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Ces travaux s’inscrivent dans le cadre du programme de recherche du PNLP du Tchad portant
sur Iétude de Iefficacité thérapeutique des combinaisons thérapeutiques a base
d’artémisinine (CTAs) utilisées dans les formations sanitaires. Depuis I’ introduction officielle
des CTAs en 2005 et I'utilisation de la combinaison sulfadoxine-pyriméthamine (SP) en
traitement préventif intermittent (TPI) chez la femme enceinte, trés peu d’études ont été
réalisées surtout sur les marqueurs moléculaires de la résistance de P. falciparum aux
antipaludiques. L’objectif de cette étude est de déterminer d’une part la prévalence des
marqueurs genétiques de résistance a la SP (dhfr, dhps) et a artémisinine (k13 propeller), et
d’autre part d’évaluer I'efficacité thérapeutique de '’ASAQ au cours du paludisme non

compliqué a P. falciparum a Pala.

L’étude a été réalisée au Sud du pays dans la région de Mayo Kebbi Ouest. Elle s’est déroulée
au centre de santé urbain, situé au sein de I’hdpital régional de Pala. Les échantillons de sang
ont été prelevés puis déposes sur papier whatman, séchés et conservés a la température
ambiante avant d’étre envoyés a I’'Institut Pasteur de Cote d’Ivoire (IPCI) pour la réalisation

des tests moléculaires a la plateforme de Biologie moléculaire .
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INTRODUCTION



Du latin palus ou marais, le paludisme est défini a l'origine comme la fiévre des marais. C'est
une maladie parasitaire endemo-épidémique provoquée par un protozoaire du genre
Plasmodium. Elle est transmise a 'homme par la piglre des moustiques femelles du genre
Anophele. (OMS, 2016). Le paludisme demeure ’un des défis les plus importants en santé
publique dans le monde. Plus de 765 millions de personnes restent exposées au risque de
paludisme. On estime environ a 216 millions de cas dans le monde et 445 000 déces sont
imputables au paludisme. En 2016, 90% des cas de paludisme et 92% des décés ont été
enregistrés en Afrique (OMS, 2016). Cependant, les enfants de moins de cing ans et les
femmes enceintes sont les plus vulnérables.

Chez les sujets non prémunis que sont les jeunes enfants, et dans le cas de Plasmodium
falciparum uniquement, l'état clinique peut rapidement s'aggraver pour évoluer vers un
paludisme grave quientrainera la mort de ’enfant. En 2016, environ 285 000 déces d’enfant
sont rapportés en Afriqgue (OMS, 2016).

L’infection paludéenne chez la femme enceinte constitue un trés grave probléme de santé
publique puisqu’elle comporte des risques non négligeables pour la mére, I’enfant & naitre et
le nouveau-né. En Afrique subsaharienne, plus de 35 millions de femmes enceintes dont 20%
de primipares sont confrontées aux conséquences du paludisme (OMS, 2016). Dans les zones
de faible transmission de P. falciparum, ou les taux d’immunité acquise sont faibles, les
femmes sont exposées a des accés de paludisme grave qui peuvent conduire a la naissance
d’enfant mort-né, a un avortement spontané ou le déces de la mere. Dans les zones de forte
transmission de P. falciparum, ou les taux d’immunité acquise sont généralement élevés, les
femmes sont exposées a une infection asymptomatique, qui peut entrainer une anémie
maternelle et une parasitémie placentaire et une insuffisance pondérale a la naissance (OMS,
2011). Pour lutter contre le paludisme, ’OMS recommande a ’heure actuelle un ensemble
d’interventions dont 1’utilisation de moustiquaires imprégnées d’insecticide (MII), le
traitement préventif intermittent (TP1) chez la femme enceinte et une bonne prise en charge
des cas. Le TPI consiste & administrer a toutes les femmes enceintes au moins trois doses de
sulfadoxine-pyriméthamine a chaque visite prénatale programmée aprés le premier trimestre
de grossesse (OMS, 2013). Cependant, le médicament préconisé pour le traitement préventif
intermittent est la sulfadoxine-pyriméthamine. Elle est administrée en une seule dose sous
observation par un agent de santé. Le Tchad, a I’instar des autres pays d’Afrique, a adopté en
2005 une politique nationale de prise en charge du paludisme non compliqué basée sur
I’Artésunate-Amodiaquine (ASAQ) et 1’Artéméther-Luméfantrine (AL), respectivement
comme traitements de premiere et deuxiéme intention, et la Sulfadoxine-Pyriméthamine (SP)
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en TPI chez la femme enceinte (MSP, 2014). Les études relatives a ’efficacité thérapeutique
restent la norme de référence pour orienter les politiques sur les médicaments. La réalisation
réguliere, tous les deux ans des Tests d’Efficacité Thérapeutique (TET), couplée aux études
moléculaires est un moyen efficace de surwveillance de la chimiorésistance dans les pays
endémiques. Au Tchad, comme ailleurs dans le monde, les premiéres notions de diminution
de la sensibilité et de résistances ont été documentées pour la premiére fois avec la
chloroquine. En remplacement de la chloroquine, les CTAS ont été introduites en substitution
dans les pays comme traitement de premiére et deuxieme intention du paludisme non
compliqué a P. falciparum (OMS, 2001). Cependant, des cas de résistance aux CTAS ont été
rapportés dans certains pays (Ashley et al., 2014 ; Takala-Harrison et al., 2015). A cet effet,
le géne k13-propeller a été identifié (Ariey et al., 2014) comme marqueur moléculaire de
résistance a I'artémisinine. C’est pour la premiéere fois, que les premiers cas de résistance a
l’artémisinine ont été notifiés au Cambodge, au Vietnam et au Laos. Quatre mutations ont été
identifiées (Cys580Tyr, Arg539Thr, Tyrd93His, 11e543Thr) (Denis et al., 2006 ; Menard et
al., 2016). Par la suite, la résistance s’est étendue a I'Ouest Thailande, a Myanmar et en
Chine. Quatre nouvelles mutations ont identifiées Phe446Leu, Asnd58Tyr, Pro574Leu,
Argb61His (Menard et al., 2016). En plus de ces mutations, huit mutations non synonymes
ont été rapporté au Sud d’Asie et en Chine (Phe 446Leu, Asnd58Tyr, Asn 537Asp,
Argb39Thr, 11e543Thr, Pro 553Leu, Pro574Leu, Cys580Tyr) avant de se répandre en Asie
du Sud-Est et au Sud de la Chine (Thriemer et al., 2014 ; Menard et al., 2016 ). Les études
conduites jusque-la en Afrique n’ont pas mis en évidence ces mutations d’Asie. Cependant,
des mutations synonymes et non synonymes ont été rapportées (Ashley et al., 2014 ; Taylor
et al., 2015 ; Carter et al., 2015 ; Zhou et al., 2017). Au Ghana et Guinée Equatoriale deux
mutations synonymes ont été rapportées (Val5661Le, Cys580Tyr) (Kamau et al., 2014; Zhou
et al., 2017). Ailleurs dans certains pays, des mutations non synonymes ont été rapportées
notamment au Kenya en DRC au Gabon au Mali et au Nigeria (Ala578Ser, Cys469Cys,
Pro441leu) (Kamau et al., 2014; Menard et al., 2014). L’émergence et la diffusion des souches
résistantes a lartémisinine dans d’autres pays pourraient conduire a une impasse
thérapeutique entrainant des conséquences dramatiques (Straimer, 2014). Concernant la SP,
la résistance est due a I’analyse groupée des mutations sur le pfdhfr et pfdhps (Nagesha et al.,
2001 ; Tessema et al., 2015 ; Sharma et al., 2015). Ces genes sont des marqueurs de
surveillance utilisés pour suivre I’évolution des souches résistantes a la SP (Berzosa et al.,
2017). Les mutations sur ces genes résultent d’un changement d’acide aminé qui réduit

Iaffinité entre les folates et 'enzyme.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sharma%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26381498

Le P. f dihydrofolate reductase (Pfdhfr) est un géne situé sur le chromosome 4 qui code pour
une enzyme intervenant dans la synthése de folates. Le mécanisme de résistance est dd a
I’action des antifolates (médicaments) qui inhibent I'activité enzymatique entrainant par la
suite le blocage de la réplication de I’ADN. L’accumulation des mutations aux codons 16, 51,
59, 108 et 164 confere la résistance a la pyriméthamine.
Le P. f dihydroptéroate synthase (Pfdhps) est un géne situe le chromosome 8 qui code pour
une enzyme intervenant la synthese de folates. Cette enzyme est la cible des antifolates qui
agit sur celle-ci pour bloquer la réplication de ’ADN. La présence de mutations aux codons
436, 437, 540, 581, 613 confere la resistance a la sulfadoxine.
des 1950, des souches résistantes ont émerge en Asie du Sud-Est et en Afrique, puis se sont
étendues a I’ensemble des zones endémiques ou ces molécules sont largement utilisées
(Peterson et al., 1988). En Afrique, la résistance de P. falciparum a la SP est rarement
rapportée. Au Mali, au Bénin, au Burina Faso et au Ghana, les études menées ont montré une
efficacité élevée de la SP chez la femme enceinte (Diakite et al.,, 2011 ; Huynh et al., 2012 ;
Bamba et al, 2013). Néanmoins, dans certains pays comme la RDC, le Cameroun et le Gabon des
inquiétudes s’installent sur la prévalence croissante de génotype triple mutant et double mutant,
principaux marqueurs de résistance a la SP. Peu d’études portant sur les génes de résistance a la
SP (dhfr, dhps) et aux dérivés de l'artémisinine (k13-propeller) ont été réalisées dans le pays.
A Theure actuelle, le niveau de résistance a la SP ne peut étre évalué que par les études
moléculaires. La SP est utilisée en TPl chez la femme enceinte et en chimio-prévention
saisonniere (CPS). Conformément aux directives nationales, la CPS introduite en 2015
consiste & administrer un traitement complet d’Amodiaquine (AQ) et de Sulfadoxine-
Pyriméthamine (SP) aux enfants agés de 3 a 59 mois (MSP, 2014). Face aux probléemes de
résistance actuels, plusieurs efforts individuels ou collectifs ont été consentis par les pays
endémiques pour surveiller I'émergence ou la diffusion des parasites résistants. Au Tchad,
depuis I'introduction des CTA, seulement deux essais cliniques ont eté effectués sur ’ASAQ
en 2009 et 2011 (DSIS, 2012 ; Tchonfiene, 2013). Il est donc important, d’apporter des
réponses aux trois questions de recherche suivantes :

1. Laréponse thérapeutique de I’ASAQ serait-elle toujours bonne en vue de son maintien

en traitement de premiere ligne ?
2. Existerait-il une émergence ou une diffusion de la résistance de P. falciparuim aux
dérivés de l'artémisinine a Pala au Tchad ?

3. Quel est le niveau de résistance actuel de P. falciparuim ala SP ?



Pour ce travail, les hypotheses suivantes ont été proposées :

1. I’ASAQ serait toujours efficace dans le traitement du paludisme non compliqué a P.
falciparum a Pala au Tchad ;

2. Il n’existerait pas a I'heure actuelle de souches résistantes aux dérivés de
artémisinine a Pala ;

3. La prévalence des mutations des génes dhfr et dhps conférant la résistance a la SP

serait faible a Pala.
Les objectifs suivants ont été fixés :

Objectif genéral

Il s’agit d’une part d’évaluer lefficacité thérapeutique de I’association artésunate-
amodiaquine chez les enfants 4gés de 6-59 mois au cours du paludisme simple a P.
falciparum a Pala et d’autre part de déterminer la prévalence des marqueurs moléculaires de
la résistance de P. falciparuim a la Sulfadoxine-Pyriméthamine et a I’Artémisinine.

Objectifs spécifiques

1. Déterminer la réponse clinique et parasitologique adéquate a J28 apres correction PCR
et la tolérance clinique de la combinaison artésunate-amodiaquine (ASAQ) chez les
patients de Pala (Tchad) souffrant de paludisme simple a P. falciparum ;

2. Déterminer la prévalence des mutations affectant les génes dhfr, dhps et k13-propeller
des fragments d’ADN de P. falciparum des patients souffrant de paludisme simple a
Pala (Tchad) ;

3. Analyser le polymorphisme des genes dhfr et dhps marqueurs moléculaires de la

résistance a la SP.



|. GENERALITES



1.1. Epidémiologie

Le paludisme est une maladie parasitaire endémo-€épidémigue provogquée par un protozoaire
du genre Plasmodium. Elle est transmise & I'nomme par la piqlre des moustiques femelles
infectés du genre Anopheles (OMS, 2013).

1.1.1. Agents pathogénes
+« Taxonomie

Les plasmodies sont des protozoaires appartenant :

- Au Phylum : Apicomplexa;

- Ala Classe : Sporozoea ;

- A'la Sous classe : Coccidia ;

- A T'Ordre : Eucoccidiida ;

- Au Sous ordre : Haemosporina ;
- A la famille : Plasmodiidae

- Au Genre : Plasmodium.

- A Tespéce: P. falciparum
s Espéces

Il existe 140 espéces environ et seulement 5 sont responsables de la maladie chez I’homme
(Nambeole, 2014) :

1. P. falciparum;
2. P.malariae;
3. P.ovale;

4. P.vivax;

5. P.knowlesi ;
» Plasmodium falciparum

Il est largement distribué en Afrique subsaharienne, en Amérique du Sud, et en Asie du Sud-

Est (Hay et al., 2009). P. falciparum est responsable de la fievre tierce maligne. Au niveau



du foie, il évolue successivement en stades mérozoite, trophozoite, puis en schizonte. P.
falciparum ne présente pas de réviviscence schizogonique. Au niveau du sang, les hématies
parasitées sont séquestrées du fait de leur adhérence a I'endothélium. Chaque schizogonie
dure 48 heures et conduit a la destruction du globule rouge hote et a la libération de nouveaux

mérozoites (Hay et al., 2009).
> Plasmodium malariae

Il est rencontré dans les zones endémiques tropicales et subtropicales. Il est responsable de la
fi¢vre quarte bénigne ou fievre quarte. L’espece P. malariae peut causer a la longue des

lésions rénales graves pouvant évoluer vers I'insuffisance rénale (Hay et al., 2009).
» Plasmodium ovale et Plasmodium vivax

Le Plasmodium ovale est essentiellement observé en Afrique intertropicale mais aussi en Asie
du Sud-Est.

P. vivax sévit en Amérique du centre et du Sud, en Asie du Sud-Est, en Afrique de I’Est
(Soudan), au Proche et Moyen-Orient.

L’évolution de ces deux espéces est différente de celle de P. falciparum. Au niveau du foie,
une partie des trophozoites évoluent directement jusqu’aux schizontes matures. Les autres
trophozoites ont une schizogonie tissulaire retardée et a déclenchement périodigue expliquant
I’existence des rechutes a long terme (Nambeole, 2014). Ces deux especes sont responsables

de la fievre tierce bénigne (acces fébriles apparaissant tous les trois jours).
» Plasmodium knowlesi

Il sévit en Asie du Sud-Est (particulierement en Malaisie, a Bornéo), en zone forestiere car il
est étroitement li€é a la répartition des singes macaques, son hbte habituel. Il est
morphologiquement proche de Plasmodium malariae. Il se différencie des autres especes par
un cycle érythrocytaire de 24 heures responsable d'une fievre quotidienne (Hay et al., 2009).

Parmi les cing espéces de Plasmodium, P. falciparum représente I'espéce la plus redoutable,
car a I’origine des formes graves du paludisme notamment chez les enfants de moins de 5 ans
(Nambeole, 2014) et impliqué dans les phénomenes de pharmaco-résistance et de

chimiorésistance.



