées a partir des fréquences alléliques des 6 microsatellites, est présentée sur
la Figure 11. Pour le détail des He par locus, se référer a I'Annexe 3. Le nombre de clones de
P. falciparum utilisés pour estimer le He par population s'étend entre 23 et 57 selon les loci et
les populations. La diversité la plus importante est observée a ANJ et MOH (respectivement
He = 0,71, SD = 0,19, et He = 0,71, SD = 0,20). La plus faible a MAY (He = 0,63, SD =
0,26). Le He moyen différe significativement entre MAY et MARS (He = 0,51, SD = 0,21)
(P-value = 0,04), et entre MAY et les quatre autres sites pris ensembles (ellipse dans Fig.11 ;
P-value = 0,001).

Figure 11 — Diversité génétique des populations des Plasmodium
falciparum de Marseille (MARS), Grande Comore (GC), Moheli
(MOH), Anjouan (ANJ) et Mayotte (MAY).
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* et fleches rouges = différence statistiquement significative (P-values calculées sur
FSTAT version 2.9.4 par un test de comparaison bilatéral aprés 1000 permutations). Ellipses
regroupant les populations de 4 sites.
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Figure 12 — Résultats de I'analyse factorielle des correspondances des échantillons de
chaque population plasmodiale selon les 6 microsatellites (PF2689, 7A11, C4M79,
PF2802, TRAP et C4M69).

Le centroide de chaque population est entouré par une ellipse représentant I'intervalle de confiance a 95% de
la diversité génétique. Points et ellipse rouges = Grande Comore (GC) ; points et ellipse bleu marine =
Mohéli (MOH) ; points et ellipse verts = Anjouan (ANJ) ; points et ellipse indigo = Mayotte (MAY) ; et

points ellipses roses = Marseille (MARS).
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Figure 13 — Différenciation génétique (Fst) entre des populations de Plasmodium
Sfalciparum de Grande Comore (GC), Mohéli (MOH), Anjouan (ANJ), Mayotte (MAY)
et Marseille (MARS) selon 6 microsatellites.

Comparaisons par paire entre les populations selon le génotypage des microsatellites PF2689, C4M79, PF2802,
7A11, TRAP et C4M69. Fst partant de zéro et testés aprés 10000 simulations. P-values obtenues aprés 200
permutations et correction de Bonferroni. Différenciation significative P-value ajustée < 0,005.

Fléches noires = différenciation négligeable (Fst<0,01) et non significative ; * et
différenciation modérée (0,01<Fst<0,1) et/ou statistiquement significative ; ** et fléches rouges =
différenciation importante (Fst>0,1) et statistiquement significative.
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4.3.3 Dérive génétique et bottleneck

La distribution des fréquences alléliques, examinée visuellement, présente pour
chaque population une forme en L, avec absence de déficit en alléles de faible fréquence
(<0,1). Cet aspect n'évoque donc pour aucune d'entre elles un bottleneck récent (Annexe 4).
En outre, la simulation de dérive génétique effectuée ne montre pas d'écart significatif entre
les hétérozygoties observées pour chaque microsatellite dans chaque population, et les
hétérozygoties attendues a 1'équilibre, et ce quelque soit le modéle de mutation considéré

(résultats non présentés).

4.3.4 Différenciation génétique entre les iles et structuration

La Figure 12 présente le résultat des correspondances factorielles des parasites
détectés dans chacune des 5 populations et selon les 6 microsatellites génotypés. Elle illustre
la diversité génétique de chaque population plasmodiale (écartement des points et superficie
de I'ellipse a 95%) ainsi que la différenciation génétique entre ces populations (recouvrement
plus ou moins important des ellipses les unes avec les autres). La population MARS est
largement incluse dans les populations GC et MOH, signant une proximité génétique entre ces
populations. GC et MOH semblent ¢galement proches. ANJ présente une diversité¢ génétique
importante et une différenciation plus nette. MAY présente une faible diversité génétique et
une différenciation marquée avec les autres populations.

La Figure 13 représente la comparaison des 5 populations plasmodiales selon le
génotypage des 6 microsatellites, quantifiée par le coefficient de différenciation Fst. Les
calculs ont été effectué a partir des données brutes (n = 50, 53, 76, 44 et 58, respectivement
pour GC, MOH, ANJ, MAY et MARS). La population MOH n'apparait pas significativement
différente de GC et ANJ (respectivement Fst=0,0097, P=0,06, et Fst=0,0105, P=0,06). Au
contraire, la population MAY présente une importante dissemblance avec les autres
populations (Fst=0,1352, P=0,005 avec GC ; Fst=0,1598, P=0,005 avec ANJ ; Fst=0,1331,
P=0,005 avec MOH ; et Fst=0,1373, P=0,005 avec MARS). De plus, MARS présente une
population significativement différente de tous les sites a l'exception de GC (Fst=0,0058,
P=0,07 avec GC ; Fst=0,0454, P=0,005 avec ANJ; Fst=0,0089, P=0,005 avec MOH ; et
Fst=0,1373, P=0,005 avec MAY). Les résultats sont globalement inchangés lorsque les Fst
sont recalculés a partir des clones majoritaires complets ou a partir des haplotypes
reconstruits, et lorsqu'ils sont calculés selon l'indice de Slatkin sur le logiciel Arlequin®

(résultats non présentés).
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Figure 14 - Fréquence des alléles sauvage-sensible (K76) et muté-
résistant (76T) du géne Pfert pour les 5 populations de P. falciparum
(N = nombre d'échantillons génotypés)

B K76 (sauvage, S) = 76 K & T (mélangés) M 76T (muté, R)
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Figure 15 - Fréquence des mutations du géne Pfdhfr pour les 5 populations de P
Sfalciparum.
(N = nombre d'échantillons avec analyse des 3 codons)
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4.3.5 Assignement

Quelques résultats des procédures d'assignement sont présentés dans I'Annexe 5. Ils
confirment globalement les indices Fst. Un seul des parasites de MAY peut étre assigné avec
une probabilité > 50% a la population de GC. Les parasites de MAY ne sont donc pas des
migrants récents issus des populations parasitaires échantillonnées en Union des Comores.
Pour la population plasmodiale de MARS, 7 parasites peuvent étre assignés a GC et a MOH.

Seuls 3 parasites peuvent étre assignés a ANJ. Zéro a MAY.

4.3.6 Déséquilibre de liaison

Que ce soit a partir des génotypes microsatellites des clones majoritaires (n=180), des
clones majoritaires complets (n=149), ou des haplotypes reconstruits (n=174), seule la
population plasmodiale de MAY présente plusieurs paires de loci associés de maniere
significative (P < 0,00067) (Annexe 6). Ces 7 paires, parmi les 15 possibles, concernent des
marqueurs tous situés sur des chromosomes différents (Tableau 10). Quatre des 5 paires
impliquant le locus C4M79 présentent un déséquilibre de liaison significatif a MAY. Parmi
les 5 paires impliquant le locus 7A11, une seule présente un déséquilibre de liaison (7A11 x

C4M79).

4.3.7 Fréquence des mutations ponctuelles associées a la chimiorésistance

La fréquence des mutations des geénes Pfcrt, Pfdhfr et Pfdhps dans les 5 populations de
P. falciparum est présentée dans 1'Annexe 7, et les Figures 14 et 15. La fréquence la mutation
de Pfcrt (échantillons avec détection de 1'allele 76T seul ou associé a 1'alléle sauvage K76) est
significativement plus faible pour ANJ (19,4%, N=36, SD=6,6%) que pour les autres
populations (p=0,002 avec GC, selon le test exact de Fisher ; p=0,004 avec MOH ; p<0,0001
avec MAY ; et p=0,003 avec MARS). La fréquence de la mutation est significativement plus
¢levée a MAY (94,4%, N=36, SD=3,8%) que dans les autres populations (p=0,0001 avec GC
; p<0,0001 avec ANJ ; p<0,0001 avec MOH ; et p<0,0001 avec MARS). Enfin, il n'existe pas
de différence significative entre les fréquences de la mutation de Pfcrt 8 GC, MOH et MARS.