1.1.2. Agent vecteur

« Taxonomie

Les vecteurs des plasmodies appartiennent :

- A TEmbranchement : Arthropoda
- AlaClasse : Insecta

- Ala Sous-classe : Pterygota

- A T'Ordre : Diptera

- Au Sous-ordre : Nematocera

- Ala Famille : Culicidae

- Ala Sous-famille : Anophelinae

- Au Genre : Anopheles,

Il existe environ 500 a 600 espéces d’Anopheles mais seulement 70 a 80 d’entre ¢lles sont
vectrices de Plasmodium chez I'homme. Ces vecteurs sont localises en Afrique sub-
saharienne, en Asie. Au Tchad, les principaux vecteurs du paludisme couramment rencontres
sont : Anopheles arabiensis : ubiquiste, mais prédominant dans les localités situées au nord de
Kélo (9°32 N, 15°80 E) et au sud du Sahara ; Anopheles gambiae s.s : forme M au sud de
Bongor (10°28 N, 15°36 E) et forme S au sud de Kélo (majoritaire a I’extréme-sud) ;
Anopheles funestus : zone soudanienne et sahélienne ; Anopheles pharoensis : ubiquiste
(méme au Tibesti) ; Anopheles ziemanni : zone sahélienne. Ausud du Tchad, dix (10) especes
Anophéliennes ont été mises en évidence : Anopheles gambiae s.s, Anopheles arabiensis,
Anopheles pharoensis, Anopheles funestus, Anopheles ziemanni, Anopheles rufipes sp.,
Anopheles wellcomei, Anopheles squamosus, Anopheles nili, Anopheles coustani. (Kérah,
2010).

1.2. Cycle évolutif

Le cycle de Plasmodium se décompose en une phase sexuée qui se déroule chez I’insecte
vecteur, I’anophele femelle et une phase asexuée observée chez I’hdte intermédiaire vertébré
(Figure 1).
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Figure 1: Schéma du cycle de développement de Plasmodium
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1.2.1. Phase asexuée

Elle se déroule chez I’homme. Anopheles femelle infesté, au cours de son repas sanguin,
inocule des sporozoites localisés dans ses glandes salivaires. Le nombre de sporozoites
inoculés est estimé entre 20 et 200. Aprés leur pénétration environ une demi-heure, les

sporozoites gagnent les cellules hépatiques et se divisent.
» Cycle hépatique

Dans les hépatocytes, les sporozoites se multiplient et évoluent en schizontes ou « corps bleus
»apres 8 a 15 jours de maturation selon les espéces. Ces schizontes éclatent et libérent dans le
sang des milliers de mérozoites. L’invasion des hépatocytes se fait soit a travers la membrane
plasmique soit par la formation d’une vacuole essentielle a sa différenciation (Prudencio et
al., 2006 ; Tardieux et Menard, 2008). Des études in vitro ont montré qu’un changement de
température est nécessaire pour I’infection des hépatocytes par les sporozoites. Chez les
espéces telles que P. ovale et P. vivax, certains sporozoites peuvent rester quiescents dans les
hépatocytes sans se transformer en corps bleu donnant ainsi naissance a des hypnozoites

responsables des acces de reviviscence tardive (Siau et al., 2008).
> Cycle érythrocytaire

La phase érythrocytaire est initiée par la libération des mérozoites dans la circulation sanguine
suite a la rupture des schizontes hépatiques. C’est un processus complexe faisant intervenir de
multiples interactions entre ligands et récepteurs. L’invasion des hématies qui se fait grace a
un processus d’endocytose dure environ 30 secondes (Tamez et al., 2009). A maturité, le
schizonte encore appelé corps en rosace éclate et les mérozoites libérés envahissent
immédiatement de nouvelles hématies. Apres plusieurs cycles asexués schizogoniques endo-
érythrocytaires, certains parasites se différencient en éléments a potentiel sexué, les
gamétocytes males et femelles, uni nucléés, qui permettront la poursuite du cycle chez le

moustiq ue.
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1.2.2. Phase sexuée chez I’anophéle

En prenant un repas de sang sur un sujet infesté, lI'anophéle femelle absorbe les différents
stades du parasite. Les éléments asexués (trophozoites et schizontes) sont digérés. Seuls les
gamétocytes poursuivent leur développement.

Le gamétocyte male, parvenu dans lestomac du moustique, libere 4 a 8 éléments minces,
allongés, flexueux, mobiles: c'est le phénoméne de I'exflagellation. Ces éléments sont appelés
microgametes. Quant aux gamétocytes femelles, ils subissent une maturation et deviennent
des gametes femelles ou macrogamétes. L'un des microgameétes pénetre dans le macrogamete
; les deux noyaux fusionnent, il y a fécondation et formation d'un oeuf mobile appelé
ookinete. Cet ookinéte, grace a sa mobilité va s'enfoncer dans la paroi de l'estomac du
moustique pour finalement s'immobiliser entre I'épithélium et la couche musculaire. 11 devient
un oocyste qui va grossir pour atteindre et méme dépasser 60 micrometres de diamétre. Le
noyau de loocyste se divise plusieurs fois, puis suivent les divisions cytoplasmiques. 11 se
forme ainsi a l'intérieur de l'oocyste des milliers d'éléments, qui d'abord arrondis, vont devenir
fusiformes, allongés : les sporozoites. Parvenu a maturité, loocyste éclate et libére les
sporozoites qui vont envahir les glandes salivaires du moustique. L'anophele devenu infectant
contaminera un nouvel individu en lui inoculant lors d'un repas de sang, des sporozoites. La
durée du cycle sporogonique est en moyenne de 10 a 40 jours, en fonction de la température,

de I'humidité de l'air et de l'espece plasmodiale (Duraisingh et al., 2008 ; Siau et al., 2008).
1.3. Répartition géographique du paludisme

Il est possible de dresser les grandes lignes de la répartition géographique du paludisme a
travers le monde. Toutefois, il est important de comprendre qu’en raison des facteurs
influencant ’épidémiologie évoqués précédemment (distribution des Anopheles, capacité
vectorielle, caractéristiques biologiques des différentes espéces de Plasmodium, etc.) la
répartition géographique varie d’un continent a I’autre, d’un pays a ’autre, mais aussi d’une

région a une autre (figure 2).
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Source : Base de données de 'OMS.

Figure 2 : Distribution mondiale du paludisme (OMS, 2016)
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1.3.1. Monde

Le paludisme sévit d’une maniere endémique dans les régions tropicales et subtropicales. En
2016, le nombre de cas de paludisme a été estimé a 216 millions (figure 2). La plupart des cas
(90 %) ont été enregistrés en Afrique. Sur les 91 pays ayant rapporté des cas de paludisme
indigene en 2016, 15 représentent 80 % du nombre de cas de paludisme dans le monde et tous,
sauf I'Inde, sont en Afrique subsaharienne. Au niveau mondial, I’incidence du paludisme est
estimée en baisse de 18 % ; elle passe en effet de 76 cas de paludisme pour 1 000 habitants
exposes au risque de paludisme en 2010 & 63 pour 1 000 en 2016. La région Asie du Sud-Est
de POMS enregistre la baisse la plus prononcée (48 %), suivie des régions Amérique (22 %)
et Afrique (20 %). En 2016, la plupart de ces déces sont survenus dans la région Afrique
(91 %), loin devant la région Asie du Sud-Est (6 %) (OMS, 2017).

1.3.2. Afrique

L'immense majorité des déces dus au paludisme surviennent en Afrique, au sud du Sahara, ou
cette maladie fait aussi obstacle au développement économique et social. On estime a plus de
12 milliards la perte annuelle de produit intérieur brute (PIB) due au paludisme en Afrique,
alors qu'une fraction de cette somme suffiraita le maitriser (OMS, 2010). Le paludisme est la
principale cause de mortalité chez les enfants de moins de cing ans en Afrique (20 %) et il
représente 10 % de la charge totale de morbidité du continent. 11 est responsable de 40% des
dépenses de santé publique, de 30-50% des admissions dans les hbépitaux et de plus de 50%
des consultations externes dans les zones de forte transmission (OMS, 2010). Le paludisme
affecte essentiellement I' Afrique, et ce pour plusieurs raisons. Cette région héberge aussi les
espéces de moustiques les plus virulents. De nombreux pays d'Afrique sont en outre privés
d’infrastructures et de ressources nécessaires pour organiser des campagnes antipaludiques
durables et peu d'entre eux ont donc bénéficié des efforts déployés de longue date pour

controler le paludisme.

1.3.3. Tchad
Le paludisme constitue la premiére cause de morbidité dans les formations sanitaires. Dans la
population générale estimée a 12 680 772 habitants en 2013, la prévalence du paludisme est

de 29,8 %. Cette prévalence varie selon les tranches d’age, 35,8 % chez les enfants de moins
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de 5 ans, 39,3 % chez les enfants de 5 a 14 ans et 15,2 % chez les enfants plus de 15 ans. La
prévalence est plus élevée chez les hommes (32,3 %) que chez les femmes (27,8 %). De
méme la prévalence du paludisme est plus élevée en milieu rural (35,1 %) par rapport au
milieu urbain ou ce taux se situe a 18,3 %. En zone soudanienne, la prévalence du paludisme
est tres élevée (43,8 %) (Figure 3) alors qu’elle est tres faible (6,1 %) en zone sahélo-
saharienne (DSIS, 2012).
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Légende :

Absence du paludisme
Lac Tchad

Paludisme instable
=== Paludisme stable

Figure 3 : Répartition du paludisme en fonction des zones de transmission au Tchad (DSIS,
2012)
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1.3.3.1. Pala

L’¢étude a été menée dans le District Sanitaire de Pala, région région du Mayo-Kebbi Ouest.
Pala est une ville du Tchad, elle est le chef-lieu de la région du Mayo-Kebbi Ouest (9°21°00”
N ; 14°58°00” W) et du département du Mayo-Dallah. La ville de Pala, est située a 530 km
de N’Djaména. La population était estimée a 108 374 habitants selon le deuxiéme

recensement général de la population et de I’habitat (Figure 4).
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I.4. Différents types de paludisme

L’apparition des signes cliniques dépendent de I’état immunitaire de chaque individu, soit du
systeme immunitaire, soit des especes plasmodiales. Les manifestations cliniques
n’apparaissent qu’a la phase endo-érythrocytaire qui correspond a la multiplication des

parasites dans le sang.

1.4.1. Paludisme simple

Le paludisme simple se définit par une fievre (température axillaire > 37,5°C ou un
antécédent de corps chaud dans les 72 dernieres heures) et la mise en évidence du
Plasmodium dans le sang par un examen microscopique (GE/FS) ou par un Test de
Diagnostic Rapide (TDR) et une absence de signe de gravité (OMS, 2009). Le principal
facteur déclenchant la fievre est la libération, au moment de I’éclatement des hématies
parasitées, du pigment malarique (hémozoine) qui se comporte comme une substance
pyrogéne et qui agit sur les centres bulbaires de la thermorégulation mais aussi les
endotoxines plasmodiales qui stimulent la production du tumor necrosis factor (TNF-a) par
les macrophages. Le paludisme simple se traduit par un tableau de gastro-entérite aigué et
febrile. Il s’accompagne d’un malaise général avec myalgies, céphalées, fatigue, nausées,
courbatures, diarrhées, vomissements, hépatomégalie, splénomeégalie. Ces symptoémes
peuvent étre facilement confondus avec d’autres infections telles que la grippe ou une
infection gastro-intestinale, d’ou les difficultés de diagnostic. Le foic peut parfois augmenter
de volume et étre douloureux. On observe ainsi une diminution de la diurése avec des urines

foncées contenant des traces de protéines (Gentilini, 1993).

1.4.2. Paludisme grave

C’est une urgence médicale car il met en cause le pronostic vital. Selon ’OMS, il se définit
par la présence chez un sujet présentant des formes asexuées de P. falciparum a I'examen
sanguin associée a une ou plusieurs des manifestations cliniques ou biologiques
suivantes (OMS, 2013) (Annexe 2).
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1.4.3. Paludisme chez la femme enceinte

L'infection palustre pendant la grossesse représente un probléme de santé publique majeur,
provoguant des risques pour la mere, le feetus puis le nouveau-né. Les symptomes et les
complications liés au paludisme pendant la grossesse varient en fonction des zones de
transmissions et de I'immunité. Dans les zones de forte transmission, ou les niveaux
d'immunité acquise ont tendance a étre élevés, I'infection par P. falciparum est habituellement
asymptomatique pendant la grossesse. Toutefois, les plasmodies peuvent étre présentes dans
le placenta et contribuer & une anémie maternelle méme en labsence d'une parasitémie
périphérique avérée. Une anémie maternelle, comme une parasitémie placentaire peut étre
responsable d'un faible poids de naissance, un facteur important dans la mortalité infantile.
Dans les zones de faible transmission, ou les femmes en age de procréer ont une immunité
acquise relativement faible contre le paludisme, une infection palustre pendant la grossesse est
associée a une anémie, un risque accru de paludisme sévére, et peut provoquer des
avortements spontanés, des mort-nés, des prématurés et des faibles poids de naissance (OMS,
2017).

Les traitements préventifs intermittents pour les femmes enceintes par la sulfadoxine-
pyriméthamine réduisent les épisodes de paludisme chez la mére, ainsi que les risques
d'anémie maternelle, de parasitémie placentaire, de faible poids de naissance et de mortalité
néonatale. En outre, toutes les femmes enceintes devraient recevoir une supplémentation en
fer et en acide folique (OMS, 2017).

1.5. Diagnostic du paludisme

L’OMS recommande que tous les cas suspects de paludisme soient confirmés par un test de
diagnostic avant tout traitement. La microscopie demeure aujourd’hui un outil technique de

réference du diagnostic palustre (Faye et al., 2007).

1.5.1. Diagnostic direct

C’est la mise en évidence des parasites dans le prélévement sanguin coloré sur goutte épaisse

(GE) ou frottis sanguin mince (FM).

20



1.5.1. 1. Goutte Epaisse

La Goutte Epaisse (GE) est une technique de micro-concentration des parasites sur une petite
surface. Elle consiste a deposer une goutte de sang sur une lame porte-objet propre. Le sang
est écrasé par un mouvement en spirale a I'aide d'un coin d'une autre lame. Apreés séchage,
Oéme

I’étalement est coloré au Giemsa dilué au 1/1 pendant 10 a 15 minutes. Dont la lecture se

fait au microscope optique a l'objectif 100.

Le seuil de détection est de 10 a 20 parasites asexués /uL. La GE est plus sensible que le
frottis, mais les hématies sont détruites et les parasites sont déformes rendant Ila
reconnaissance de ces derniers plus difficile. Toutefois, elle permet de rattraper des frottis
faussement négatifs (Rogier et al., 2009).

1.5.1. 2. Frottis Sanguin

C’est un étalement mince sur une lame porte-objet. La coloration du frottis sanguin se fait
dans les mémes conditions que celles décrites pour la GE, toutefois, la préparation est
préalablement fixée au méthanol avant la coloration au Giemsa dilué au 1/10°™. Dans ce cas,
les érythrocytes sont conservés avec les parasites. Le frottis permet de mettre en évidence les
hématozoaires intra érythrocytaires. Le frottis facilite le diagnostic d’espéces. I1 permet
également de mettre en évidence les différentes formes évolutives notamment au cours du

paludisme a P. falciparum, les schizontes et les gamétocytes (Malvy et al., 2000).

1.5.1.3. Tests de Diagnostic Rapide

v' Principe : Les TDRs permettent de détecter la présence d'antigenes spécifiques du
parasite dans le sang. C’est une chromatographie sur papier ou sont fixés des anticorps
dirigés contre I’Histidin Rich Protein 2 (HRP2) de P. falciparum et/ou contre la pLDH
(lactate déshydrogénase) de Plasmodium (Sayang et al., 2009).

v Interprétation : Une goutte de sang est placée sur la bandelette de test, ou les anticorps et
les antigénes se rencontrent pour créer une ligne distincte indiquant un test positif, négatif
ou invalide. Par ailleurs, si une ligne apparait dans la fenétre de contrdle et une autre dans
la fenétre test, le test est positif méme si la ligne de test est tres fine. Dans le cas contraire,
une ligne apparait dans la fenétre de contr6le mais aucune ligne dans la fenétre test, le test

est négatif. Par conséquent, le test est invalide lorsqu’il n’y a aucune ligne sur les deux
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fenétres (test et contrdle) ou une ligne dans la fenétre de contr6le mais aucune ligne dans
la fenétre test (Malvy et al., 2000). Avantage : Les tests TDRs sont simples a utiliser,
rapides et n’exigent ni électricité, ni matériel spécial. La spécificité est élevée. Les TDRs
sont disponibles sous différentes formes : des bandelettes, cassettes ou cartes.
(Kyabayinze et al., 2008 ; Murray et al., 2008).

Inconvénients : Parfois, les TDRs donnent un résultat erroné. En cas de faible
parasitémie, le TDR peut révéler un résultat négatif. Le résultat peut étre positif aprés la
disparition des parasites. Car, 'HRP2 n'est pas liée a la persistance des parasites
circulants et persiste jours aprés la négativité des tests microscopiques. Les TDRs ne
peuvent pas déterminer la quantité de parasites du paludisme présents dans le sang. lIs ne
peuvent déterminer que la présence ou I’absence de parasites dans le sang (Rogier et al.,

2009 ; Moody, 2002).

1.5.2. Diagnostic indirect

1.5.2.1. Polymerase Chain Reaction

Elle est en général réservée pour la recherche en raison de son codt.

>

Principe : La PCR est une technique d’amplification d’ADN permettant d'obtenir un
grand nombre de copies d’une séquence d’ADN choisie. Les produits d'amplification sont
révélés par électrophorése (Moody, 2002).

Interprétation : Elle repose sur la présence ou I’absence d’une bande du méme poids
moléculaire que PADN cible (Aretz etal., 2007).

Avantages : la technique est rapide avec une grande sensibilité et une spécificité élevée.
Inconvénients : la contamination et la présence d’inhibiteurs peuvent donner
respectivement de faux positifs et de faux négatifs. Le manque de fiabilité de la Tag ADN
polymérase et les erreurs de réplication peuvent engendrer des résultats erronés. Enfin le

colt élevé de la technique constitue une limite (Moody, 2002).
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1.5.2.2. Enzyme linked immunosorbent assay

» Principe : Cette technique permet de mettre en évidence dans le sérum du malade la
présence d’anticorps spécifique (IgG , IgM) dirigés contre le P. falciarum. La technique
ELISA est une technique immuno-enzymatique de détection qui permet de visualiser une
réaction antigene-anticorps grace a une réaction colorée produite par l'action sur un
substrat d'une enzyme préalablement fixée a l'anticorps (Camara et al., 2009).

> Interprétation : Le test ELISA permet d’obtenir un résultat quantitatif qui se visualise
par la présence d’une coloration dans les puits ou I’organisme pathogéne est présent. La
présence d’une coloration dans un puits indique que I'anticorps li¢ a 'enzyme s’est fix¢ a
Iantigéne, lequel s’était fixé antérieurement a I’anticorps de recouvrement.

» Avantage : L'utilisation d'anticorps monoclonaux rend la détection spécifique..
L'utilisation d'anticorps secondaires rend la technique sensible. La détection du signal ne
nécessite pas la présence d'appareillage spécialisé. La validité des trousses est d'environ
un an.

» Inconvénients : la limite de détection n’est pas élevée. La réaction enzymatique rend

cette technique dépendante de la température, du pH.
I.6. Principales familles d’antipaludiques etleurs utilisations

Un antipaludique est un médicament naturel ou de synthése pouvant étre administré par voie
orale, parentérale ou rectale, a dose unique ou répétée, et qui permet de détruire le
Plasmodium ou de bloguer sa croissance afin de prévenir ou de guérir le paludisme (Sow S,
2009). Les antipaludiques sont classés selon leurs modes d’action en schizonticides et
gamétocytocides (Coulibaly, 2008).

Schizonticides : Les schizonticides sont des médicaments qui agissent sur les formes
érythrocytaires asexuées. La résistance aux antipaludiques intra-érythrocytaires serait due a
des expulsions des antipaludiques par les parasites.

Gamétocytocides : Les gamétocytocides sont des antipaludiques actifs sur les gamétocytes
qui permettent de lutter contre la transmission du parasite.

La primaquine est un antipaludique dérivé de la quinoléine (amino-8-quinoléine) qui agit sur
les gamétocytes présents dans le sang en empéchant leur développement (devenir des
gametes) chez ’anophele. Plus intéressant est I’activité de la primaquine sur les formes exo

érythrocytaires de P. vivax et de P. ovale. Son association & un schizonticide permet donc
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normalement d’assurer une cure radicale de ces affections avec absence du risque de rechutes.
Cependant, la primaquine n’est pas d’usage courant comme médicament antipaludique dans

les acces palustres a P. falciparum (Coulibaly, 2008).

1.6.1. Famille des lysomotropes

Cette famille comprend les dérivés de D'artémisinine, les amino-alcools et les amino-4-
quinoléines. Ces différentes molécules se concentrent plus de 100 fois dans la vacuole
digestive des parasites. Le nom lysomotrope provient de l'analogie de pH observée dans la
vacuole digestive des parasites et dans les lysosomes des cellules de mammiferes (Coulibaly,
2008)..

> Dérivés de Partémisinine

Depuis plus de 2000 ans, une armoise, Artemisia annua, est utilisee en médecine
traditionnelle chinoise comme fébrifuge et anti-hémorroidaire. Sa propriété antipaludique est
liée a lactivité d'un principe actif de la famille des endoperoxydes, le qinghaosu ou
artemisinine. Son mode d'action n'est pas encore entierement eélucidé mais il interagirait avec
'héeme du parasite et certaines protéines parasitaires dont une pompe a calcium ATP
dépendante (Eckstein-Ludwig et al., 2003). Ces composés ont une action tres rapide sur les
stades érythrocytaires du parasite, du trophozoite jeune au schizonte mature et une activité
gamétocytocide. Cette rapidité d'action combinée a une demi-vie trés courte permet de limiter
lexposition des parasites a des doses subthérapeutiques de principe actif, ce qui devrait
réduire la fréquence d'émergence de parasites résistants. Aujourd’hui sous I’impulsion de
I’OMS, la presque totalit¢ des pays d’endémie palustre ont adopté les combinaisons
thérapeutiques a base des dérivés de ’artémisinine (CTA) dans les stratégies de traitement de
premiere et de seconde ligne du paludisme simple a P. falciparum. L’arté méther injectable et
I’artésunate injectable sont préconisés dans le traitement du paludisme grave chez les enfants

et les adultes.
> Amino-alcools

L’écorce de quinquina est aussi utilisée comme febrifuge depuis de nombreux siécles par les
indigenes d'Amerique du Sud. Isolée au début du X1Xeme siecle, la quinine reste aujourd'hui

un traitement de choix pour le paludisme grave. Dans cette famille on retrouve d’autres
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composés majeurs notamment la méfloquine et deux molécules apparentées, I'halofantrine et

la luméfantrine.
» Amino-4-quinoléines

La chloroquine est le premier antipaludique de synthese. A partir de 1944, ce principe actif
sera utilisé en prophylaxie et pour le traitement des acceés palustres non compliqués. Peu
codteuse, elle deviendra rapidement lantipaludique le plus utilisé au cours du XXéme siecle.

Cette famille comprend également l'amodiaquine, découverte en 1948.
1.6.2. Famille des antimétabolites

Les antifoliniques et les antifoliques font partie de la grande famille des antimétabolites. Les
premiers ont été développés aprés la seconde guerre mondiale, le proguanil en 1945 et la
pyriméthamine en 1952. Les antifoliques, la sulfadoxine et les sulfones, sont le plus souvent
utilisés en association avec la pyriméthamine. Ces deux classes de composés agissent au
niveau de la synthese des acides nucléiques des parasites, les antifoliniques au niveau de la
dihydrofolate réductase-thymidylate synthase et les antifoligues au niveau de la
dihydroptéroate synthase (Sridaran et al., 2010). lls agissent donc sur tous les stades du
développement parasitaire nécessitant une syntheése d'acide nucléique.

Les lysosomotropes et les antimétabolites sont des schizonticides qui agissent uniquement sur
les formes intra-érythrocytaires asexuées du parasite.

Les hydroxynaphtoquinones sont représentées uniquement par latovaquone. C’est un
analogue de I'ubiquinone présent dans les mitochondries parasitaires et intervenant dans les
réactions d’oxydo-réduction. L’atovaquone forme un complexe irréversible avec le complexe
cytochrome bc bloquant ainsi le transport des électrons et par consequent la synthese des
pyrimidines entrant dans la composition de I’ADN (Ittarat et al., 1995). Par ce mécanisme,
I’atovaquone présente un large spectre d’activité antiparasitaire sur les plasmodies, les
toxoplasmes, et Pneumocystis carinii. Contre les plasmodies, 1’atovaquone a présenté une
bonne activité schizontocide sur les souches chloroquinorésistantes et une absence de
résistance croisée avec les autres antipaludiques (Basco et al., 1995) mais lorsqu’elle a été
administrée en monothérapie, un taux de recrudescence éleve a été observé (Chiodini et al.,
1995 ; Looareesuwan et al., 1999) ; d’ou la nécessité d’association pour une meilleure
efficacité (Chiodini et al., 1995). Parmi plusieurs antipaludiques testés, le proguanil a montré

in vitro une bonne synergie d’action et une potentialisation de 1’atovaquone (Looareesuwan
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et al., 1992). L’association atovaquone-proguanil est utilisée en prophylaxie du paludisme
avec une certaine activité sur les schizontes intrahépatiques. Cependant, des cas de resistance

a cette association ont été signalés.
1.6.3. Antibiotiques a activité antipaludique

En plus de leur propriété bactériostatique ou bactéricide, certains antibiotiques possédent une
activité schizontocide modérée sur les Plasmodium humains, propriété exploitée en
thérapeutique. Ce sont les cyclines (doxycycline, tétracycline), les macrolides (azithromycine,
clindamycine, érythromycine, fosmidomycine) et divers antibiotiques (rifampicine,
Micrococcine). Parmi eux, les plus utilisés sont les cyclines et, a un moindre degré, les
macrolides. Ces antibiotiques sont actifs sur les formes sanguines et les formes exo-
érythrocytaires primaires du Plasmodium. lls sont utilisés en association avec la quinine
notamment dans les régions d’Asie du sud-est ou la sensibilité de P. falciparum a cette
molécule est diminuée (Pukrittayakamee et al., 2004). Des associations de la doxycycline et
de azythromycine sont également proposées avec les dérivés de ’artémisinine (Noedl et al.,
2006). La doxycycline est aussi préconisée en chimioprophylaxie antipalustre ou son
efficacité est comparable a celle de la méfloquine. Cependant, en cas d’utilisation prolongée,
elle pourrait agir sur le tissu épidermique, notamment sur la kératine et la mélanine, avec des
risques de granulomes cutanés dus a sa phototoxicité, et plus rarement des ulcérations
oesophagiennes. Enoutre, la prise réguliere et prolongée de la doxycycline pourrait provoquer
une modification de la flore bactérienne voire une sélection de souches résistantes aux

cyclines et des troubles digestifs (Noedl et al., 2006).
1.6.4. Antipaludiques et grossesse

Aujourd’hui la plupart des antipaludiques sont contre indiqués chez la femme enceinte par
précaution d’ailleurs plutét que par I’existence de données avérées suggérant une toxicité
embryonnaire. Seules la chloroquine, la sulfadoxine-pyriméthamine et la quinine sont
clairement indiquees chez la femme enceinte. Par contre la primaquine et les tétracyclines
sont absolument contre-indiquées dans cette population. Des essais cliniques portant sur les
combinaisons thérapeutiques a base des dérivés de [Dartémisinine, I'amodiaquine, la
méfloquine ont été conduits chez les femmes enceintes. Ces etudes ont montré que ces
médicaments pourraient étre utilisés chez la femme enceinte en particulier au deuxiéme et

troisieme trimestre de la grossesse (GreadyMc et al., 2005). En effet, il faudra de nombreuses
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études de pharmacovigilance avant de valider I’utilisation de ces médicaments chez la femme
enceinte. En plus, des etudes pharmacocinétiques devraient étre conduites simultanément pour
adapter les posologies de ces médicaments a la femme enceinte (Dellicour et al., 2008).
Néanmoins ’OMS recommande les combinaisons thérapeutiques a base de dérivés de
l’artémisinine dans cette population au cours des seconds et troisiémes trimestres. Pour le
premier trimestre les CTA ne peuvent étre administrées a la femme enceinte que si c’est le

seul traitement disponible ou en cas d’échec a la quinine (OMS, 2010).
1.7. Directives nationales de traitement au Tchad
1.7.1. Traitement du paludisme simple

Le médicament de premiére intention pour traiter le paludisme simple est la combinaison
Artésunate-Amodiaquine pour les enfants & partir de 2 mois, les adultes et les femmes
enceintes a partir du deuxieme trimestre a tous les échelons de prestation des soins. En cas
d’échec thérapeutique, de contre-indication ou d’intolérance, I’Artéméther-Luméfantrine est
prescrit. Chez la femme enceinte au premier trimestre, la prise en charge est faite avec la
quinine sous forme orale, les CTA étant recommandées seulement a partir du deuxiéme

trimestre de la grossesse.
1.7.2. Traitement du paludisme grave

Le paludisme grave est pris en charge par les centres hospitaliers. Le traitement repose sur
lartésunate, la quinine injectable ou ’artéméther injectable. Les sites communautaires et les
Centres de Santé qui recoivent les patients atteints de paludisme grave doivent les référer en
urgence vers un centre de santé ayant un plateau technique adéquat aprés administration du
traitement pré-référentiel : artésunate suppositoire pour les enfants de moins de 5 ans ou
artésunate injectable pour les personnes de 5 ans et plus au niveau des centres de santé (MSP,
2014).

|.8. Modes d’action des antipaludiques et mécanismes de résistance des plasmodies

La résistance se définit comme étant « Plaptitude d’une souche de parasites du paludisme a
survivre ou a se reproduire malgré I’ad ministration et I’absorption d’un médicament employé
a des doses égales ou supérieures aux doses ordinairement recommandées, mais comprises

dans les limites de tolérance du sujet » (OMS, 2009).
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18.1. Historique etsituation actuelle de résistance

La résistance aux antipaludigues a un réel impact en santé publique. Sur le plan individuel, les
échecs thérapeutiques qu'elle génére augmentent la mortalité liée au paludisme (Trape,
2001). De plus, la persistance des parasites dans le sang accrofit le risque d'ané mie sévere et
par voie de conséquence la fréquence des transfusions sanguines avec tous les risques que
cela comporte. Sur le plan collectif, les résistances augmentent le niveau de transmission du
paludisme, ce qui éleve le nombre d'accés et donc le codt des consultations par patient. Avec
le développement de la médecine humaine ces cinquante dernieres années, la pression
médicamenteuse engendrée par [I'utilisation massive des antipaludiques de synthése a
sélectionné des parasites résistants a la plupart des molécules en circulation. Le premier
antipaludique utilisé massivement est la pyriméthamine en Indochine mais la sélection rapide
de parasites résistants a conduit a I'utilisation de la chloroquine. L'emploi substantiel de ce
principe actif pendant plusieurs dizaines d'années a simultanément sélectionné, a la fin des
années 50, des parasites resistants a la frontiere Thailande/Cambodge et en Colombie puis au
Venezuela, en Papouasie-Nouvelle Guinée et aux Philippines. C'est a partir de ces foyers
d'émergence asiatiques que la chloroquino-résistance s'est lentement mais graduellement
disséminée pour atteindre I' Afrique de I'Est a la fin des années 1970 et I’ Afrique de ’'Ouest en
1979. Dans les années 80, les antifoliniques, associés a la sulfadoxine, ont pris le relais de la
chloroguine comme premiére ligne thérapeutique des acces palustres non compliqués dans de
nombreux pays. Le développement et la diffusion de la résistance de Plasmodium falciparum
aux médicaments antipaludiques sont I'un des obstacles majeurs qui entravent le contréle de
lendémie palustre, en particulier en l'absence d'un vaccin efficace disponible dans un avenir
proche (Ringwald, 2007).