Concernant les genes Pfdhfr et Pfdhps, quelques échantillons multiinfectés présentent
des ambiguités de génotypage rendant impossible la distinction entre les clones associés
mutés plus ou moins partiellement. Mais leur proportion reste faible, et la fréquence des
mutations apparait guére différente selon qu'ils sont pris en compte ou éliminés pour les
analyses. Lorsqu'il est muté, le géne Pfdhfr présente fréquemment l'association des 3

mutations 108N, 59R et 511, conférant une résistance a la pyriméthamine et au cycloguanil.
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Figure 16 — Corrélations entre distance génétique et différents indicateurs en rapport avec

les flux de parasites
Associations mesurées par calcul des coefficients des corrélation R.
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La fréquence de la triple mutation apparait significativement plus basse a ANJ (26,5%, N=34,
SD=7,6%) qu'a GC (50,0%, N=26, SD=9,8%) (p=0,04), MOH (68,4%, N=19, SD=10,7%)
(p=0,003), et MARS (68,6%, N=35, SD=7,8%) (p=0,0004). Cette fréquence est également
significativement plus élevée a MARS qu'a MAY (44,4%, N=36, SD=8,3%) (p=0,02).

Enfin, la fréquence des mutations de Pfdhps apparait faible pour les 5 populations.

4.3.8 Corrélations entre Fst et indicateurs épidémiologiques

Fst et distances géographiques — L'association entre distance génétique (Fst) et
distance géographique entre les iles est représentée Figure 16a. Sans avoir recours a des
transformations, Fst et distances en kilométres apparaissent également associés mais de
maniére non significative (R’=0,44). La paire ANJ/MAY, caractérisée par une distance
génétique importante alors que ces 2 iles ne sont séparées que de 70 km, s'écarte nettement
des autres points.

Fst et échantillons importés — Parmi les 144 échantillons génotypés pour 4 iles de
l'archipel, seuls 20 ont été prélevés de patients ayant rapporté un voyage récent sur une ile
voisine (6/36 pour GC, 10/36 pour MOH, 2/36 pour ANJ et 2/36 pour MAY). La corrélation
entre les moyennes des proportions d'acces palustres potentiellement importés entre chaque
ile et les Fst correspondants est représentée Figure 16b. Avec un coefficient de corrélation R?
a 0,75, ces deux variables apparaissent fortement corrélées de manicre significative (P<0,03,
calculé par la méthode du test du coefficient de corrélation).

Fst et flux de personnes — L'association entre Fst et flux de personnes entre les iles
(estimés sur le terrain en nombre de voyageurs par an), bien qu'en théorie plus pertinente que
l'association Fst-distance géographique, apparait trés faible (R*=0,12) (Fig. 16¢). L'écart de
ANJ/MAY est ici encore plus important, sans que cela soit expliqué par un flux de personnes
trop faible pour la distance en comparaison avec la paire GC/ANJ dont la distance
géographique est proche (résultat non présenté).

Fst et flux de parasites — Le flux de parasites est théoriquement un parametre plus
pertinent. A défaut de disposer de la prévalence pour toutes les iles, une approximation de ces
flux de parasites en fonction de l'incidence de la maladie en 2006 (Partie 3.4 et Tableau 7) a
été calculée. Avec cette approche, les Fst observés apparaissent en partie explicables par le
nombre de parasites circulant entre les iles (Fig. 16d), I'écart de la paire ANJ/MAY étant en
effet amortie par la faible incidence du paludisme a MAY. Mais il ne se dégage pas de

corrélation significative.
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Fst et flux de parasites pondérés par un effet de "dilution” — Enfin, le nombre
d'habitants étant trés différent selon les iles (Tableau 1), il apparait pertinent de pondérer ces
flux de parasites par un effet de dilution dans la population d'arrivée. Mais 1'association de ces
variables avec les Fst correspondants n'apparait pas meilleure (Fig. 16e), la paire GC/MOH se
retrouvant alors trés a 1'écart. Mais lorsque 'on prend en compte l'incidence du paludisme sur
I'lle d'arrivée, afin de considérer l'effet d'une dilution des parasites dans la population

plasmodiale d'arrivée, l'association avec les Fst correspondants gagne en force (Fig. 16f).

4.3.9 Association entre pression médicamenteuse et fréquence des

résistances

Antécédents de prise d'antipaludiques chez les patients échantillonnés — Parmi les
144 patients échantillonnés dans l'archipel, seuls 10 ont fait mention d'une prise
d'antipaludique datant de moins d'un mois. Il s'agissait de quinine dans 5 cas, de Fansidar®
dans 1 cas, mais jamais de chloroquine. Dans ces conditions, aucune association avec le
génotypage des résistances pratiqué n'a pu étre réalisé. Concernant la population recueillie a
Marseille, la notion de chimioprophylaxie était absente ou non précisée pour 68 des 111
patients recueillis au total. Au final, 31 patients rapportaient une consommation de
chloroquine, et seulement 11 une prise de proguanil.

Consommation en antipaludiques en Union des Comores — Les mouvements de
stock de la Pharmacie Nationale Autonome des Comores (PNAC) de Moroni ont été récoltées
pour la période 2004-2008 afin de déterminer la consommation en antipaludique de chaque ile
de I'Union des Comores. Cependant dans les faits, la plupart des nombreuses pharmacies et
dépdts privés, notamment & Anjouan, préférent se fournir directement en Afrique de I'Est ou
en France. Les registres des principales pharmacies de Moroni (GC) et de Mutsamudu (ANJ)
ont donc été sollicités. Mais en raison du nombre trés important de pharmacies et de dépdts de
médicaments (une centaine rien qu'a ANJ, dont la moitié¢ sans autorisation), de 1'importance
des données manquantes, et du recours fréquent a I'automédication, aucune estimation fiable
de la consommation en antipaludiques n'a pu étre obtenue, et aucune corrélation avec la
fréquence des marqueurs de résistance sur Pfcrt, Pfdhfr et Pfdhps sur ces iles n'a pu étre non

plus réalisée.
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4.4 DISCUSSION

441 Hétérogénéité des populations plasmodiales de I'archipel des Comores

La multiplicité moyenne des infections (c'est a dire le nombre moyen de clones de P.
falciparum détectés par échantillon sanguin) apparait globalement basse au sein des 5
populations plasmodiales étudiées, en comparaison avec d'autres régions de forte endémicité
palustre (Bogreau et al. 2006). Cette faible multiplicité refléte vraissmblablement le niveau de
transmission modéré prévalant sur l'archipel (Partie 3.3). La multiplicité moyenne
significativement plus élevée pour ANJ que pour les autres populations pourrait ainsi refléter
des niveaux de transmission plus importants sur l'ile d'Anjouan, pour des raisons géo-
climatiques et de lutte antivectorielle handicapée il est vrai ces derniéres années par les
troubles politiques réguliers. Aucune étude entomologique a I'appui de cette hypothese n'est
cependant disponible. A l'inverse, la multiplicit¢é moyenne plus basse 8 MAY que dans les
autres sites pourrait refléter les importants efforts de lutte antivectorielle consentis par les
autorités sanitaires frangaises depuis bientdt quatre décennies a Mayotte et renforcés avec la
crise du chikungunya en 2006 (donnée JF Lepére). La multiplicit¢é de MAY pourrait
¢galement avoir été sous-estimée par la diversité génétique encore plus faible dans cette
population plasmodiale que dans les autres, les clones parasitaires associés dans un
échantillon pouvant étre rendus indistinguables. Les 5 populations plasmodiales étudiées
apparaissent donc significativement hétérogenes au niveau de leu multiplicité.

Leur diversité génétique, exprimée par 1'indice d'hétérozygotie attendue (He), apparait
plus faible (0,51-0,71) que sur la majeure partie du continent africain (Sénégal, Niger, Cote
d'ivoire, Ouganda, Congo, Zimbabwe, ou les He s'échelonnent entre 0,73 et 0,80) (Anderson
et al. 2000; Bogreau et al. 2006), mais plus importante qu'en Asie ou qu'en Amérique du Sud
(Anderson et al. 2000). Cette différence est la probable conséquence de I'isolement
géographique de 'archipel et de la transmission plus basse qu'en Afrique continentale. Elle est
par ailleurs plus ou moins hétérogene selon les iles de 1'archipel des Comores, surtout vis a vis
de MAY.