1.8.2. Amino-alcools

1.8.2.1. Quinine

1.8.2.1.1. Mode d’action

La quinine se concentre dans le plasma et se fixe sur les hématies dans lesquelles elle pénetre
et intercale dans la réplication de I’ADN du parasite. La quinine agit en inhibant l'action de
I'heme-polymérase, et donc en permettant I'accumulation de I'hémine, produit cytotoxique de

la dégradation de I'hémoglobine dans la vacuole, qui est normalement transformée en pigment
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malarique inoffensif et utilisable par le parasite grace a cette enzyme (Looareesuwan et al.,
1992 ; Gushimana et al., 1993). Le complexe quinine-hé¢me est capable d’endommager les
membranes parasitaires (Sugioka et Suzuki, 1991 ; Atamna et Ginsburg, 1995). La quinine
bloque le cycle schizogonique au niveau des mérozoites libres dans le plasma ou encore des

trophozoites avant leur transformation en schizontes.
1.8.2.1.2. Mécanisme de résistance

La quinine reste efficace contre des souches résistantes a la chloroquine, indiquant que les
phénotypes de réponse a la quinine sont sans doute affectés par d’autres genes. Le
polymorphisme du géene pfnhe-1 situé sur le chromosome 13 semble associé a la résistance a
la quinine. Cependant, la quinine reste le principal antipaludique recommandé dans le
traitement du paludisme grave et chez la femme enceinte en Europe et en Afrique (Pradinesa
et al., 2010). La quinine est un antipaludique efficace cliniquement contre des souches

résistantes a la chloroquine ou a la méfloquine.
1.8.2.2. Méfloquine
1.8.2.2.1. Mode d’action

La méfloquine, halofantrine et la luméfantrine ont un mode d’action trés proche de celui de
la quinine en se fixant sur des phospholipides de la membrane érythrocytaire. Des récepteurs
communs a la quinine, et sans doute a la chloroguine, pourraient étre responsables de certains
retards d’efficacit¢ de la méfloquine ou de I'halofantrine lorsque ces substances sont

préalablement administrées (Milton, 1989).
1.8.2.2.2. Mécanisme de résistance

Des études ont montré une association entre la résistance a la méfloquine et ’amplification du
nombre de copies de pfmdrl (situé sur le chromosome 5 de P. falciparum) dans le génome
(Cowman, 1994 ; Peel, 1994 ; Lim, 2009 ; Picot, 2009). Cependant, I'association entre le
nombre de copies de pfmdrl dans le génome ou des mutations sur pfmdrl n’est pas absolue
(Lim, 1996), suggérant I'existence d’autres mécanismes de résistance pour la mefloquine qui
impliquent des génes encore méconnus (Jeffress, 2005). De plus, I’association entre la
diminution de sensibilité a la méfloquine et 'augmentation du nombre de copies de pfmdrl

n’a jamais ét¢ montrée pour des souches provenant du continent Africain. Lorsque le nombre
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de copie du géne pfmdrl est augmenté, sa séquence nucléotidique est généralement dépourvue
de mutation (présence d’allele sauvage). Au cours des dernieres années, de nouvelles
quinoléines ont fait leur apparition sur le marché des antipaludiques, essentiellement utilisées
en association avec les dérivés de I'artémisinine ; il s’agit de la luméfantrine, la pyronaridine

et la pipéraquine (Humphreys, 2007).

1.8.3. Amino-4-quinoléines

1.8.3.1. Chloroquine

1.8.3.1.1. Mode d’action

La chloroquine est active sur les formes érythrocytaires du parasite. Elle traverse la membrane
de Térythrocyte parasité et se concentre fortement dans la vacuole digestive du parasite oU
elle s’accumule et devient toxique pour le Plasmodium (Pradines et al., 2010). Son activité
est liée a ses propriétés d’accumulation sélective dans I’hématie parasitée et sa localisation
préférentielle dans la vacuole digestive. La chloroguine, base soluble, traverse les différentes
membranes de I’érythrocyte et du parasite et s’accumule dans la vacuole digestive acide,
suivant le gradient de pH. A I’intérieur de la vacuole, la chloroquine est prise au piege dans la
vacuole, elle y exerce son action létale pour le parasite. Selon ce mécanisme, I’entrée de
chloroquine dans la vacuole est directement dépendante du pH. D’autres hypothéses
s’accordent sur I’existence d’un transporteur permettant I'entrée de la chloroquine dans la

vacuole digestive (Bray, 1999).
1.8.3.1.2. Mécanisme de résistance

La résistance a la chloroquine est liée a une incapacité a accumuler la chloroquine dans la
vacuole digestive du parasite, phénoméne lié¢ & un efflux de chloroquine de la vacuole
(mutation du géne pfcrt) (Pradines et al., 2010). De nombreux travaux suggerent que
différents genes, codant pour des protéines de transport sont impliqués dans la résistance a la
chloroquine (Fidock, 2000 ; Pradines, 2005 ; 2009). Une association entre le génotypage
d’isolats et leur phénotype ont mis en évidence 1’implication directe du géne pfert (P.
falciparum chloroquine résistance transporter situé sur le chromosome 7) dans le phénoméne
de resistance a la chloroquine (Fidock, 2000). Il existe plusieurs hypotheses concernant la
fonction de la protéine PFCRT codée par le géne pfcrt. En effet, PFCRT pourrait expulser

activement la chloroquine de la vacuole digestive (Sanchez, 2004), altérer le pH vacuolaire
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ou la chloroquine diprotonée pourrait étre transportée passivement a I’extérieur de la vacuole
par Pfcrt muté (Johnson, 2004). La mutation Lys76Thr du gene pfcrt est associée a la
résistance a la chloroquine au point qu’elle est présente dans toutes les souches résistantes.
Cette mutation est souvent associée a d’autres mutations sur le méme géne (Cys72Ser,
Met74lle, Asn75Glu, Ala220Ser, GIn271Glu, Asn326Ser, 11e356Thr, Arg371lle) dont les
roles ne sont pas clairement connus. Plus de 20 mutations ponctuelles de pfcrt ont été décrites
(Fidock, 2000 ; Chen, 2003 ; Johnson, 2004). L’existence de souches de P. falciparum
sensibles a la chloroquine et portant cependant la mutation Lys76Thr suggére que d’autres
genes pourraient étre impliqués dans la résistance a la chloroquine. Il s’agit du géne pfmdrl,
dont la protéine phosphoglycoproteine de 170 kdalton qui joue le réle des pompes d’efflux de
médicaments présente dans des cellules résistantes. Cing mutations ont été décrites au niveau
des 5 codons suivants : N86Y, Y184F, S1034C, N1042D et D1246Y.

1.8.3.2. Amodiaquine
1.8.3.2.1. Mode d’action

Le mode d’action de lamodiaquine semble étre le méme que celui de la chloroquine
(Pradinesa, 2010). L’accumulation de 'amodiaquine est corrélée a celle de la chloroquine et

est aussi diminuée chez les isolats chloroquino-résistants (Bray, 1996).
1.8.3.2.2. Mécanisme de resistance

Peu d’études ont exploré les bases moléculaires de la résistance a I’'amodiaquine. Les études
réalisées émettent I’hypothése de certains points communs entre I'amodiaquine et la
chloroquine. La résistance a I'amodiaquine semble étre liée aux génes pfcrt et pfmdrl

(Gushimana, 1993 ; Happi, 2006; Humphreys, 2007 ; Marfurt, 2008 ; Picot, 2009).
1.8.4. Artémisinine et ses dérivés

1.8.4.1. Mode d’action

L'artémisinine et ses dérivés agissent au niveau de la membrane parasitaire, dés la 8¢me heure.
L’activité est identique sur des souches de P. falciparum sensibles ou résistantes (Dembeélé,
2008). Lartémisinine et ses dérives sont des endopéroxydes qui se lient a I'héme dans la

vacuole digestive du parasite. Cette interaction provoquerait la libération de radicaux libres
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toxiques pour les constituants cellulaires. Elle bloguerait une enzyme qui permet au parasite

de pomper le calcium, Fempéchant ainsi de se développer (Meshnick, 2002).
1.8.4.2. Mécanisme de résistance

le géne k13-propeller (PF3D71343700) a éte identifié comme étant le probable support
génétique de la résistance aux dérivés de I’artémisinine. En effet, des mutations situées au
niveau du locus « k13 propeller» conferent aux souches qui en sont porteuses une résistance
in vivo et in vitro a I’artémisinine (Ariey et al., 2014). Mais déja, les premiers cas d’échecs
cliniques aux ACTs ont été identifiés en Asie du Sud-Est (Noedl et al., 2008 ; Dondorp et
al., 2009). Des mutations K189T, E252Q, R255K, P441L, F4461, N458Y, P574L, C580Y,
A676D et H719N ont été mises en évidence par les chercheurs (Menard et al., 2016 ; Ariey
et al., 2014).

1.8.5. Anti-métabolites

Les anti-métabolites sont répartis en deux familles, les antifoliques (sulfamides, dont la

sulfadoxine ; sulfones), etles antifoliniques (proguanil, pyriméthamine).
1.8.5.1. Antifoliques
1.8.5.1.1. Mode d’action

Les antifoliques (Sulfamides et Sulfones) bloquent chez Plasmodium, la synthése de I'acide
dihydrofolique, empéchant I’utilisation de I’acide para-amino-benzoique de I’hdte nécessaire

a la multiplication de 'ADN par le parasite (Ambroise, 1984 ; laminou, 2009).
1.8.5.1.2. Mécanismes de résistance

La dihydroptéroate synthétase (DHPS) est une enzyme qui intervient dans la voie de synthése
du folate de P. falciparum. Cette enzyme est codée par le gene P. falciparum dihydrotéroate
synthétase (pfdhps) situé sur le chromosome 8. Des mutations ponctuelles sur ce géne sont
associés a la résistance de la sulfadoxine (Triglia, 1997 ; Sibley, 2001 ; Hyde, 2005).
L’analyse de séquences du géne dhps montre des différences d’acides aminés entre des
souches sensibles et résistantes a la Sulfadoxine (Triglia, 1994 ; Brooks, 1994). Les
mutations Ser436Ala, Ser436Phe, Ala437Gly et Lys540Glu du géne dhps conferent une
résistance a la Sulfadoxine (Wang, 1997). Les mutations Ala581Gly et Ala613Thr/Ser sont
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rares, en particulier en Afrique, mais pourraient étre associées a des degrés élevés de
résistance (Hagos, 1993 ; Picot, 2009).

1.8.5.2. Antifoliniques
1.8.5.2.1. Mode d’action

Le proguanil dont le métabolite actif est le cycloguanil et la pyriméthamine sont des
inhibiteurs de la dihydrofolate réductase (DHFR) chez P. falciparum, une enzyme
bifonctionnelle chez Plasmodium, appartenant a la voie de synthése des folates qui est
essentielle a la synthése de ’ADN (Zolg, 1989 ; Sano, 1994 ; Sirawaraporn, 1997 ;
Tangara, 2006).

1.8.5.2.2. Mécanisme de résistance

Le gene Pfdhfr est situé sur le chromosome 4 de P. falciparum et code pour la DHFR (Sibley
et al., 2001 ; Hyde, 2005). Les travaux sur Pfdhfr ont démontré I’existence d’une relation
entre la résistance a la pyrimethamine et la présence de mutations ponctuelles dans la région
du site actif de 'enzyme ; la mutation clé étant Serl08 Asn ou Ser108Thr. Les mutations au
niveau des codons Asn51 et Cys59 moduleraient a la hausse le niveau de résistance au

(Tableau 1). Dans des isolats du Sud-Est Asiatique I’association d’une mutation du codon
108 (serine— thréonine) et du codon 16 (alanine —valine) induiraient une résistance au

proguanil avec une sensibilité peu modifiée a la pyriméthamine. Les mutations des codons 16
et 164 présentes dans ces isolats n’ont cependant pas encore été retrouvees dans les souches

africaines (Parzy etal., 1 997).
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Tableau 1: Codons des génes impliqués dans la résistance P. falciparum aux antimetabolites

Codons dhfr impliqués 16 51 59 108 164
dans la résistance aux antifoliniques
Codon (AA) | Codon (AA) Codon (AA) | Codon (AA) | Codon (AA)
Sawage| GCA (Ala) | AAT (Asn) TGT (Cys) AGC (Ser) ATA(lle)
Mutant GTA (Val) ATT (lle) CGT (Arg) AAC(Asn) TTA (Leu)
ACC (Thr)
Codons dhps impliqués 436 437 540 581 613
dans la résistance aux antifoliques
Codon (AA) | Codon (AA) Codon (AA) | Codon (AA) | Codon (AA)
Sawage| TcT(Ser) | GCT (Al) AAA(Lys) GCG(A) | GCC (Ak)
GCT (Ald) GGT(Gly) GAA(Glu) GGG (Gly) TCC (Ser)
Mutant TTT(Phe) ACC (Thr)
CTG (Leu) CCC (Pro)
TAT(Tyr)




1.8.6. Hydroxynaphtoquinones (atovaquone)

1.8.6.1. Mode d’action

L’atovaquone est un inhibiteur de la biosynthese des pyrimidines. Dans la mitochondrie, il
blogue la chaine de transfert des électrons au niveau de son enzyme clé, la dihydro-orotate
réductase, ainsi que le complexe cytochrome bcl en se substituant a I’ubiquinone (Musset,

2006).
1.8.6.2 Mécanisme de résistance

L’analyse de la séquence d’acides aminés constituant le cytochrome b plasmodial montre
qu’il differe de celui des autres organismes (Vaidya et al., 1993). Le Pfcytb (génome
mitochondrial) code pour le cytochrome b qui est la cible moléculaire de I'atovaquone. Ses
mutations Tyr268Asn et Tyr268Ser induisent une diminution tres importante de la sensibilité
du cytochrome b a ’atovaquone et sont associées a la résistance du parasite a cette molécule
(Ekala et al., 2007). Ces mutations sont tres rares dans les populations générales de P.
falciparum et elles ne sont généralement détectées qu’a 1’occasion des échecs thérapeutiques

ou prophylactiques de I’association atovaquone-proguanil (Fivelman et al., 2002).
1.8.7. Antibiotiques (Doxycycline)
1.8.7.1. Mode d’action

La Doxycycline diminue le taux de nucléotides et de désoxynucléotides (Yeo, 1998). Il est a
noter que certains antibiotiques dont la Doxycycline et I’azithromycine peuvent inhiber la
synthése protéique par inhibition de certaines fonctions de I’apicoplaste chez P. falciparum
(Dahl, 2007 ; Goodman, 2007).

1.8.7.2. Mécanisme de résistance

Il1a été décrit quelques isolats avec des sensibilités in vitro diminuées a la Doxycycline mais
aucune résistance in vivo de P. falciparum a la Doxycycline n’a cependant pas encore été
décrite a ce jour (Briolant, 2009, 2007). Différents genes pourraient étre impliqués dans la
diminution de sensibilité in vitro a la Doxycycline des isolats de P. falciparum (Briolant,
2010). PftetQ (P. falciparum tétracycline résistance TetQ géne) coderait une protéine de la

famille des GTPases et posséde des similitudes avec des genes impliqués dans la résistance de
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bactéries aux cyclines. Pfmdt (P. falciparum multidrug transporter) coderait une protéine de
transport membranaire de médicaments analogue a la tétracycline résistance protein TetA, une
pompe d’efflux responsable de la résistance de bactéries a la doxycycline. Un nombre de
copies supérieur du géne pftetQ ou du gene pfmdt, ainsi qu’un nombre de répétitions
inferieures a trois d’un motifde six acides aminés (KYNNNN) de la protéine codée par pftetQ
ont eté trouvées associées a une diminution de la sensibilité in vitro de P. falciparum a la

doxycycline (Briolant, 2010).
1.9. Margqueurs moléculaires de résistance

Ces sont des marqueurs impliqués dans les mécanismes de résistance des produits
antipaludiques. 1ls occupent une place de choix dans la surveillance des antipaludiques utilises
et permettent de prédire le niveau de résistance d’une espéce parasitaire aux antipaludiques. Il
n’en existe que pour un nombre restreint d’antipaludiques (Pradines et al., 2010 ; Menard,
2013 ; Nambeole, 2014). Les principaux marqueurs moléculaires utilisés dans la surveillance

de lefficacité aux antipaludiques sont consignés dans le Tableau II.
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Tableau I1: Marqueurs moléculaires de résistance de P.falciparum selon les antipaludiques (Nambeole, 2014).

Alléle associé a la résistance ou a la

Médicaments Genes diminuti ey Niveau de validation
iminution de sensibilité
. Pfcrt Lys 76Thr .
Chloroquine Bfmp Fis191Tyr et Ser 437AR Association in vivo
Amodiaquine Pfmdri A'_sn86Tyr Association in vivo
Pfmrp His191Tyr et Ser 437Ala
Méfloquine Pfmdrl Nombre de copie > 1
Pfdhfr Serl08Asn
Pfdhfr Serl08Asn + Asn5llle +Cys59Arg
Pfdhps Alad37G .
Sulfadoxine-Pyriméthamine Pfdhgs A|a437Gg + Lys540Glu Association In vivo
Serl08Asn + Asn51lle +Cys59Arg +
Prdnfr +pfdnps | Ala437GIu+ Lys540GIu R
Pfmrp Lys 1466 Arg
Proguanil Prdnfr Serl08Thr+All6val Association in vivo
Pfdhfr Serl08Asn+Asn5llLe et/ou + Cys59Arg
Atovaquone Pfcytb Tyr268Asn ou Tyr268Ser Association in vivo
Luméfantrine Pfmdrl Asn86 &Nombre de copie > 1 ts;]zlf;;f&iqigﬂele en cas d’cchec
Nombre de motifs : DNNND > 2 ou
Quinine pfnhe-1 NHNDNHNNDDD < 3 Association in vitro
Pfmrp His191Tyr et Ser437Ala
pftetQ Nombre de motif KYNNNN <3 Association in vitro
Doxycycline pftetQ Nombre de copie > 1 Association in vitro
Pfmdt Nombre de copie > 1 Association in vitro
Arteméther Pfserca Ser769Asn Association in vitro

Artémisinine K13 propeller | M4761, C580Y, R539T, Y493H Association in vitro




1.10. Dynamique des résistances

Les antipaludiques se fixent sur des récepteurs membranaires de 1’hématie, induits par
développement de Plasmodium. Ces produits se concentrent fortement a I’ intérieur du globule
rouge puis du parasite et se fixent sur ’ADN pour bloquer la réplication, inhibant aussi
diverses enzymes. La résistance provient d’une diminution d’affinité du produit pour les
récepteurs érythrocytaires et surtout d’une diminution des mécanismes de concentration ou

d’une altération des enzymes parasitaires (Trape, 2001).

Ainsi, malgré les efforts déployés pour la découverte de nouvelles molécules antipaludigues et
leur mise en place effective par les différents programmes de lutte contre le paludisme dans
différents pays, P. falciparum développe des résistances, y compris contre les ACT (Noedl et
al., 2008 ; Wongsrichanalai et Meshnick, 2008 ; Dondorp et al., 2009). Ceci s’explique
d’abord par la grande diversité génétique de P. falciparum due a un taux élevé de mutations
dans son génome et par la biomasse parasitaire trés importante de parasites portées par les
individus infectés. En effet, méme si les mutations capables de conférer la résistance a un
nouveau médicament sont extrémement rares et peu probables, le nombre élevé de parasites
infectant les humains fait que ces mutations finiront par apparaitre et par étre sélectionnées

par la pression médicamenteuse (Pradines etal., 2010).

1.10.1. Facteurs favorisants les chimiorésistances

Quatre facteurs principaux entrent en jeu pour favoriser I'émergence de résistances :
1.10.1.1. Pression médicamenteuse et la sélection des mutants

Dans une zone endémique, les parasites mutants sont peu nombreux que les sauvages.
L’apparition des souches "mutantes™ est favorisée par I’utilisation abusive des produits
antipaludiques dans la zone. La consommation de contrefagons sous dosées, 1’indisponibilité
des médicaments efficaces ou le déploiement inadégquat des médicaments sous forme de
monothérapies. Ainsi, plus les médicaments sont utilisés, plus on sélectionne des mutants
résistants (Djaman, 2003 ; Sow, 2009).

Enoutre, les mauvaises prescriptions et ’automédication sont autant de facteurs a I'origine de
la pression exercée sur P. falciparum. L’utilisation d’antipaludiques a des doses sub-curatives

élimine les parasites sensibles et sélectionne les mutants résistants préexistants. Une
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pharmacocinétique similaire s’observe aussiavec les antipaludiques a demi-vie longue utilisés
en monothérapie. Ils ont un gradient de concentration élevé et représentent ainsi une

opportunité de sélection (Touré, 2012).
1.10.1.2. Degré d’immunité de la population

Le systeme immun agit simultanément sur les souches sensibles qu’existantes. Dans une zone
ou la transmission est endémique, le degré de I'immunité de la population est élevé et les
souches résistantes qui échappent aux médicaments sont attaquées par les cellules de
défenses. Chez les jeunes enfants, I'immunité n’est pas suffisamment développée, les
parasites résistants échappent aux mécanismes de défense, se multiplient et engendrent des
manifestations cliniques (Djaman, 2003).

1.10.1.3. Voyages

Une personne non immunisée va emporter des mutants résistants d’une zone de
chimiorésistance vers une zone ou les mutants résistants n’existent pas. Les sujets non
immunisés et non prémunis de cette zone d’accueil vont permettre le développement et la

dissémination de la résistance (Djaman, 2003).
1.10.1.4. Vecteurs Anopheles

La multiplication de mutants résistants sera favorisée par les especes anophéliennes. Les
espéces peuvent étre vectrices ou non de la maladie en fonction du climat ou les zones

auxquelles ces espéces vivent.
1.11. Méthodes d’évaluation des antipaludiques

Trois méthodes sont couramment utilisées pour surveiller la sensibilité de P. falciparum aux
antipaludiques :

> Les tests in vivo ;
> Les tests in vitro ;

» Les tests moléculaires
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1.11. 1. Tests invivo

La méthode de référence de surveillance des résistances est le test in vivo de 'OMS
développé en 1965 et révisé en 1967, en 1972, en 1996 et enfin en 2001 (OMS, 2009). lIs
consistent a administrer une dose standard d’antipaludique a des malades infectés par P.
falciparum et a suivre pendant au moins 28 jours la disparition des manifestations cliniques et
de la parasitémie. Le testin vivo standardisé de ’OMS consiste a faire des examens cliniques
et parasitologique aux jours JO, J1, J2, J3 puis J7, J14, J21et J28. Les résultats seront classés
selon des critéres cliniques et parasitologiques en proportion de patients ayant un échec
thérapeutique précoce (ETP), un échec clinique tardif (ECT), un échec parasitologique tardif

(EPT) ou une réponse clinique et parasitologique adéquate (RCPA).

Les tests in vivo ont un meilleur reflet de la réalité puisqu’ils sont effectués chez le malade.
Toutefois, en zone d’endémicité palustre, il n’est pas aisé¢ cliniquement de distinguer une
réinfestation d une recrudescence de I’infestation initiale surtout lorsqu’on utilise le test de 28
jours. Cependant, la PCR constitue aujourd’hui une excellente technique pour en faire Ila

distinction et devrait étre associée a toute étude de chimiorésistance (OMS, 2009).

1.11. 2. Tests invitro

Le test in vitro correspond au test de phénotypage, qui consiste a évaluer la sensibilité des
isolats de Plasmodium testés en les mettant en culture en présence de concentrations
croissantes des molécules antipaludiques étudiées (seule ou en association). Il permet de
mesurer I'effet direct d’une drogue sur les parasites. Différentes méthodes permettent de
détecter alors la croissance parasitaire, ce sont : la microscopie, 1I’incorporation d’un isotope
radioactif durant la croissance parasitaire (1’hypoxanthine tritiée), la fluorimétrie (liaison de
fluorochromes tels le PicoGreen (Kosaisavee et al., 2006) ou le SyberGreen (Bacon et al.,
2007) a ’ADN parasitaire), les techniques ELISA (a I’aide d’anticorps anti- HRP2 ou pLDH)
(Noedl et al., 2005).

Différentes études utilisant simultanément une évaluation in vivo et in vitro ont permis de
démontrer la relation souvent délicate entre ces deux types de suivi de la sensibilité
plasmodiale aux antipaludiques (Ringwald & Basco, 1999). La variété des tests in vitro
réalisés souvent de facon non standardisée en ’absence de souches de références entretenues

en continu au laboratoire, la multiplicité des parametres pouvant influencer une réponse
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cliniqgue, peuvent expliquer la variabilité des résultats constatés. Les techniques in vitro
fournissent des résultats non corrélés systématiquement aux résultats in vivo, surtout chez des
sujets immuns. Eneffet une résistance décelée en laboratoire pour un isolat donné ne sera pas
source systématique d’échec clinique et inversement, de méme que I’absence de réponse
clinique et parasitaire adéquate (RCPA) observée chez un patient ne sera pas
systématiquement confirmée lors d’études in vitro. Il est donc difficile d’attribuer une
probabilit¢ d’échec clinique en fonction de la CIS0 ou méme de la CI90 calculée lors de
I’interprétation de tests in vitro. Cependant, a I’échelle de la population, ces résultats vont
refléter la sensibilité des souches, et surtout permettre de suivre leur évolution. Ces deux types
de surveillance agissent donc de fagon complémentaire, et abordent le phénomene de la
chimiorésistance sous un angle différent. Les résultats des études in vitro doivent servir
d’index et constituer ainsi un systeme d’alarme permettant de prédire I’émergence et la
dissémination des souches résistantes. Ils vont permettre de détecter des souches résistantes
sur lesquelles des marqueurs moléculaires de cette résistance vont pouvoir étre rechercheés. Le
standard de référence de la surveillance de la résistance reste la classification des réponses
thérapeutiques selon le protocole de 'OMS, qui permettra de déclencher l’alerte et de
modifier les choix thérapeutiques devant une augmentation importante de la fréquence

d’échecs thérapeutiques observés.

1.11. 3. Marqueurs moléculaires de résistance

Ce sont des méthodes de génotypage ou d’identification des variantes génétiques, realisees sur
I’ADN du parasite. 11 s’agit de chercher les mutations des genes du parasite impliqués dans la
résistance aux antipaludigues. Grace aux connaissances des outils de biologie moléculaire ces
dernieres années, les mécanismes de résistance aux antipaludiques sont presque connus. Les
génotypes de résistance étant déterminés apres amplification de I'ADN par PCR, ces
méthodes sont trés sensibles et ne nécessitent que trés peu de sang. Elles requierent cependant
beaucoup de matériel et de grandes précautions afin d'éviter les amplifications non spécifiques
liées a des contaminations par des acides nucléiques d'autres isolats. De plus, excepté les
méthodes utilisant des digestions enzymatiques, elles sont également trés colteuses. La
présence de ces marqueurs est également peu prédictive de la réponse thérapeutique. Pour de
nombreux principes actifs ayant un mécanisme de résistance complexe, le génotype est

rarement corrélé avec les résultats des tests in vitro. Cependant, pour les anti-métabolites qui
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ont généralement un mécanisme de résistance simple, les margqueurs génomiques de résistance

peuvent remplacer les tests in vitro pour les études épidémiologiques (Touré, 2012).
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Il. MATERIEL & METHODES
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11.1. Matériel

11.1.1. Site de I’étude

L’étude a ét¢ menée ausud du Tchad dans le district sanitaire de Pala, Région de Mayo-Kebbi
Ouest (9°21°00” N ; 14°58°00” W). La région est divisée en trois départements qui sont
(Mayo-Dalla ; Lac Léré ; Mayo-Binder). La ville de Pala, chef-lieu de la région, est située a
530 km de N’Djaména. La population était estimée a 108 374 habitants selon le deuxiéme
recensement général de la population et de I’habitat en 2013 (Figure 5).

Au Sud, la prévalence du paludisme est trés élevée avec 43,8 %, suivie du Centre et du Nord
respectivement, 11, 65 % et 0,70 % (DSIS, 2012). Cette partie du pays correspond & une zone
hyper endémique avec une prévalence moyenne du paludisme de 52 % chez les enfants de 0 a
5 ans. Le paludisme sévit d’une manicre stable. Au niveau des formations sanitaires du
premier échelon, 87,65 % des cas de paludisme simple ont été notifiés (MSP, 2013). Pala, le
site d’étude a été choisi en raison de la prévalence du paludisme et aussi a cause de sa position
géographique. En effet, Pala est une ville frontaliere de trois pays que sont : le Cameroun, la
RCA et le Nigéria. Des produits antipaludiques non enregistrés par le Ministere de la Santé
Publique (MSP) ont été retrouvés sur les marchés de Pala. Le manque de contrdle de ces
médicaments, pourrait entrainer une pression médicamenteuse. Le Centre de Santé (CS) de

Pala est situé au sein de I’hdpital régional de Pala.

Le sang prelevé a Pala sur papier filtre Whatman a été expédié a I'Unité de Paludologie du
Département de Parasitologie-Mycologie de I'Institut Pasteur de Cote d’Ivoire pour les
analyses PCR.



Niger

Tchad
Nigeria b
République

| Cameroun ﬂﬂiﬂlfﬂfl'iﬂaine

Figure 5: Localisation du site d’é¢tude (MSP, 2013)
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11.1.2. Population de I’étude

L’étude a porté sur des enfants atteints de paludisme a P. falciparum non compliqué, &gés de

6 a 59 mois venus en consultation au Centre de Santé Urbain de Pala (CSUP).