Cette hétérogénéité se retrouve également au niveau de la structuration des
populations de P. falciparum mesurée par coefficients Fst de différenciation génétique basés
sur le génotypage de 6 microsatellites. Elle montre en effet une situation contrastée selon les
iles considérées, la distance génétique étant faible entre les 3 iles de 1'Union des Comores
(GC, MOH et ANJ) dont les populations semble donc homogenes, alors qu'elle apparait tres

importante entre ces iles et Mayotte, de l'ordre de ce qui est observé entre des régions aussi
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géographiquement ¢loignées que Djibouti et le Sénégal (Bogreau et al. 2006) ou que I'Afrique
et 'Asie (Anderson et al. 2000).

La distance génétique entre deux populations plasmodiales dépend théoriquement du
niveau de brassage génique les reliant, assuré par les flux de personnes parasitées que 1'on
peut supposer d'autant plus intenses que la distance géographique séparant ces populations est
faible. Notre étude montre justement que les distances génétiques entre les populations
plasmodiales comoriennes (mesurées par l'indice Fst) semblent associées avec les distances
géographiques les séparant. Ces Fst semblent encore plus largement explicables par les flux
de parasites circulant entre les iles, qu'ils soient obtenus de maniére indirecte par estimation
sur le terrain des flux de personnes, ou de maniere plus directe au sein de notre échantillon a
partir de la proportion des patients ayant déclaré un voyage récent sur 1'une des iles voisines.
Bien que leur mode d'estimation soit des plus approximatif, ces degrés variés de flux de
parasites peuvent ainsi expliquer le fait que GC et MOH, et ANJ et MOH n'apparaissent pas
différenciés, que GC et ANJ présentent une dissemblance modérée, et que la population MAY
soit par contre différenciée des autres de manicre tres intense.

En complément, la faible différentiation entre les iles de I'Union des Comores (GC,
MOH et ANJ) est confirmée par 1’absence de déséquilibre de liaison dans I’ensemble de ces
populations, qui signe un brassage aléatoire entre les 6 loci microsatellites génotypés. Par
contre la présence d’un important déséquilibre de liaison a MAY suggére une situation plus

complexe.

4.4.2 Situation épidémiologique particuliére a Mayotte

La population plasmodiale échantillonnée a Mayotte présente donc une situation
¢pidémiologique particuliére au sein de l'archipel comorien en alliant : (1) une diversité
génétique plus faible (He=0,51), non compensée par le flux génique provenant des iles
voisines comme le suggére (2) la différenciation génétique trés marquée (Fst entre 0,13 et
0,15), et enfin (3) un déséquilibre de liaison important (DL). Plusieurs hypothéses non

exclusives les unes des autres peuvent expliquer ces données de génétique des populations

(Fig. 17).

Premicrement, le faible niveau de transmission du paludisme a Mayotte est un facteur
pouvant limiter la diversité génétique de P. falciparum dans cette population. En zone de
faible transmission, les populations plasmodiales sont en effet généralement de plus petite

taille, ce qui limite la possibilité¢ de générer de la diversité génétique.

Rebaudet — Epidémiologie moléculaire et génétique des populations de Plasmodium falciparum dans l'archipel des Comores. 62



Partie 4 — Etude de la diversité génétique et de la structuration des populations de P. falciparum dans l'archipel des Comores

La faible transmission a Mayotte pourrait également expliquer en partie le déséquilibre
de liaison important observé dans cette population plasmodiale, en limitant la multiplicité des
infections @ MAY et donc les possibilités de recombinaison génétique lors de la reproduction

sexuée chez le moustique.

Figure 17 — Situation épidémiologique de la population plasmodiale de Mayotte (MAY).
Indices mesurés (He, Fst, DL) et déterminants épidémiologiques sous-jacents.
(Fléches = associations causales probables a MAY. Vert = effet positif sur l'indice ; rouge =
effet négatif sur l'indice. BDB = Bandraboua)
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Deuxiemement, malgré le faible niveau de transmission, il existe a Mayotte une
importante pression de sélection médicamenteuse, notamment a la chloroquine, illustrée par
le niveau trés important de mutation K76T du géne Pfcrt observé, et vraisemblablement en
lien avec le bon acces aux soins et les années de chimioprophylaxie de masse. Cette pression
médicamenteuse pourrait ainsi également limiter la diversité génétique observée 8 MAY. La
la restriction d'hétérozygotie a MAY par rapport aux autres populations est en effet

principalement observée sur le locus 7A11 (Annexe 3), situé sur le méme chromosome que

Rebaudet — Epidémiologie moléculaire et génétique des populations de Plasmodium falciparum dans l'archipel des Comores. 63



Partie 4 — Etude de la diversité génétique et de la structuration des populations de P. falciparum dans l'archipel des Comores

Pfcrt et connu pour faire partie du "selective sweep" autour de ce géne (Wootton ef al. 2002).
Les alleles de 7A11 pourraient ainsi avoir été sélectionnés avec la mutation de Pfcrt sous la
pression sélective de la chloroquine. En revanche, la faible diversité génétique a MAY ne
semble pas étre liée a une réduction importante et récente de la taille de la population
(bottleneck) induite par la pression médicamenteuse. Mais cette analyse est limitée par le
faible nombre de loci étudiés.

En outre, la pression médicamenteuse importante a Mayotte a pu accentuer la
différenciation génétique de sa population plasmodiale, en limitant sa taille et modifiant ses
fréquences alléliques de maniere suffisante pour conduire a une surestimation de ses Fst. Elle
pourrait également l'avoir fait en modifiant plus spécifiquement les fréquences alléliques du
marqueur 7A11 associé¢ au géne Pfcrt, comme le suggere le fait que les Fst impliquant MAY
recalculés avec seulement 5 microsatellites sans 7A11 soient minorés, tout en demeurant

certes importants (résultats non présentés).

La présence d’un important déséquilibre de liaison a MAY suggére cependant qu'un
troisieme phénomeéne pourrait intervenir pour expliquer cette situation épidémiologique
particuliere : l'échantillonnage dans la population isolée de Bandraboua. En effet, un
déséquilibre de liaison peut s’expliquer par un biais d’échantillonnage lorsque 1’on considere
a tort plusieurs populations plus ou moins isolées comme une seule population homogene
(effet Wallhund). Certaines associations entre alléles en théorie possibles n’étant pas
observées, un fort déséquilibre est alors engendré. Le fait que 1’échantillonnage de MAY ait
été effectué exclusivement a Bandraboua pourrait avoir engendré cette situation. Dans la
commune de Bandraboua (BDB) surviennent en effet prés de la moitié¢ des cas de paludisme
de Mayotte. Le paludisme d'importation y est pourtant trés faible (de l'ordre de 5%) par
rapport au reste de l'ile (de l'ordre de 80%) (Partie 3). Cette population semble donc
particulierement isolée du reste des populations plasmodiales comoriennes. La possibilité
d’avoir échantillonné a BDB a la fois des parasites endémiques au site et des parasites
provenant du reste de ’archipel pourrait ainsi avoir été source de déséquilibre de liaison.
Néanmoins, 1’homogénéité des populations plasmodiales comoriennes (Fst <0.036) et
I’absence de déséquilibre de liaison a 1’échelle de I’Union des Comores éliminent cet éventuel
effet Wallhund li¢ a un mélange des populations comoriennes a BDB comme source du
déséquilibre de liaison observé a MAY.

L'isolement marqué de la population plasmodiale de Bandraboua peut cependant

expliquer la différenciation génétique marquée de MAY (Fst importants et assignement quasi
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Figure 18A — Distribution mensuelle des génotypes obtenus en 2007 sur la commune de
Bandraboua, Mayotte (N = 36 échantillons)
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Figure 18B — Distribution spatiale des genotypes de Pf'sur la commune de Bandraboua
(i.e. nombre d'échantillons contenant chaque genotype, selon le village d'origine de chaque patient
¢chantillonné)
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nul des parasites aux populations voisines), malgré les intenses flux de personnes entre
Mayotte et les autres iles. De plus, en dépit de la petite taille de Mayotte et de son réseau
routier bien développé, cette différenciation intense de MAY suggére que la population BDB
est également isolée génétiquement du reste de l'ile, et ce pour des raisons mystérieuses.
Ainsi, l'immigration comorienne a Mayotte semble peu influer, sinon sur le réservoir de
parasites de I'lle, du moins sur celui de Bandraboua.

Par ailleurs, cet isolement génétique de la population BDB peut également expliquer la
faible hétérozygotie observée (He), en raison du faible apport de nouveaux alléles depuis les

autres populations plasmodiales comoriennes.

Toutefois, 1’analyse de la population plasmodiale de BDB met en évidence un nombre
important de génotypes identiques sur I’ensemble des marqueurs moléculaires (microsatellites
et résistance). Deux génotypes particulicrement fréquents sont a eux seuls présents dans
respectivement 12 et 13 échantillons. Leur distribution est a la fois groupée dans le temps
(Fig. 18A), et dans I’espace (Fig. 18B: chaque génotype est associ¢ a un village de la
commune (p<0.008, selon le test exact de Fisher). Cette structuration spatio-temporelle locale
est la signature de microépidémies, qui constituent donc le quatrieme phénomene
épidémiologique intervenant a Bandraboua. Cette situation est confirmée par le fait que pres
des % des cas déclarés en 2004 a BDB étaient effectivement des cas groupés (contre %4 pour le
reste de 1'lle) (Quatresous et al. 2005), et la survenue de ces microépidémies est justement
rendue possible par la situation globalement hypoendémique du paludisme a Mayotte (Partie
2.3.3 et Partie 3).

Des populations plasmodiales oligo-clonales, ¢émergeant au cours de ces
microépidémies, constituent donc majoritairement notre échantillonnage a MAY. Ceci peut
expliquer d’une part la faible diversit¢ observée sur I’ile, la présence d’un important
déséquilibre de liaison génétique (certains mélanges d'alleles ne pouvant s'effectuer entre des
génotypes qui ne sont pas concomitants dans le temps et I'espace), et les importants Fst entre
MAY (principalement BDB) et les autres iles (du fait que certaines fréquences alléliques

soient trés augmentées).

4.4.3 Faible représentativité de la population plasmodiale échantillonnée a
Marseille

L'analyse des Fst montre une différenciation faible a modérée mais significative entre

la population parasitaire importée a Marseille et la population globale des 4 iles, ainsi qu'entre
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cette population de MARS et les populations de MOH, ANJ et MAY prises séparément. 11
convient cependant de nuancer I'importante différenciation génétique observée avec MAY, en
raison des microépidémies survenant a Bandraboua, ou la population MAY a été
exclusivement échantillonnée. Il existe en revanche une proximité génétique entre ces isolats
importés a Marseille et la population parasitaire de GC (Fst négligeable, et assignement
possible de plusieurs parasites), ce qui n'est pas surprenant considérant que la majorité des
comoriens de Marseille sont issus de la Grande Comore et voyagent ainsi sur cette ile plutot
que sur une autre (Partie 2.1.3.). La population de P. falciparum importée a Marseille pourrait
par conséquent étre représentative uniquement de la population plasmodiale de la Grande

Comore.

4.4.4 Niveaux contrastés de chimiorésistance entre les iles mal expliqués par
la structuration des populations

La prévalence de la mutation K76T du géne Pfert, associée a la
chloroquinorésistance, est ¢levée en GC et a MOH, comme cela a déja été retrouvé dans des
¢tudes antérieures (Partie 3.6, Tableau 9C et Fig. 8). A l'inverse, ANJ présente une prévalence
significativement plus basse de cette mutation. Cette différence ne saurait étre expliquée par
la structuration des populations plasmodiales qui tendrait a homogénéiser ces populations.
Elle reléve donc plutdt de niveaux de pression médicamenteuse contrastés, pour lesquels il
n'existe néanmoins aucune donnée fiable a ce jour.

La prévalence des mutations du gene Pfdhfr associées avec la résistance a la
pyriméthamine et au cycloguanil montre des résultats également contrastés. Lorsqu'il est
muté, le géne présente fréquemment la triple association des mutations 108, 59 et 51, les
simples ou doubles mutants demeurant rares. La prévalence des triples mutants
significativement plus élevée a MOH (68,4%) qu'a ANJ (26,5%) ne peut pas étre expliquée
par la seule structuration des populations. Elle pose la question d'une utilisation plus
importante du Fansidar® a visée antipaludique & MOH qu'a ANJ. Bien que les données de
pression médicamenteuse soient trés imprécises, il semble de facon paradoxale que
l'utilisation du Fansidar® ait été particuliérement importante 4 Anjouan depuis 2004, en raison
du prix nettement plus important du Coartem® (malgré sa subvention par le Fond Mondial) et
de ses difficultés d'approvisionnement a Anjouan (du fait des soubresauts autonomistes de ces
derniéres années) (données personnelles). En revanche, l'association triméthoprim-
sulfaméthoxazole (cotrimoxazole ou Bactrim®), médicament apparenté au Fansidar” et dont

la capacité a sélectionner les mutants résistants au Fansidar® est discutée (Anglaret 2001;
P g

Rebaudet — Epidémiologie moléculaire et génétique des populations de Plasmodium falciparum dans l'archipel des Comores. 66



Partie 4 — Etude de la diversité génétique et de la structuration des populations de P. falciparum dans l'archipel des Comores

Whitty et Jaffar 2002), semble largement plus consommé a visée antibactérienne a MOH qu'a
ANJ, ce qui pourrait expliquer le paradoxe. Signalons a ce sujet, que la prévalence de
l'infection a VIH étant faible au Comores (World Health Organization 2006), ['utilisation du
Bactrim® en prévention de la pneumocystose et de la toxoplasmose dans le SIDA ne saurait
constituer par ce biais un surplus de pression sélective sur les geénes Pfdhfr et Pfdhps de P.
falciparum.

Conformément aux données de la littérature, la chloroquinorésistance a Mayotte est
plus fréquente que dans les autres populations, probablement du fait de 1'importante pression
médicamenteuse. Par ailleurs, le nouveau protocole thérapeutique de 2002 recommandant
l'association chloroquine-Fansidar®, qui semble avoir été bien suivie (Solet et al. 2007), a
conduit sur I'ile & une large utilisation du Fansidar®. La fréquence des triples mutants Pfdhfi
est demeurée pourtant stable aux alentours de 40% entre 2001 et 2007. Le Bactrim®, dont
l'uilisation est limitée a Mayotte (donnée JF Lepére) ne semble pas avoir exercé de pression
sélective particuliere sur ce marqueur. En outre, 1'évolution microépidémique du paludisme a
Bandraboua peut théoriquement conduire a propager des résistances sélectionnées par les
traitements. Ainsi, parmi les 2 clones infectant les 2/3 des échantillons analysés, 1'un était a la
fois résistant a la chloroquine (mutant Pfcrf) et a la pyriméthamine (triple mutant Pfdhfr), et
l'autre était résistant a la chloroquine mais sensible a la pyriméthamine (sauvage Pfdhfr).

Enfin, les triples mutants Pfdhfr sont significativement plus fréquemment retrouvés
dans la population de Marseille qu'a ANJ ou MAY. Ceci peut s'expliquer en partie par la
différenciation génétique de ces populations. Mais la fréquence de l'association doubles +
triples mutants apparait également significativement plus élevée a MARS qu'en GC,
populations pourtant génétiquement peu différenciées. Seule des pressions de sélection
médicamenteuse contrastées peuvent expliquer cette différence, comme par exemple le
proguanil, utilisé en chimioprophylaxie antipaludique (Savarine® ou Malarone®) par les
Comoriens exclusivement de Marseille lorsqu'ils voyagent au pays (Ali Mohamed 2007).
L'utilisation peut-étre plus fréquente du Bactrim® par ces derniers pourrait également avoir

favorisé la sélection des mutants Pfdhfr dans la population MARS.
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4.5 CONCLUSION : APPLICATIONS DE CES DONNEES POUR LA
LUTTE ANTIPALUDIQUE ET PERSPECTIVES

Cette ¢tude d'épidémiologie moléculaire et de génétique des populations de
Plasmodium  falciparum montre donc une diversité génétique globalement basse,
vraisemblablement en rapport avec l'isolement géographique de 1'archipel et une transmission
faible. En dépit des migrations humaines importantes entre les iles, cette étude met également
a jour un schéma contrasté de différenciation génétique entre les populations étudiées, dont
les applications pour la lutte peuvent étre multiples.