11.1.2.1. Critéres d’inclusion

Sont inclus dans cette étude les enfants présentant les critéres suivants :

Infestation mono spécifique a P. falciparum détectée a 'examen microscopique ;
Parasitémie comprise entre 1000 a 100000 trophzoites/uL de sang (formes parasitaires
asexuges) ;

Température axillaire > 37,5° C, ou antécédent de fievre au cours des dernieres 24
heures ;

Capacité a prendre des médicaments par voie orale ;

Possibilité et volonté de respecter le protocole pendant la durée de I’étude et de
respecter le calendrier de consultations ;

Obtention d’un consentement éclairé du pere ou de la mére ou du tuteur légal de

I’enfant.

11.1.2.2. Critéeres de non inclusion

N’ont pas été inclus dans cette étude les enfants présentant les signes suivants :

Y V VYV V

Présence de signes de paludisme grave ;

Poids corporel inférieur a5 kg ;

Malnutrition sévere ;

Antécédents d’hypersensibilité a I’un quelconque des médicaments testés ou utilisés

comme traitement de remplacement, ou de contre-indication a ces medicaments.
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11.1.3. Matériel biologique

Le matériel biologique était constitué de sang prélevé sur une lame pour les frottis sanguin et
les gouttes épaisses et sur papiers filtre whatman pour les analyses PCR. La collecte de sang
sur papier filtre Whatman 3 mm a été réalisée au laboratoire de I'hdpital de Pala apres

réception des échantillons.
11.1.3.1. Génes étudiés et amorces correspondantes

Trois genes de résistance ont été étudiés, respectivement, dhfr et dhps pour la SP et k13
propeller pour 1’artémisinine. Les amorces utilisées pour I’amplification de ces génes sont

consignées dans le tableau ci-aprés (Tableau I11).

Le gene msp-2, présent sur le chromosome 2 a été utilisé par distinguer les recrudescences des
reinfestations. Ce géne tres polymorphe, code pour la synthése d’une protéine a la surface du
mérozoite (A-Elbasit et al., 2007).
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Tableau 111 : Amorces et séquences utilis€ées pour 'amplification des génes d’étude

Taille de fragment en

Génes PCR Amorces Séquences paire de base (pb)
pfdhfr_M1 5-TTTATGATGGAACAAGTCTGC-3'
PCR1 650
otdhf pfdhfr_M7 3-CTAGTATATACATCGCTAACA-5’
r
pfdhfr_M9 5-CTGGAAAAAATACATCACATTCATATG-3
Nested 594
pfdhfr_M3 3’-TGATGGAACAAGTCTGCGACGTT-5'
pfdhps_N1 5-GATTCTTTTTCAGATGGAGG-3
PCR1 770
Pfdhps pfdhps_N2 3-TTCCTCATGTAATTCATCTGA-5
pfdhps_R2 5-AACCTAAACGTGCTGTTCAA-3'
Nested 771
pfdhps_R/ 3-'AATTGTGTGATTTGTCCACAA-5’
k13_PCR_F 5-CGGAGTGACCAAATCTGGGA-3
PCR1 2097
k13 PCR_R 3-GGGAATCTGGTGGTAACAGC-5'
k13-propeller
k13 N1 F 5-GCCAAGCTGCCATTCATTTG-3
Nested 849

k13 N1 R

3'-GCCTTGTTGAAAGAAGCAGA-5'
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11.2. Méthodes
11.2.1. Type et période d’étude

Il s’agissait d’une étude transversale a visee analytique basée sur I’évaluation de 1’efficacité
thérapeutique de '’ASAQ et expérimentale sur la recherche des mutations affectant les
marqueurs moléculaires (dhfr, dhps et k13-propeller) de la chimiorésistance.

Les prélevements sanguins se sont déroulés de novembre & décembre 2015 au centre de santé
de Pala au Tchad.

11.2.2. Taille de I’échantillon

Si la proportion d’échecs thérapeutiques est déja connue grace a des études antérieures, la
taille de I’échantillon nécessaire peut étre calculée par des méthodes statistiques classiques
d’estimation de la proportion dans la population touchée. 11 faut trois types d’informations
pour déterminer la taille d’échantillon convenable pour estimer une proportion dans une

population :

1. la proportion d’échecs cliniques anticipée dans la population (p) ;
2. le niveau de confiance (en général 95 %)

3. et la précision (d) (généralement comprise entre 5 et 10 %).

Pour que I’échantillon soit représentatif, il convient de touyjours inclure au minimum 50
malades dans I’étude. Dans notre cas il n’existe aucun chiffre antérieur permettant de valider
un taux d’échec thérapeutique de 'ASAQ dans la région.

Toutefois, si nous considérons un taux d’échec thérapeutique inférieur a 15 % (OMS, 2003)
pour un niveau de confiance de 95% et une précision estimée a environ 10 %, en utilisant la

formule ci-aprés, la taille de I’échantillon est :

Z2XpXxdg
(d) 2

Avec p=0,15:q=0,85; 22 =(1,96)2 ; d*=(0,1)* ; n=49

Sinous considérons 10 % de perdus de vue, 54 patients doivent étre inclus et suivis pendant

vingt-huit  jours.
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11.2.3. Recrutement des participants

Le recrutement des patients a été réalisé au centre de santé urbain de Pala (CSUP); les enfants
recus en consultation par le responsable du centre ont bénéficié d’une pesée, d’une mesure de
température et d’un examen physique. De plus, ils ont subi un préléevement de sang nécessaire
a la réalisation d’un test de diagnostic rapide (TDR) de paludisme. Le CSUP, est limité
uniquement au TDR. Les frottis sanguins et les gouttes épaisses ont été réalisés au laboratoire
de 'Hopital Régional de Pala (HRP).

A cet effet, devant un TDR positif, le patient est amené au Médecin de I’étude pour la prise en
charge. A I’hopital de Pala, aprés une explication du protocole au parent de I’enfant afin
d’obtenir son consentement par le médecin de 1’é¢tude, un dossier est constitué pour
enregistrer les informations générales et les observations cliniques concernant le patient
examiné. Apres la confirmation du diagnostic (GE/FS) posé par I'Infirmiére responsable du
centre, si le patient remplit les critéres, il est inclus pour un suivi de 28 jours. Dans ce cas, il
lui est administré par voie orale la premi¢re dose de ’ASAQ en fonction du poids. Les

patients non éligibles sont reversés dans le circuit normal de I’hopital.

11.2.4. Réalisation de la goutte épaisse et du frottis mince

Avant la réalisation de la goutte épaisse et de frottis sanguin, une lame propre est étiquetée.
La pulpe du doigt majeur gauche du patient est désinfectée a ’aide d’un tampon alcoolisé.
Aprés le séchage de I'alcool, le doigt est Iégérement massé dans le sens terminal pour ramener
le sang au niveau de la pulpe du doigt sans toucher a la partie désinfectée. A I’aide du
vaccinostyle, la partie de la pulpe du doigt désinfecté est piquée sur le cdté puis le sang est
recueilli. Le doigt est déposé délicatement sur la lame étiquetée. Cette premiére goutte a servi
de réaliser la goutte épaisse ; une seconde goutte sur la méme lame a été nécessaire pour

réaliser le frottis sanguin mince.

Les gouttes épaisses et les frottis minces sont bien séchés puis avec un crayon le code
anonyme, la date, le jour du suivi et ’heure de prélévement sont notés sur la lame du patient
(MSP, 2014). Les lames sont ensuite plongées pendant 20 a 30 minutes dans une solution de
Giemsa 10% préparée extemporanément chaque jour. Elle est ensuite examinée pour le
comptage des plasmodies a la GE et I'identification de I’espéce plasmodiale au frottis sanguin

mince. Les gouttes épaisses et frottis sanguin ont été examinés a immersion au grossissement
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X1000 pour identifier les espéces. La densité parasitaire (DP) est calculée selon la formule

ci-dessous :

DP (uL) = N x8.000 / X

DP : densité parasitaire ;
N : nombre de parasites comptés ;

X :nombre de leucocytes comptés.

L’étalement est considéré comme négatif lorsque I'examen de 1000 leucocytes ou 100
champs contenant au moins 10 globules blancs par champ ne met en évidence aucune forme
asexuée de plasmodies (OMS, 2003).

11.2.5. Administration du traitement

Aprés ’administration du traitement par le médecin, le malade est mis en observation pendant
30 minutes pour surveiller la survenue éventuelle de vomissements. Les enfants recrutés ont
été traités par la combinaison fixe (ASAQ-Winthrop®) administrée par voie orale en fonction
du poids du patient une fois par jour pendant 3 jours (Tableau IV). Lorsque le médecin
constate que la température axillaire est supérieure ou égale a 38,5°C a I'inclusion, le patient

recoit du paracétamol systématiquement.

Si des vomissements surviennent au cours des 30 premiéres minutes aprés I’administration du
médicament, la dose compléte est répétée. Les patients ayant vomi la dose de remplacement
dans les 30 minutes aprés Iadministration du médicament sont exclus de I’étude et

immédiatement orientés en pédiatrie pour une prise en charge appropriée.
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Tableau IV: Dose d’artésunate-amodiaquine administrée aux enfants inclus dans I'étude

Tranche d’age et poids

Jour O
Dose artésunate
dose amodiaquine

Jour 1
Dose artésunate
dose amodiaquine

Jour 2
Dose artésunate
dose amodiaquine

2 a 11 mois 25 mg 25 mg 25 mg
>4,5a<9Kkg 67,5 mg 67,5 mg 67,5 mg
lab5ans 50 mg 50 mg 50 mg
>9a< 18kg 135 mg 135 mg 135 mg
6al3ans 100 mg 100 mg 100 mg
> 18 a < 36kg 270 mg 270 mg 270 mg
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11.2.5.1. Traitement de secours

En cas de vomissements persistants, le patient recoit un traitement parentéral avec artéméther
injectable 3,2 mg / kg en IM le 1* jour en prise unique, 1,6 mg/kg tous les jours pendant 3
jours ou I'artésunate injectable 2,4mg/kga T0, a T12 et T24 puis toutes les 24 heures pendant
3 jours, ou avec de la quinine en perfusion dans 5% ou 10% du glucosé 20mg/kg pendant 4
heures le 1% jour ; 10mg/kg toutes les 8 heures et le 2°™ jour 10mg/kg toutes les 8 heures (3

doses en 24 heures) selon la politique nationale de prise en charge en vigueur.

11.2.6. Suivi des patients

Un calendrier de consultations clairement établi comportant un numéro personnel
d’identification est remis au patient. Le calendrier a prévu une réévaluation clinique réguliere.
Un interrogatoire et un examen physique sont effectués apres I'inclusion a J1, 2, 3, 7, 14, 21
et 28 a la recherche de signes de complication ou d’événements indésirables.

Toutes les manifestations indésirables observées liées ou non au médicament sont notées dans
le dossier individuel du patient.

Les patients ont été informés que des étalements de sang destinés a la numération des
plasmodies seront réalisés aux jours 0, 1, 2, 3, 7,14, 21 et 28. Des conseils ont été donnés aux
patients de revenir a n’importe quel moment au cours de la période de suivi si les symptomes
réapparaissent, et ne pas attendre la consultation suivante programmée.

Si un patient ne venait pas a son rendez-vous tous les efforts étaient déployés afin de le
retrouver. Au cas contraire il était considéré comme perdu de vue. En cas de retrait de
consentement le patient est exclu de I’étude. Un traitement de remplacement lui est donné
selon les directives du PNLP.

11.2.7. Critéres d’évaluation de P’efficacité thérapeutique de PASAQ

Le principal critéere de jugement est la Réponse Clinique et Parasitologique Adéquate (RCPA)

apres correction PCR a J28. Les criteres secondaires sont :

» La RCPA sans correction PCR a J28 ;
» Les clairances thermique et parasitaire ;

» La tolérance clinique.
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11.2.8. Polymérase Chain Réaction
11.2.8.1. Collecte de sang sur papier filtre Whatman 3mm

L’étiquetage des prélévements est anonyme (numéro de dépistage, site de I'étude, jour du
suivi, date et heure de préléevement). Pour la PCR, le sang a été prélevé sur un papier filtre
Whatman 3 mm au Jour O et en cas de réapparition de parasites a partir de J7. Trois gouttes de
sang d’environ 50 pL sont déposées sur du papier filtre Whatmann 3 mm. Les papiers ont été
étiquetés conformément a I’anonymat avant d’étre mis dans les poches de conservation en
présence d’un décicant, le silicagel (OMS, 2009). Les mémes informations ont été portées sur
I’emballage. L’ensemble a ét¢ conservé au réfrigérateur a + 4° C jusqu’a l'expédition au

Département de Parasitologie-Mycologie de I'Institut Pasteur de Cote d’Ivoire (Figure 6, 7).
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Figure 6 : Confettis réalisé sur papier fitre Whatman 3 mm

Légende :
(1) Papier filtre Whatman® 3 mm
(2) Spot de sang séché
(3) Identifiant de I’échantillon
(4) Sachet de conservation
(5) Identifiant sur’emballage
(6) Cel de silicate
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Figure 7: Laboratoire de la Plate-forme de Biologie moléculaire de I'Institut Pasteur de Cote

d’Ivoire

Légende :

(1) Salle de manipulation

(2) Salle d’extraction

(3) Salle de préparation de mix (mélange)
(4) Salle d’anmplification

(5) Salle de migration

(6) Salle de lecture
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11.2.8.2. Extraction de PADN plasmodial

L’extraction de I’ADN de P. falciparum a été réalisée a partir du papier-filtre Whatman par

deux méthodes, le méthanol et le kit Qiagen.
11.2.8.2.1. Extraction de PADN au Méthanol

La méthode décrite par Bereczky et al., (2005) a été réalisee. Cette methode comprend trois

étapes décrites ci-apres :
Premiére étape : Phase de lyse cellulaire

Apres le découpage du spot, les morceaux de confettis ont été transféres dans un tube
Eppendorf de 1,5 mL en présence du tampon de lavage (950 uL de PBS 1X plus 50 pL de
saponine 10 %). L’ensemble a été incubé a 4° C pendant une nuit.