La structuration génétique mise a jour entre les populations plasmodiales de Grande
Comore, Mohéli, Anjouan et Mayotte, ainsi que les fréquences trés différentes des marqueurs
de résistance devrait ainsi inciter les autorité sanitaires comoriennes et frangaises a surveiller
la chimiorésistance sur chaque ile de maniére séparée. Avec la généralisation de I'utilisation
des ACT et I'harmonisation a venir de la pression médicamenteuse, on peut néanmoins
espérer pour l'avenir la possibilité d'une surveillance unique en Union des Comores.

En revanche, le brassage génétique entre les iles de Grande Comore, Mohéli et
Anjouan, bien que modéré voire intense, devrait conduire a éviter les mesures de lutte
antipaludique limitées a une seule ile. Ainsi, les effets du programme d'é¢limination du
paludisme a Mohéli mis en place fin 2007 seront slirement de bien courte durée si les efforts
concentrés sur le traitement rapide des cas et des nouveaux arrivants se relachent, car les
parasites reviendront en effet rapidement depuis les iles voisines. Au contraire, une action
prolongée aboutira vraisemblablement a une situation hypo-endémo-épidémique similaire a
Mayotte, imposant une lutte antivectorielle efficace afin de prévenir la survenue d'épidémies
sur une population ayant peu a peu perdu son immunité.

Justement, Bandraboua représente actuellement un foyer de transmission résiduel a
Mayotte. Et 1'épidémiologie plasmodiale semble y étre marquée par l'association d'une
transmission tout de méme faible, d'une importante pression médicamenteuse, d'un isolement
génétique majeur et de microépidémies multiples. Les efforts devraient ainsi se concentrer sur
la prévention des épidémies a Bandraboua, en renforcant la recherche et le traitement les
gites larvaires dans les villages les plus touchés, ainsi que la détection et le traitement rapide
les premiers cas.

Enfin, Marseille semble étre un site sentinelle théoriquement pertinent pour la
population plasmodiale de la Grande Comore uniquement. Mais les niveaux de

chimiorésistance différents observés a MARS et GC, du fait de pressions de sélection
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médicamenteuse contrastés, limitent pour l'instant 1'intérét de ce suivi a distance. Le passage
progressivement généralisé de 'archipel au protocole artémether-luméfantrine, traitement non
utilisable en chimioprophylaxie, devrait niveler les pressions médicamenteuses de ces
populations plasmodiales et relancer la pertinence d'une surveillance de la chimiosensibilité

excentrée a Marseille.
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5 CONCLUSION GENERALE ET PERSPECTIVES

Les méthodes modernes d'épidémiologie moléculaire et de génétique des populations
appliquées au Plasmodium falciparum sur l'archipel des Comores offrent, par la mesure de la
diversité¢ génétique et l'analyse de la structuration des populations parasitaires, des
compléments d'information intéressants a 1'épidémiologie "traditionnelle". En plus d'enrichir
la réflexion générale sur la génétique des populations plasmodiales en fournissant un modele
d'étude pertinent et original, elles apportent une compréhension plus dynamique des processus
en cours et permettent de proposer des recommandations tres pratiques pour affiner au mieux
les stratégies de surveillance et de lutte antipaludique.

Ainsi, malgré la proximité et la petite taille de ces quatre iles, la réalité
¢pidémiologique du paludisme apparait trés contrastée sur l'archipel comorien. Les iles
constituant 1'Union des Comores (Grande Comore, Mohéli et Anjouan) sont marquées par une
transmission stable et une morbidité palustre relativement importante, et leur population
plasmodiale est globalement homogeéne génétiquement. La morbidité est en revanche
beaucoup plus faible sur 1'lle de Mayotte, ou les cas sont pour moiti¢ d'origine importée
depuis les iles voisines, et pour moiti¢ autochtones et concentrés dans le foyer résiduel et isolé
de Bandraboua selon une distribution microépidémique. Les niveaux de chimiorésistance,
globalement élevés sur l'archipel, sont également contrastés entre les iles, du fait de pressions
médicamenteuses différentes.

En complément des stratégies de lutte antipaludique actuellement mises en place, ces
informations conduisent ainsi a recommander plus spécifiquement : (1) de surveiller la
chimiorésistance séparément sur chaque ile, (2) d'éviter les mesures de lutte antipaludique et
les tentatives d'élimination limitées a une ile de maniére isolée, et (3) de renforcer la
prévention des épidémies sur la commune de Bandraboua. L'arrivée récente des ACT, la large
distribution des moustiquaires imprégnées et la tentative d'élimination du paludisme a Mohéli
modifieront cependant & court terme cette situation épidémiologique. Ils devraient aussi
relancer la pertinence d'une surveillance des résistance excentrée a Marseille, dont la
représentativité génétique des parasites importés par la diaspora comorienne est pour l'instant
limitée.

L'interprétation de ces informations de génétique des populations est néanmoins ardue
et souffre de la carence des données d'épidémiologie classique disponibles aux Comores. Des

¢tudes complémentaires de paludologie systématique et de génétique des populations doivent
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étre envisagées afin de confirmer ces conclusions et d'en apprécier I'évolution. Un nouvel état
des lieux, basé cette fois sur un échantillonnage plus représentatif et plus large de la
population des différentes iles ainsi que des cotes tanzanienne (Dar es Salam et Zanzibar) et
malgache (Majunga) a d'ors et déja été envisagé au sein d'un nouveau partenariat "marseillo-

mahoro-comorien".
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Annexes

ANNEXES

Annexe 1 — Recueil de échantillons sanguins sur buvard (ici Mme Ramatou SILAI du
PNLP Comores), et exemple de fiche de renseignements accompagnant les échantillons.

N° échant : D ...

Date: .../ .../ ...
MAYOTTE

Déplacements depuis | an hors de I’ile ?
Oui  Non

Anjouan
Mohéli
Grande Comore

Date du retour :

/

I ’

I 1l

Crises de paludisme depuis 1 mois ?
Non

Oui :  Nom des traitements Dates
.................. U A
.................. A
.................. A

Sexe: H F Age ...
Goutte épaisse positive ? Oui  Non

Parasitémie : ......
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Annexe 2A - Séquences des amorces et protocoles d'amplification des 6 microsatellites de
Plasmodium falciparum

Loci gcezle]::;;l:l ize Chr Primer Primer sequences (first round and second Ta, cml:(ﬁgon
o (bp) ID round of nested PCR) (5’ to 3°) °C o
n n
Pf2689 TTA ACC TTA TAG CTT CAG AG
PCR1  TCT TCT TCA CTT ACA TTA AAG 56 1A
Pf2689 G37854 86 12 Pf2689 TAT GCA CAC ACG TTT CTA
PCR2  6-FAM—CTC CAA GGC ATT CAC GTA 54 2B
7A11  ACA TAT TAT TTC TTC GTA A
PCR]  TTATCT CTT CTC TGA GTA A 53 1B
7AIl (38831 92 7 7A11  ATGTGT AAG GAG ATA GTA TA
PCR2  6-FAM—CAA CTTTCT CTT TTT AAA TAT TAC 54 2B
C4M69  TTT TGT AGG AAC ATG TAA
PCR]  GGA GACTAG CTC TAC AAT A 53 1B
CiM79 G42726 220 3 C4M69 TTT ATA TCA AGA ATG ACA ACC
PCR2  NED—TAG CAA CAA TAA ACA ATA TGG 57 2B
Pf2802 GAT GCT TAG TTT AAT CTT ATA ACA AAT A
PCR]  GACTTA CTTTCT TAC ATA AAA TCA TTA AC 60 1B
Pf2802 G37818 136 5 P/D802 GTATAA AAG GAA ATA CCT A
PCR2  NED—CAG ACT ATC TTA AGG GAA 52 2B
TRAP  ATA AAA CAA ATT ACC GAG TA
PCR]  ACAATT CAG ATT ACC TGA A 56 1A
TRAP G37858 134 13 [RAP  CATAAT AGT AGC AAG AGA
PCR2  PET—GAT TAT ATA TAG CGA TTT AC 49 2B
C4M69 AGA AAT GGA GAT AAA CTA TTA CAA CTA
PCRI  AGCGCA CGA GAA CAA TC 60 1A
CiM69 G37956 362 4 C4M69 GAA ATG GAG ATA AAC TAT TAC
PCR2  VIC—AAT TAC ACA ACA GAT GTG AA 61 2A

Size in basepairs for 3D7 clone. Chr, chromosome. Primer sequences are given for reactions n°1 (first round) and n°2 (second round) of the nested
PCR and are 5’— 3’ with fluorescent label (VIC, NED, 6-FAM, PET) and annealing temperature (Ta, °C).