Deuxiéme étape : Phase de lavage

Le lendemain, le tampon de lavage est retiré, 1 mL de PBS 1X est ajouté a la solution puis
incubé une deuxieme fois a 4° C pendant 5 min. Le tampon de lavage est retiré puis remplacé
par 1 mL de PBS 1X. L’ensemble est incubé a 4° C pendant 5 min puis le tampon de lavage
est retiré. Un volume de 150 pL de méthanol sont ajoutés et I’ensemble est ré-incubé a la

température ambiante pendant 20 min.
Troisiéme étape : Phase d’élution

Le méthanol est retiré et les confettis sont laissés a la température ambiante pendant 2
heures puis 300 pL de solution AE sont rajoutées. Les tubes sont placés dans un thermo
mixeur @ 99° C pendant 30 min, secoués vigoureusement au vortex toutes les 5 min. L’extrait
d’ADN est aliquoté dans des tubes Eppendorf de 1,5 mL puis conservé a -20° C (Figure 8).
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Phase de lyse cellulaire

‘ m
950 pL de PBS 1X +50 pL sapo 10%
Découpage de spot  Incubé 4°C pdt une nuit

Phase de lavage

o |

+ (2 fois) 1 mL de PBS 1X
Incubé 4°C pendant 5 mn

+ 150 pL de méthanol
Incubé T°Labo pdt 20 mn

Phase d’élution

~ 99°C pdt 30 mn

Méthanol retiré
Séchage 2 H

+300 WL ’AE

ADN conservé a —20°C

Figure 8: Protocole d'extraction au méthanol
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11.2.8.2.2. Extraction de ’ADN au Kit Qiagen

L’extraction de ’ADN de P. falciparum a été réalisée au kit Qiagen selon la procédure du

fabriquant & partir du papier-filtre Whatman. La méthode s’est déroulée en trois étapes:
» Premiere étape : Phase de lyse cellulaire

Les confettis découpés sont placés dans un tube Eppendorf 1,5 mL auquel sont ajoutés 180 uL
de tampon ATL (Tissue Lysis buffer) et 20 puL de protéinase K. Aprés homogénéisation du
tube au vortex pendant quelques secondes, il est placé sur un mixeur a 56° C pendant une
heure a 900 tr/min. Au cours de cette période d’une heure le tube est vortexé pendant
quelgues secondes par intervalle de 10 min. Il est ensuite sorti du mixeur et centrifugé
brievement pour permettre le mélange des gouttelettes d’eau déposées sur le couvercle du
tube au reste du contenu du tube. Un volume de 200 puL du tampon AL (Lysis buffer) est
ajouté au tube dont le contenu est homogénéisé a la main pendant quelques secondes. La
solution est ensuite placée sur le mixeur a 70° C pendant 10 min a 900 trs/min avec
homogénéisation au vortex toutes les 3 min. Cette phase s’est terminée par une seconde breve
centrifugation dans le but d’obtenir un mélange homogene. Le lysat est transféré avec
prudence sans mouiller le bord du tube dans une colonne fermé puis centrifugé a 8000 trs/min

pendant 1min. La colonne est placée dans un tube a collection de 2 mL.
> Deuxieme étape : Phase de lavage

Un volume de 500 pL de Buffer AW1 est mis dans la microcolonne puis centrifugé a 8000
trs/min pendant 1min. Ensuite la colonne est placée dans un tube a collection de 2 mL, puis
500 pL de Buffer AW2 sont ajoutés puis centrifugé a nouveau a 8000 trs/min pendant 1min.
Une deuxieme centrifugation a 14000 trs/min pendant 3min a été nécessaire afin de sécher la

membrane de la colonne dont le filtre permet de retenir ’ADN.
» Troisieme étape : Phase d’élution

La colonne est placée dans un tube Eppendorf de 1,5 mL stérile et le tube a collection
contenant I’impureté est jete. Un volume de 100 pL de Buffer AE est ajouté au centre de la
membrane et incubé. Le tube est incubé a la température ambiante (15-25° C) pendant 1 min.
Parfois, le Buffer AE a été remplacé par de I’eau distillée. Dans ce cas, le temps d’incubation
a été de 5 min. Aprés I’incubation, la solution est centrifugée a 14000 trs/min pendant 1min.
et a permis d’éluer ’ADN qui est récupére dans le tube Eppendorf de 1,5 mL. Les extraits
d’ADN sont conservés a-20° C (Figure 9).
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Phase de lyse cellulaire

. Centrlfugatlon
Centrlﬁagatlon
_. Incubé 70°C
‘ ncubé 56°C 1 h 900 tr/rm 10 mn 900 tr/mn
Découpage de spot b U
180 ul ATL + 20 pl protéinase K +200 ul AL

=

\ 5 Centrlfugatlon
“. " 8000 trs/min pdt 1 min
Tube a collection de 2 mL Transfere de lysa

Phase de lavage

- N S /)

= l = Centrifugation l § Centrifugation
= > ! (2)14000 trs/mn 3mn
\&/ 8000 trs/mn Imn et
+ 500 pL de Buffer AW2
+ 500 uL de Buffer AW1 (1) 8000 trs/min

I min
Phase d’élution
—

i =4 Centrifugation
e Centrifugation g 14000 trs/min 1min
14000 trs/mnlmn ; -

+100 ul AE ou distillée

Incubé (15-25° C) 1 ou Smn

ADN conservé a — 20°C

Figure 9: Protocole d'extraction au Qiagen
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11.2.8.3. Amplification des genes

Les genes msp2, dhfr, dhps et k13- propeller ont été amplifiés par PCR nichée. La PCR
nichée est une succession de deux PCR. Elle consiste a utiliser au cours de la premiere
amplification un premier couple d’amorces pour amplifier une séquence plus étendue de la
région d’intérét du gene, puis a la deuxiéme amplification un second couple d’amorces

spécifiques sert & cibler la région polymorphique d’intérét (Tableau V).
» Amplification des genes dhfret dhps

La composition du mix de ces genes est la méme pour les deux PCR. Le milieu réactionnel de
la premiere PCR était composé de 12 pL d’eau pure (Promega) ; 2,5uL de chaque amorce
(10uM) et 5 uL de la Taq Master Mix (Solis Biodyne, Letonie). Les échantillons sont ensuite
placés dans un thermo cycler pour "amplification. La Nested PCR était composé de 28 uL
d’eaupure ; 5uL de couple d’amorces (LOpuM) et 10 pL de Master Mix (Taq ADN polymérase,
dNTPs et Tampon) (Tableau V).
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PCR1

PCR?2

Réactifs

Volumes (uL)

Réactifs

Volumes (uL)

Tableau V: Composition des milieux réactionnels de la restriction enzymatique de fragments
d’ADN

Eau pour PCR 12 Eau pour PCR 28
dhfr N1 (10pM) 2,5 dhfr R1 (10pM) 5
dhfr N2 (10pM) 2,5 dhfr R2 (10uM) 5
Master Mix (Taqg 5U/L) 5 Master Mix (Taq 5U/u) 10
ADN 3 ADN 2
25 50
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» Amplification de gene msp2

Le mix de la premiere PCR était composé de 2,5 uL de Tampon 10X ; 2,5 uL de Mgcl2
(25puM) ; 1 uL de ANTP (5uM) ; 2,5 uL de chaque amorce (10 uM); 11,8 uL d’eau pure
(Promega) et 0,2 uL de Taqg 5U/pL (Solis Biodyne, Letonie). Les échantillons sont ensuite

placés dans un thermocycleur pour 'amplification.

Le mix de la deuxiéme PCR des familles 3D7 et FC27 était identique a la premiére PCR
(Tableau VI). Le marqueur de polymorphisme utilisé pour distinguer une recrudescence ou
une nouvelle infection était le gene msp2. Pour le méme patient, la taille de fragments ADN
pour les deux familles (3D7, FC27) a été comparée, le nombre et la position des bandes de JO

et du jour d’échec thérapeutique.
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Tableau VI: Composition des milieux réactionnels de la restriction enzymatique des fragments d’ADN

PCR1 PCR2
Réactifs Volumes (uL) Famille 3D7 Volumes (uL) Famille FC27 Volumes (uL)

Tampon 10X 2,5 Tampon 10X 2,5 Tampon 10X 2,5
Mgcl2 (25uM) 2,5 Mgcl2 (25uM) 2,5 Mgcl2 (25uM) 2,5
dNTP (5uM) 1 dNTP (5uM) 1 dNTP (5uM) 1
MSP-2_OF (3") 2,5 MSP-2_3D7 (3) 2,5 MSP-2_FC27 (3) 2,5
MSP-2_OR (5") 2,5 MSP-2_3D7 (5") 2,5 MSP-2_FC27 (5") 2,5
Eau pour PCR 11,8 Eau pour PCR 11,8 Eau pour PCR 11,8
Taqg 5U/L 0,2 Taqg 5U/UL 0,2 Taqg 5U/L 0,2
ADN 2 ADN 2 ADN 2

25 25 25




» Amplification du géne k13-propeller

Le mix de la premiere PCR était composé de 13,75 uL d’eau pure (Promega) ; 0,625 uL de
chaque amorce (10pM)et 5 puL de la Tag Master Mix (Solis Biodyne, Letonie). Les
échantillons sont ensuite placés dans un thermo cycler pour 'amplification.

Le mix de la Nested PCR était composé de 32 uL d’eau pure ; 1,5 uL de chaque d’amorce
(10pM) et 10 uL de la Tag Master Mix (Solis Biodyne, Letonie) (Tableau VII). Les
programmes d’amplification de la premiére et de la seconde PCR sont consignés sur le

Tableau VIII.
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PCR1

PCR?2

Réactifs

Volumes (uL)

Réactifs

Volumes (L)

Eau pour PCR 13,75 Eau pour PCR 32
K13_PCR1_F (10pM) 0,625 K13 N1_F (10pM) 15
K13 PCR1_ R (10pM) 0,625 K13 N1 _R (10pM) 1,5
Master Mix (Taq 5U/W) 5 Master Mix (Taq 5U/W) 10
ADN 5 ADN 5
25 50

Tableau VII: Composition des milieux réactionnels de la restriction enzymatique des
fragments d’ADN
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Tableau VIII: Programmes d'amplification PCR1 et PCR2 des génes dhfr, dhps, k13-

propeller et msp2 de Plasmodium falciparum

Genes Programmes

Pfdhfr

93°C x 5min/ (94°C x 30sec - 54°C x 60 sec - 65°C x 60 sec) x41cycles/

PCRI 65° x 5 min/ 15°C x 5 min

Nested 95°C x 5 min/ (93°C x 30 sec - 56°C x 30 sec - 68°C x 75 sec) x30 cycles/
75°C x 5 min

Pfdhps

PCR1 94°C x 3min/ (94°C x 30 sec - 55°C x 30 sec - 65°C x 60 sec) x 30cycles /
65°C x 5min/ 15°C x 5 min

Nested 94°C x 5 min/ (94°C x 30 sec - 60°C x 30 sec - 65°C x 1min) x 30cycles

/65°C x 5 min/15°C x 5 min.

K13 propeller

PCR1 95°C x 15min/ (95°C x 30 sec - 58°C x 2 min- 72°C x 2 min) x 30 cycles/

72°C x 10 min
95°C x 15min / (95°C x 30 sec - 60°C x 1min- 72°C x 1min) x 30 cycles/
Nested o .
72°C x 10 min
MSP2
PCR1 94°C x 5min / (94°C x 15 sec) x 30 cycles/ 72°C x 10 min
Nested 94°C x 5 min/ (94°C x 15 sec) x 30 cycles/ 72°C x 10 min
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11.2.8.4. Electrophorése

Nous avons procédé a la migration des produits d’amplification msp2, dhfr, dhps et k13-
propeller par électrophorése sur gel d’agarose 1,5% contenant 4 uL. de Bromure d’¢thidium
(BET). Le pourcentage du gel et son volume en solution sont fonction respectivement de la
taille de fragment et du nombre d’amplification a migrer.

Pratiquement, 1,5 g ou 2 g de poudre d’agarose selon le géne sont pesés et mis dans un
Erlenmeyer puis dilué dans 100 mL de tampon TBE 1X (Tris-Borate-EDTA). L’ensemble a
¢été brievement homogénéisé de facon manuelle puis chauffé jusqu’a dissolution complete au
four a micro-ondes pendant 2 min. L’Erlenmeyer est retiré et déposé sur un bassin d’eau pour
tiédir la solution d’agarose et faciliter I’écoulement de gel et sa prise en masse. Une fois le gel
tiedi, il est coule délicatement dans un moule portant un peigne, de sorte a éviter la formation
de bulles capables de compromettre la migration des fragments d’ADN. Aprés solidification
du gel, le peigne est retiré délicatement laissant apparaitre des puits pour le dépét des produits
de PCR. L’ensemble gel et moule est placé dans une cuve de migration contenant du tampon
de migration TBE 1X. Un volume de 8 pL de produit d’amplification et 2 pL de tampon de
charge (5x Green Go Taq) sont déposés dans les puits du gel. Le marqueur de poids
moléculaire (Bench Top 100 bp-DNA Lader), le témoin négatif composé uniquement du Mix
et le contrdle positif sont déposés (référence maison, Plate-forme de biologie moléculaire
IPCI) également dans les puits. La migration est réalisée a 135 volts pendant environ 20 min.
A 1a fin de 1’électrophorése, les bandes d’ADN sont visualisées sur un transilluminateur dans
un bloc de type (Gel Doc ™ EZ imager). Le pilote du gel contenant les bandes peut étre

enregistre sur un ordinateur.

11.2.8.5. Séquencage des génes

Les produits de la Nested PCR (amplicons) ont été séquencés de facon automatique par la
méthode de Sanger a Eurofins Genomics (France) pour les genes dhfr et dhps et a Genewiz en
Grande Bretagne pour le géne k13-propeller, respectivement. Les échantillons ont été envoyés
dans des microplaques (Greiner Bio-one-652270B) selon de protocole de la plateforme de
séquencage. Les microplaques ont été accompagnées d'un bordereau de dépdt a l'adresse

électronique de chaque plateforme de séquencage.
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A Genewiz, les amplicons et les amorces sont envoyés séparément. A cet effet, 10 pL des
amplicons des fragments d’ADN du gene k13-propeller ont été placés dans chaque puits de la
microplaque de 96 puits et 1 uLL d’amorces utilisées pour la Nested PCR a été placé dans un
micro tube. Par contre a Eurofins Genomics (France), les amplicons et les amorces sont
mélangés dans les puits de la microplaque. Un volume de 13 pL des amplicons des fragments
d’ADN des genes dhfr et dhps a été ajouté a 2 pL d'amorces utilisées pour la Nested PCR.
Chaque microplague contenant le mélange a été fermée hermétiquement avec des barrettes de
bouchon (4titude-044737) puis recouverte d’un film adhésif (AmpliSeal, Greiner Bio-one-
676040) avant d’étre expédiée et déposée a la plateforme de séquencage.

11.2.8.5.1. Analyse des séquences

11.2.8.5.1.1. Alignement

Les séguences « brutes » correspondant aux genes pfdhfr, pfdhps et k13-propeller des isolats
ont été corrigées a l'aide du logiciel BioEdit 7.0.9.1 puis analysées en parall¢le. Toutes les
séquences ont été alignées y compris les séquences de référence des genes correspondant
disponibles en ligne dans de la banque de données publigues GenBank

(http/Awww. ncbi.nlm.nih.gov).

11.2.8.5.1.2. Repérage

Il a consiste a détecter les loci d’intérét, a savoir les codons en position 16, 51, 59, 108, 164
du gene pfdhfr et les codons en position 436, 437, 540, 581 et 613 du gene pfdhps, et a

rechercher les mutations sur le gene k13-propeller.

11.2.8.5.1.3. Détermination des alléles

La réalisation de la premiére et Nested PCR ont permis d’amplifier un domaine de 650 pb et
594 pb respectivement pour le gene pfdhfr. Ce domaine contient les codons 16, 51, 59,108 et
164. Concernant le géne pfdhps, la premiére PCR a permis d’amplifier un domaine de 770 pb
et la Nested PCR un domaine de 771 pb contenant les codons 436, 437, 540, 581 et 613. Au
niveau du géene k13-propeller, les domaines 2097 et 849 ont été amplifiés respectivement par
PCR1 et Nested PCR.

Cependant, les alleles pfdhfr sauvages sont définis par la combinaison Ala-16/Asn-51/Cys-
59/Ser-108/lle-164, tandis que ceux de pfdhps par la combinaison Ser-436/Ala-437/Lys-
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540/Ala-581/Ala-613. Les codons mutés correspondants sont Val-16/lle-51/Arg-59/ Asn ou
Thr-108 et Leu-164 pour le gene dhfr et Ala-Leu-Tyr-ou Phe-436/Gly-437/Glu-540/ Gly-581
et Ser-Thr-ou Pro-613 pour le gene dhps. Concernant le géne k13-propeller, les alleles
sauvages et mutants ne sont pas totalement définis, bien que certains auteurs aient déja décrits
certains codons affectés par les mutations. La recherche est effectuée sur la séquence d’intérét

du gene séquencé pour les caractériser.