The mix for PCR conditions n°1 (20 uL) contained 2 uL DNA template, 1x buffer, 2.5 mM MgCl,, 200uM each dNTP, 0.25 uM each primer and
0.12 U Taq polymerase (Eurogentec, Seraing, Belgium). Thermocycling was performed in a Biometra (Goettingen, Germany) 96-well T3
thermocycler. Program for PCR condition 1A was : initial denaturation at 94°C for 2 minutes; 45 cycles at 94°C for 30 seconds, the locus-specific
annealing temperature for 30 seconds and 72°C for 40 seconds ; final elongation step at 72°C for 10 minutes. Program for PCR condition 1B was:
initial denaturation at 94°C for 3 minutes; 45 cycles at 94°C for 40 seconds, the locus-specific annealing temperature for 50 seconds and 72°C for
50 seconds ; final elongation step at 72°C for 10 minutes.

The mix for PCR conditions n°2 (20 uL) contained 2 uL of PCR product n°l, 1x buffer, 2.5 mM MgCl,, 200uM each dNTP, 0.5 uM of each
primer and 0.12 units 7ag polymerase (Eurogentec, Seraing, Belgium). Program for PCR condition n°2A was: initial denaturation at 94°C for 2
minutes; 10 cycles at 94°C for 30 seconds, 65°C for 30 seconds and 72°C for 30 seconds ; 35 cycles at 94°C for 30 seconds, 61°C for 30 seconds
and 72°C for 30 seconds ; final elongation step at 60°C for 30 minutes. Program for PCR condition n°2B was: initial denaturation at 94°C for 2
minutes; 45 cycles at 94°C for 30 seconds, the annealing temperature for 30 seconds and 72°C for 30 seconds ; final elongation step at 60°C for 30
minutes.
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Annexe 2B - Séquences des amorces et protocoles d'amplification pour le génotypage du
codon 76 du géne Pfcrt de P. falciparum

. . . . Primer sequences (first and second PCR
Loci Locus information Primer ID rounds) (5 to 3%) condition n°
Pfert PCR1 GTT CTT GTC TTG GTA AAT GT 1
Pfert Chr 7 CCAATTTTGTTT AAA GTTCT
Pfert PCR2 GTT CTT GTC TTG GTA AAT GT P

6-FAM—TAA ATG TGC TCA TGT GTT TA

Size in basepairs for 3D7 clone. Chr, chromosome. Primer sequences are given for reactions n°1 (first round) and n°2 (second round) of the semi-
nested PCR and are 5°— 3’ with fluorescent label (6-FAM).

The mix for PCR conditions n°1 (10 uL) contained 1 uL of DNA template, 1x buffer, 2.5 mM MgCl,, 200uM each dNTP, 0.25 uM of each
primer and 0.04 units 7ag polymerase (Eurogentec, Seraing, Belgium). Thermocycling was performed in a Biometra (Goettingen, Germany) 96-
well T3 thermocycler. Program for PCR condition n°1 was: initial denaturation at 94°C for 2 minutes; 10 cycles at 94°C for 20 seconds, 50°C for
20 seconds and 60°C for 30 seconds ; 35 cycles at 94°C for 20 seconds, 45°C for 20 seconds and 60°C for 30 seconds ; final elongation step at
60°C for 2 minutes.

The mix for PCR conditions n°2 (10 uL) contained 1 uL of PCR product n°1, 1x buffer, 1.5 mM MgCl,, 200uM each dNTP, 1.0 uM of each
primer and 0.075 units 7ag polymerase (Eurogentec, Seraing, Belgium). Program for PCR condition n°2 was: initial denaturation at 94°C for 2
minutes ; 10 cycles at 94°C for 20 seconds, 50°C for 20 seconds and 60°C for 30 seconds ; 35 cycles at 94°C for 20 seconds, 45°C for 20 seconds
and 60°C for 30 seconds ; final elongation step at 60°C for 2 minutes.

For digestion, the mix (30 uL) contained 1 uL products from the second round of semi-nested PCR, 0.3 U Apol (New England Biolabs), 1x Buffer
n°3 and 1x bovine serum albumin. Digestion conditions were 50°C for 3 h.
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Annexe 2C - Séquences des amorces et protocoles d'amplification pour le génotypage des
génes Pfdhfr et Pfdhps de P. falciparum

7 7 PCR Primer
. Loci . Primer sequences (first and second ”» :
Loci . Primer ID . , , condition  concentration
info rounds, SNaPshot reaction) (5’ to 3°) o
n (uM)
Pfdhfr Chr4  Pfdhfr primers (template)

TTC TCC TTT TTA TGA TGG AAC AAG T

dhfr PCR1 ATA TTT GAA AAT CAT TTG GAT GTA TAG 1A 025
ACG TTT TCG ATA TTT ATG C

dhfr PCR2 TCA CAT TCA TAT GTA CTA TTT ATT C 2A 0.5

Pfdhfir primers (SNaPshot)

dhfr51-f AGG AGT ATT ACC ATG GAA ATG TA 0.345
gactgactCTC ATT TTT GCT TTC A AC CTT

dhfrl16-r ACA ACAT 0.18
gactgactACA AAA TGT TGT AGT TAT GGG

dhfr108-f AAG AAC AA 0.22
ctgactgactgactgactAAT TCT TGA TAA ACA

dhfrl6d-r ACG GAA CCT CCT A 0.3
ctgactgactgactgactgactTGA TTC ATT CAC ATA

dhfr59-r TGT TGT AAC TGC AC 0.224

Pfdhps Chr8  Pfdhps primers (template)

GATTCTTTTTCAGATGGAGG

dhps PCR1 - rrecreataTaATTCATCTGA 1B 025
GTT GAA CCT AAA CGT GCT GT

dhps PCR2 11 ATC ATG TAA TTT TTG TTG TG 2B 0.5

Pfdhps primers (SNaPshot)

dhps613-r TTG ATC ATT CAT GCA ATG GG 2.406

dhps540-f 2actGAG GAA ATC CAC ATA CAA TGG AT 0.535

dhpsS81-r g? CGAG TTT AAT AGA TTG ATC ATG TTT 0.625
gactgactAGT GTT ATA GAT ATA GGT GGA

dhps436(1)-r  Gax TCC 0.685
gactgactgactgactTGG ATT AGG TAT AAC AAA

dhps436(2)-1 S A5 GAICA 0.766
gactgactgactgactgactTTT TTG GAT TAG GTA

dhps437-r TAA CAA AAG GA 1.115

Size in basepairs for 3D7 clone. Chr, chromosome. Primer sequences are given for reactions n°1 (first round) and n°2 (second round) of the
nested PCR, and for the SnaPshot reaction. (gatc), tails added to the SNaPshot primers are shown in lower case.

The mix for PCR conditions n°1 (20 uL) contained 2 uL of DNA template, 1x buffer, 2.5 mM MgCl,, 200uM each dNTP, 0.25 uM of each
primer and 0.03 units 7ag polymerase (Eurogentec, Seraing, Belgium). Thermocycling was performed in a Biometra (Goettingen, Germany)
96-well T3 thermocycler. Program for PCR condition n°1A was : initial denaturation at 94°C for 5 minutes; 45 cycles at 94°C for 40
seconds, 56°C for 1 minute and 72°C for 1 minute. Program for PCR condition n°1B was: initial denaturation at 94°C for 3 minutes; 45
cycles at 94°C for 1 minute, 52°C for 2 minutes and 72°C for 1 minute.

The mix for PCR conditions n°2 (20 uL) contained 2 uL of PCR product n°l1, 1x buffer, 2.5 mM MgCl,, 200uM each dNTP, 0.5 uM of each
primer and 0.03 units 7ag polymerase (Eurogentec, Seraing, Belgium). Program for PCR condition n°2A was: initial denaturation at 94°C
for 2 minutes ; 45 cycles at 94°C for 20 seconds, 47°C for 20 seconds and 72°C for 30 seconds ; final elongation step at 72°C for 2 minutes.
Program for PCR condition n°2B was: initial denaturation at 94°C for 2 minutes ; 45 cycles at 94°C for 20 seconds, 49°C for 20 seconds and
72°C for 30 seconds ; final elongation step at 72°C for 2 minutes.

For digestion n°1, 5 U S4P (Shrimp Alkalin Phosphatase, Amersham), 2 U Exo I (Exonuclease I, Amersham) and Sap Buffer (final
concentration 1x) were added to the template DNA (20 uL PCR n°2). Program was 37°C for 1h then 75°C for 15 minutes.

The SNaPshot reaction for Pfdhfi and Pfdhps (10 uL) contained 5 uL. SNaPshot reaction mix, 1 uL primer pool at the optimized final
concentrations mentioned above for each primer, 1 uL dH,O, 3 uL amplified template from the second PCR reaction. Reaction conditions
were as shown in the ABI PRISM SNaPshot” Multiplex Kit (96°C, 10 s ; 50°C, 5 s ; 60°C, 30 s) x 25.

For digestion n°2, 5 U S4P (Shrimp Alkalin Phosphatase, Amersham, ...) and Sap Buffer (final concentration 1x) were added to the template
DNA (10 uL SnaPshot reaction). Program was 37°C for 1h then 75°C for 15 minutes.
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Annexe 3 - Diversité génétique des populations de Plasmodium falciparum de Marseille (MARS), Grande Comore (GC), Mohéli (MOH),
Anjouan (ANJ) et Mayotte (MAY)

Marseille (MARS) Grande Comore (GC) Mohéli (MO) Anjouan (ANJ) Mayotte (MAY)

Loci N A He N A He N A He N A He N A He
PF2689 42 6 0,53 35 4 0,47 29 4 0,44 43 3 0,52 39 3 0,15
TA11 50 11 0,87 38 9 0,81 38 9 0,85 48 9 0,82 41 5 0,41
C4M79 51 15 0,87 41 16 0,86 33 13 0,85 51 15 0,83 40 9 0,74
PF2802 36 2 31 1 0,00 23 4 0,48 32 3 0,43 36 2 0,48
TRAP 43 6 0,56 39 12 0,79 33 11 0,80 57 11 0,85 39 3 0,60
C4M69 40 7 34 9 0,87 25 7 0,82 38 10 0,84 37 5 0,68

A He S A He SD N A He SD N A He SD N A He SD

moyen moyen moyen moyen moyen moyen moyen moyen moyen moyen
6loci 58 7,8 0,63 0,26 50 8,5 0,63 0,34 53 8 0,71 0,20 76 8,5 0,71 0,19 44 4,5 0,51 0,21

*N = nombre de parasites détectés ; A = nombre d'alleles par locus ; He = hétérozygotie attendue non biaisée de Nei. Calcul a partir des données brutes sur le logiciel GENETIX version 4.05.
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Annexe 4 - Distribution des fréquences alléliques pour
chaque population plasmodiale
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Annexe S — Test d'assignement des parasites de MAY et MARS

Probabilité de . — .

Population Ec:saslilt:éon provenir de Population Ec:sasrilt:éon Probabilité de provenir de
e GC MOH ANJ e GC MOH ANJ MAY
MAY D002 0,356 0,023 0 MARS E002 0,0378 0,01146 0,00186 0,00027
D004 0,003 0,105 0 E002 0,04931 0,01298 0,00113 0,00114
D005 0 0 0 E004 0,27566 0,00437 0,03272 0,0005
D007 0,356 0,023 0 E006 0,42377 0,06896 0,02939 0,00149
D009 0 0 0 E007 0,03306 0,01298 0,00657 0,00698
D010 0 0 0 E007 0,00838 0,00236 0,0005 0,00698
DO11 0 0 0 E008 0,00299 0,01531 0,00214 0,00027
D013 0 0 0 E008 0,0787 0,76591 0,34807 0,00051
D020 0,291 0,006 0,004 E009 0,00503 0,15483 0,20875 0,00027
D022 0 0 0 E016 0,60172 0,16826 0,34089 0,00308
D027 0 0 0 E018 0,00964 0,03444 0,01869 0,00012
D032 0 0 0 E018 0,00964 0,03444 0,01869 0,00012
D035 0,291 0,006 0,004 E019 0,00042 0,51581 0,00593 0,00069
D046 0,003 0,105 0 E023 0,02096 0,00491 0,01704 0,01546
D048 0,291 0,006 0,004 E024 0,2527 0,07268 0,02267 0,00031
D052 0,291 0,006 0,004 E025 0,00051 0,0855 0,00048 0,01064
D057 0,291 0,006 0,004 E025 0,00014 0,02379 0,00036 0,00115
D058 0,291 0,006 0,004 E027 0,01305 0,53325 0,00077 0,00147
D060 0,291 0,006 0,004 E028 0,2527 0,07268 0,02267 0,00031
D061 0,291 0,006 0,004 E029 0,50779 0,05341 0,0039 0,00319
D064 0,291 0,006 0,004 E032 0,01836 0,00085 0 0
D067 0,291 0,006 0,004 E032 0,0326 0,00189 0,00012 0,00004
D070 0,291 0,006 0,004 E034 0,69973 0,94619 0,24592 0,00319
D072 0,647 0,298 0,249 E035 0,38824 0,19752 0,00149 0,00016
D077 0,291 0,006 0,004 E035 0,05272 0,00437 0,00053 0,00005
D081 0 0 0 E036 0,04587 0,05734 0,01246 0,00023
D082 0,01 0,008 0,349 E038 0,00982 0,03053 0,21921 0,0008
D084 0,01 0,008 0,349 E039 0,90995 0,82691 0,11191 0,07661
D089 0 0 0 E041 0,86795 0,36023 0,71237 0,13078
D096 0 0 0 E044 0,34757 0,01061 0,02983 0,00024
D098 0 0 0 E047 0,68238 0,36023 0,05035 0,18671
D118 0,01 0,008 0,349 E049 0,00183 0,03789 0,00057 0,00027
D120 0,01 0,008 0,349 E049 0,05879 0,3837 0,00702 0,00088
D121 0 0,084 0,025 E050 0,05879 0,3837 0,00702 0,00088
D122 0 0 0 E052 0,21143 0,00809 0,00288 0,00114
D132 0,291 0,006 0,004 E054 0,0008 0,00805 0,0039 0,00098
Test d'assignement réalis¢ sur GENECLASS 2.0., E055 0,06148 0,08119 0,00702 0,01178
selon la méthode bayésienne de Rannala & Mountain E056 0,80414 0,86077 0,38305 0,01178
1997 et avec calcul des probabilités par simulation de E057 0,22118 0,06896 0,53696 0,00144
Monte Carlo selon l'algorithme de Rannala & E062 0,10258 0,01611 0,00036 0,02342
Mountain 1997. Grisé : probabilité d'assignement > E064 0,00428 0,01356 0,0005 0,00341
0.5 E066 0,38295 0,64498 0,00537 0,04231

MAY : assignement a partir des clones majoritaires
complets (N total = 149) ; nombre d'individus
simulés = 1000.

MARS : assignement a partir des haplotypes reconstruits complets (N
total = 174) ; nombre d'individus simulés = 10000.

Rebaudet — Epidémiologie moléculaire et génétique des populations de Plasmodium falciparum dans l'archipel des Comores.

Q7



Annexes

Annexe 6 — Déséquilibre de liaison dans les populations plasmodiales de
Marseille (MARS), Grande Comore (GC), Mohéli (MOH), Anjouan
(ANJ) et Mayotte (MAY) selon les 6 microsatellites génotypés

Paires de

. . MARS GC MOH ANJ MAY
microsatellites

PF2689 X 7A11 0,81067 0,73933 0,72467 0,454 0,00267
PF2689 X C4M79 0,374 0,272 0,54 0,04333 0,10333
PF2689 X PF2802 0,69333 NA 0,31333 0,41467 1
PF2689 X TRAP 0,08 0,194 0,392 0,00933 0,14333
PF2689 X C4M69 0,45667 0,126 0,48 0,04733 0,21467
7A11 X C4M79 0,266 0,986 0,01867 0,13 0,00067
7A11 X PF2802 0,79667 NA 0,09733 0,502 0,07933
7A11 X TRAP 0,47867 0,79067 0,38 0,37533 0,36533
7A11 X C4M69 0,37667 0,58 0,332 0,07133 0,00933
C4M79 X PF2802 0,18467 NA 0,154 0,204 0,00067
C4M79 X TRAP 0,65 0,15267 0,77533 0,57333 0,00067
C4M79 X C4M69 0,62667 0,11333 0,69133 0,04867 0,00067
PF2802 X TRAP 0,03467 NA 0,36067 0,07 0,00067
PF2802 X C4M69 0,94133 NA 0,09667 0,22067 0,00067

TRAP X C4M69 0,03667 0,30867 0,02133 0,68733 0,00067

Déséquilibre de liaison testé sur le logiciel FSTAT 2.9.4 par procédure de 1500 permutations, a partir du
clone majoritaire de chaque échantillon (N total = 180).
P-value ajustée pour un risque alpha de 5% : 0,0006666667.
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Annexe 7 - Prévalence de la mutation K76T du géne Pfcrt, de la triple mutation du géne Pfdhfir et de la double mutation du géne
Pfdhps dans les populations de Plasmodium falciparum populations de Marseille, Grande Comore, Mohéli et Anjouan.

MARS GC MOH ANJ MAY Total

Alleles n % DS n % DS n % DS n % DS n % DS n % DS

Pfert 16T 36 52.8% 83% 33 455% 87% 33 455% 87% 36 13.9% 58% 36  91.7% 46% 174 50,0% 3.8%

PlertT6 T&K 36 0,0% 00% 33 9,1% 50% 33 6,1% 42% 36  56% 38% 36  28% 27% 174 46% 1,6%
PfertK76 (Wt) 36 472% 83% 33 455% 87% 33 485% 87% 36 80,6% 66% 36  56% 3.8% 174 454% 3.8%
Pihfr 108N 36  80,6% 66% 26 50,0% 9.8% 19 842%  84% 34 382% 83% 36  500% 83% 151 589% 4,0%

PriMfr 108N &S 36  2,8% 27% 26 154% 7.0% 19 53%  5.1% 34 11,8% 55% 36  00% 00% 151 66% 2.0%
Pfihfr 1085 (W) 36  16,7% 62% 26 34,6% 93% 19 10,5%  7.0% 34  50,0% 86% 36  50.0% 83% 151 344% 3.9%
PihfrSOR 36 77.8% 69% 26 50.0% 9.8% 19 789%  94% 34  265% 7.6% 36  444% 83% 151 53.6% 4,1%
PAfiS9R&C 36  2.8% 27% 26 7% 52% 19 10,5% 7.0% 34 11,8% 55% 36  00% 00% 151  60% 19%
Pihfr S9C (Wo) 36 194% 66% 26 423% 97% 19 10,5% 7.0% 34  61,8% 83% 36  556% 83% 151 404% 4.0%
PriRfirS1T 35 657% 80% 26 38,5% 95% 19 632% 11,1% 34  235% 73% 36  444% 83% 150 460% 4,1%
PAfrSIN&T 35  29% 28% 26 11,5% 63% 19 53% 51% 34  29% 29% 36  00% 00% 150 4.0% 1.6%
PiRfrSIN (WO 35 314% 7.8% 26 50,0% 98% 19 31,6% 107% 34 735% 7.6% 36  556% 83% 150 S50,0% 4,1%
Pihfr 108N & S9R 36 80,6% 6.6% 26 57.7% 97% 19 89.5%  7.0% 34 382% 83% 36  444% 83% 151 59.6% 4.0%
Pfifi 108N & SOR & 511 35  68,6% 7.8% 26 50,0% 9.8% 19 684% 107% 34 265% 7.6% 36  444% 83% 150 50,0% 4,1%
Pfihps 437G 36 83% 46% 25 40% 39% 24 20.8% 83% 31 0,0% 00% 36  00% 00% 152  59% 19%
Plilps 437G & A 36 5.6% 3.8% 25 0,0% 00% 24 42%  41% 31 0,0% 00% 36  00% 00% 152  20% 1,1%
Pfilps 437A (W) 36 86,1% 5.8% 25 96,0% 39% 24 750%  88% 31 100,0% 00% 36 1000% 00% 152 92,1% 22%
Pfihps S40E 36 00% 00% 25 0,0% 00% 24 42%  41% 31  00% 00% 36  00% 00% 152  0,7% 0,7%
PilpsSOE &K 36 00% 00% 25 40% 39% 24 00% 00% 31  00% 00% 36  00% 00% 152  07% 0,7%
Pfilps 540K (Wt) 36 100,0% 00% 25 96,0% 3.9% 24 958%  41% 31 100,0% 00% 36 100.0% 00% 152 98,7% 0.9%
Pfilps 437G &S40E 36 0,0% 00% 25 0,0% 00% 24 00% 00% 31 0,0% 00% 36  00% 00% 152 00% 0,0%
Pfert 76T & (Pfdhfr 108N & 55 1) 9o, 849, 25 32,0% 93% 19 263% 10,1% 34 11,8% 55% 36 41,7% 82% 149 31,5% 38%

S9R & 51T)

n = nombre d'isolats génotypés pour Pfcrt, Pfdhfr et/ou Pfdhps ; DS = déviation standard ou écart type.
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RESUME

Alors que le paludisme a P. falciparum constitue le probleme de santé publique
principal aux Comores, les informations relatives a son épidémiologie demeurent
fragmentaires et anciennes. Le présent travail en propose la synthese, et y
associe une application au paludisme comorien des méthodes récentes
d'épidémiologie moléculaire et de génétique des populations. Il apporte une
meilleure compréhension de son ¢épidémiologie, et aboutit a des
recommandations tres pratiques pour ameliorer les stratégies de surveillance et
de lutte antipaludique.

Ainsi, la situation apparait contrastée sur l'archipel. Grande Comore, Mohéli et
Anjouan sont des iles marquées par une morbidité palustre relativement
importante, et leur population plasmodiale est globalement homogene. La
morbidité¢ est en revanche beaucoup plus faible sur Mayotte, ou les cas sont
pour moitie d'origine importée depuis les iles voisines, et pour moiti¢
autochtones et concentrés dans le foyer résiduel et isolé de Bandraboua selon
une distribution microépidémique. Les niveaux de chimiorésistance, globalement
¢levés sur l'archipel, sont également contrastés entre les iles, du fait de
pressions médicamenteuses différentes.

En complément des stratégies de lutte antipaludique actuellement mises en
place, ces informations conduisent donc a suggérer : (1) la nécessit¢ d'une
surveillance de la chimiorésistance séparée pour chaque ile, (2) qu'un
programme d'éradication devrait étre mis en place sur les 4 iles a la fois pour
espérer étre efficace, et (3) un renforcement de la prévention des épidémies sur
la commune de Bandraboua. L'arrivée récente des ACT, la large distribution des
moustiquaires imprégnées et la tentative d'élimination du paludisme a Moh¢h
modifieront cependant a court terme cette situation ¢épidémiologique. Ils
devraient aussi relancer la pertinence d'une surveillance des résistance excentrée
a Marseille, dont la représentativité génétique des parasites importés est pour
l'instant limitée.

Mots clefs — Paludisme, P. falciparum, Comores, Mayotte, Marseille,
épidémiologie, génétique, structuration, microsatellites, résistances.
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