11.2.9. Analyse statistique

Le tableur Excel™ développé par ’OMS a ét¢ utilisé pour la gestion et I’analyse des données.
Les données ont été analysées en per protocole (OMS, 2003), le logiciel Graph Pad Prism 5
(test one way ANOVA) a été utilisé pour comparer les moyennes de tempeérature entre JO et
J2.

L’alignement et ’analyse des séquences ont ét¢ réalisés avec le logiciel BioEdit version

7.09.1.
11.2.10. Aspects éthiques et réglementaires

A T'absence de comité éthique national, cette étude a été approuvée par le Ministere de la
Santé Publique et le Programme National de Lutte contre le Paludisme au Tchad. Les parents
ou les tuteurs des enfants ont donné leur accord de participation a cette étude en signant le
consentement éclairé. La prise en charge médicale des participants était entierement gratuite

et Panonymat a été garanti durant toutes les analyses de laboratoire.
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I[1l. RESULTATS
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I11.1. Efficacité thérapeutique de PASAQ

111.1.1. Profil de P’essai

Durant la période de I'étude, 163 patients ont ét¢ examinés pour un paludisme simple au
centre de santé urbain de Pala. Parmi eux, 58 (35,6 %) ont été inclus contre 105 non inclus
(64,4 %) (Figure 10).

111.1.2. Caractéristiques des patients a I’inclusion

Sur les 58 patients inclus dans I'étude, 32 (55,2 %) étaient de sexe féminin et 26 (44,8 %)
étaient de sexe masculin, soit un sexe ratio homme/femme de 0,81. En outre, I’&ge moyen, le
poids moyen et la température moyenne étaient respectivement de 2,9 (£1,4) ans 12,6 (£3,7)
kg et 38, 1 (x0,9) °C. De méme pour la parasittmie moyenne, elle était de 3509 parasites

asexues /uL au jour de recrutement (Tableau IX)
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163 patients examinés

v

105 individus non inclus répartis comme suit:
- 40 patients avec GE négative

- 52 patients avec DP < 1000 Pa /uL de sang
- 13 cas de Co-infections (paludisme + autres

maladies)

Y

58 patients inclus

!

7 patients retirés (exclus):
- 4 Retraits de consentement éclairé
- 3 Perdus de Vue entre J3 et J7

Nombre de perdus de vue : 5, 17 (3/58)

Figure 10 : Profil de I'essai clinique

v

51 patients recus a J28
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Tableau IX: Caractéristiques des patients a I'inclusion

Parametres

Nombre

Patients examinés

163

Patients inclus

58 (35, 6 %)

Masculin n (%)

26 (44, 8 %)

Féminin n (%)

32 (55, 2 %)

Sexe ratio 0,81

59 mois n (%) 8 (13,8 %)
< 59 mois n (%) 50 (86,2 %)
Age moyen en année (x SD) 29 (x1,4)
Age (Min-max) en année 0,7-5
Poids moyen (kg) (+ SD) 12,6 (£ 3,7)
Poids (Min-Max) en kg 5-21
Température axillaire moyenne (xSD) °C 38,1 (x0,9)
Température axillaire (Min-max) °C 36,2-40,3
Parasitémie moyenne (parasites asexués /ulL) 3509
Parasittmie moyenne (Min-Max) (parasites asexués /uL) 1040-20000
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I11.1. 2. Efficacité clinique

A T’inclusion, la température corporelle moyenne des patients était de 38,2° C avant la prise
du médicament. Aprés l’administration de la premic¢re dose, Ila température corporelle

moyenne est passée de 37,1°C a J2. (Figure 11).

A Tinclusion, 19 % des sujets inclus avaient un antécédent de fiévre au cours des derniéres 24
heures. A la fin de traitement a J2, 80 % des patients étaient apyrétiques (Figure 12). Cette
baisse significative de la température corporelle moyenne et cette hausse de la proportion de
sujets apyrétiques de JO a J2 a permis de déterminer la clairance thermique est de 48 heures.
Entre J3 et J28, la proportion de sujets apyretiques était comprise entre 80 % et 50 %.
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Figure 11: Distribution de la température moyenne des patients de JO a J2
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111.1.3. Efficacité parasitologique

A Pinclusion, la densité parasitaire moyenne (DPM) était de 3509 parasites/pL. L’action de
I’ASAQ sur les parasites était rapide, dés J2 la densité parasitaire moyenne était nulle chez
tous les patients avec une clairance parasitaire de 48 heures (Figure 13). De J2 a J28, la
densité parasitaire est restée nulle.

Toutefois, il a été observe un cas d’échec clinique tardif a J28 avec une densité parasitaire de
7600 parasites/pL. (Figure 14).

Concernant les gamétocytes, a I’inclusion I’indice gamétocytaire était nul. Mais au cours du
suivi, des gamétocytes ont été observés a J3 et J7 respectivement dans les proportions de
1,72 % (1/58) et de 3,45 % (2/58). Cette reparution des gamétocytes pourrait s’expliquer par
la diminution de ’activité anti- gamétocytaire de I’ASAQ. Quelques parasites ont d( échapper
pour suivre leur cycle évolutif. Par contre de J14 a J28 aucun patient n’a présenté de

gamétocytes (Figure 13).

111.1.4. Réponse thérapeutique des patients a ’ASAQ
Parmi les patients inclus, 51 patients ont été pris en compte dans I’analyse per protocole, car
ils ont été suivis jusqu’a J28. Avant la correction PCR, 50 patients ont présenté une RCPA

soit un taux d’efficacité de 98 % et 1 cas d’échec clinique tardif soit 2 %. Apres la correction
PCR, la RCPA était de 100 % (Tableau X).
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Figure 13: Evolution de la densité parasitaire et des patients porteurs des gamétocytes de P.f
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M 17J0 17)28 M TN TP M 17J0 17)28 M TP TN

Famille 3D7 Famille FC27

Figure 14: Amplification du fragment d’ADN de msp2 de I’échec thérapeutique

M : marqueur moléculaire ; TP : témoin positif ; TN : témoin négatif

700 pb

200 pb
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Tableau XI : Réponse thérapeutique a J28

Paramétres

Analyse per protocole

Patients vus a J28

51 (87,9 %)

a J28 aprés correction PCR

Echec Clinique Tardif (ECT) 1(2 %)
Réponse Clinique et Parasitologique Adéquate (RCPA) 50 (98 %)
4 J28 avant correction PCR )
Réponse Clinique et Parasitologique Adéquate (RCPA) 51 (100 %)
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I11.1.5. Tolérance clinique

Les événements indésirables les plus marqués au cours du suivi sont dominés par des douleurs

abdominales (38 %) suivies de la toux (24 %) et des pertes d’appétit (21 %) (Figure 15).
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40+ 38%

Pourcentage des cas

Figure 15: Evénements indésirables mis en évidence chez les patients

82



I11.2. Caractérisation des genes dhfr, dhps et k13-propeller

111.2.1. Profil des génes dhfr et dhps

Sur les 58 isolats de P. falciparum amplifiés (Figure 16), 30 isolats ont été choisis de fagon
aléatoire pour le sequencage des génes dhfr et dhps. Au niveau du gene dhfr, le taux de succeés
a été de 100 % (30/30) pour les loci N51I, C59R et S108N. De méme pour le géne dhps, le
taux de succes a été de 100 % (30/30) pour les loci S436A, A437G (Tableau XI).
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Figure 16: Profil électrophorétique des génes dhfr, dhps et k13-propeller
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Tableau XII: Bilan de séquencage de fragments d’ADN de P. falciparum en fonction de

genes dhfr et dhps

Geénes Loci Succes Echecs
N511 30 (100 %) 0 (00 %)
dhfr C59R 30 (100 %) 0 (00 %)
S108N 30 (100 %) 0 (00 %)
S436A 30 (100 %) 0 (00 %

dhps
A437G 30 (100 %) 0 (00 %)
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111.2.2. Analyse de séquences de dhfr et dhps

L’analyse du géne dhfr a montré une prévalence plus importante d’isolats portant les codons
dhfr de type sauvage Asn-51 (76,7 %) ; Cys-59 (70 %) et Ser-108 (66,7 %). La prévalence
d’isolats Asn-108 était 33,3% (10/33).

Pour le géene dhps, les fréquences des alleles sauvages étaient respectivement de 76,7 % et
83,3 % (Tableau XII).
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Tableau XIII: Répartition des isolats en fonction des codons dhr et dhps

Geénes Position Codons Fréquences (%)
lle 7130 (23,3)
Asn-51-1le
Asn 23/30 (76,7)
Arg 9/30 (30)
dnfr Cys-59-Arg
Cys 21/30 (70)
Asn 10/30 (33,3)
Ser-108-Asn
Ser 20/30 (66,7)
Ala 7130 (23,3)
Ser-436-Ala
Ser 23/30 (76,7)
dhps
Gly 5/30 (16,7)
Ala-437-CGly
Ala 25/30 (83,3)
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111.2.3. Répartition des types des mutations en fonction des génes

Sept (7) génotypes dhfr ont été mis en évidence, parmi lesquels le génotype sauvage
(N51Cs9S108) représenté a 53,3 % (16/30) et le triple mutant (1s1Rs9N10s) avec une fréquence de
3,3 % (1/30) (Tableau XIII).

Au niveau du gene dhps, 4 génotypes ont eté déterminés, les doubles mutants dhps (As36Gaz7)
était de 6,7 % (2/30) tandis que les génotypes sauvages (Sa3sA437) représentent 66,7 % des
isolats (Tableau XIII).
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Tableau XIV: Prévalence des mutants en fonction des génes dhfr et dhps

Genes Mutations Génotypes Fréquence (%o)
dhfr (N=30) Sauvage N51C59S108 16 (53,33)
Mutants 14 (46, 67)
Simple mutant 151C59S108 1(333)
N51Cs9N108 2(7)
151C59N108 2(7)
Double mutant
151R50S108 3(10)
Ns1Rs59N 108 5(17)
Triple mutant 151359N108 1(3,33)
dhps (N=30) Sauvage S436A437 20 (66,7)
Mutants
10 (33,3)
Simple mutant Sa368437 3319
As36A437 5(16,7)
Double mutant A436§437 2 (6,7)




111.2.4. Répartition des haplotypes dhfr / dhps

Dix (10) haplotypes ont été mis en évidence. Les haplotypes sauvages (Ns51CsgS108/S3sA437)
représentent 33, 3 % (10/30). Le triple mutant 151 Rs9N10g était associé au double As36Gas7 n’a
pas été observé. Tandis que le génotype triple mutant dhfr est retrouvé associé au simple

mutant dhps. Ces haplotypes (I51Rs9N10s/A43sAa37) représentaient 3,3 % (1/30) (Tableau
XIV).
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Tableau XV: Combinaison

des génotypes dhfr/dhps

Nombre de mutations | Génotype dhfr/dhps N=30 Fréquence (%0)
4 151R59N108/A136A437 1 3,3
3 151R59S108/A436Gas7 1 3,3
3 N51R59N108/S436Ga37 1 3,3
2 151C50N108/Sa36A437 2 6,7
2 151C59S108/S436Ga37 1 3,3
2 151R59S108/S436A437 2 6,7
2 N51R59N108/Sa36A437 4 13,3
2 Ns51Cs59S108/A436Ga37 1 33
1 N51C595108/S436Ga37 1 3,3
1 Ns51Cs59N108/Sa36A437 2 6,7
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111.2.5. Analyse des séquences du gene k13-propeller et efficacité de PASAQ

Cinguante-huit (58) fragments d’ADN de k13- propeller ont été amplifiés puis séquencés
avec succes. Apres alignement avec la séquence de référence PF3D7_1343700 et repérage,

aucune mutation (synonyme, non synonyme) n’a ét¢ détectée. Tous les isolats étaient donc de

type sauvage.
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V. DISCUSSION
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IV.1. Essai clinique

L’artésunate-amodiaquine (ASAQ) a éte préconisé a toutes les formations sanitaires du pays
comme traitement de premiere intention contre le paludisme simple a P. falciparum. Pour
garantir un traitement efficace et toléré, ’évaluation des médicaments antipaludiques doit €tre
réguliere et continue (OMS, 2010). L’émergence et la rapide diffusion de la résistance de P.
falciparum aux médicaments antipaludiques les plus couramment utilisés constitue un sérieux
obstacle a I'efficacité du traitement comme stratégie prioritaire dans le contréle du paludisme
(Hien et al., 2012 ; Ashley et al., 2014). Pour cette raison, il est important de disposer des

données sur les résistances de P. falciparum aux CTA au Tchad.

L’ ASAQ posséde une bonne activité antiplasmodiale chez les participants de cette étude. Les
résultats ont montré une bonne efficacité de ' ASAQ. Avant correction PCR, 98% des patients
ont présenté une RCPA. Une étude similaire a ét¢ menée au sud du pays par Tchonfiene et al.
(2013). Un taux élevé de guérison de 98% avec 1’ASAQ a été obtenu avant la correction
PCR. Le seul cas d’échec observé au cours de cette étude était dd a une réinfestation et non

une recrudescence. Ainsi, apres correction PCR, 100 % de RCPA a été obtenu.

L'évaluation de l'efficacité des CTA a également montré une bonne efficacité de TASAQ dans
les pays woisins du Tchad. En République Centrafricaine (RCA), en République
Démocratique du Congo (RDC) et au Cameroun les résultats similaires ont été obtenus
(Swarthout et al., 2006 ; Mbacham et al., 2010 ; Nambei et al., 2013). Au Nigéria, les
travaux menés par Oguche et al. (2014) ont montré un taux de guérison élevé apreés correction
PCR de 98,3%. Avant correction PCR., le taux était de 97, 4 %. Falade et al. (2014) ont
rapporté une RCPA avant et aprés correction PCR de 92% et 95,9% respectivement. En
Erythrée, une étude récente a montré un taux de guérison proche de 96 % a J28
(Mohammeda et al., 2017). Ailleurs, certaines études menées en Afrique de 1’Ouest ont
montré une bonne efficacité de I'ASAQ (Touré et al., 2014 ; Sow D et al., 2016). Ces

résultats pourraient s’expliquer par la sensibilité élevée de P. falciparum a FASAQ.

Toutefois, au Gabon, au Kenya et au Sénégal, au cours d’une étude multicentrique,
Ndayiragije et al. (2004) ont rapporté un taux faible de RCPA. Ce taux était a J28,
respectivement 68%, 82 % et 85% dans chacun de ces pays. De méme, les études menées au

Burkina Faso ont montré un taux de guerison faible aprés correction PCR a J28 (Tinto et al.,
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2014 ; Sondo et al., 2015). Ces résultats pourraient indiquer une baisse de sensibilité de P.
falciparum a ’ASAQ.

Les CTA possedent des propriétés antiparasitaires (parasites asexués et gamétocytes),
antipyrétiques favorisant ainsi la guérison rapide du patient (White, 2004). Dans notre étude,
a la fin du traitement & J2, la clairance thermique était de 48 heures. Des résultats identiques
ont ét¢ obtenus par d’autres auteurs (Ndayiragije et al., 2004 ; Niawanlou, et al., 2008 ;
Touré, 2012 ; Tchonfiene et al., 2013). Cette concordance pourrait s’expliquer par I'activité
antipyrétique de TASAQ.

Ces résultats pourraient s’expliquer par I’action conjointe de 'ASAQ et de paracétamol
administré au cours du traitement. La persistance de la fievre chez quelques patients au-dela
de J2 s’expliquerait par la période d’étude qui coincidait avec la période de 1’Harmattan (vent
venant du nord-Est de I’Afrique) ou les infections respiratoires aigués (IRA) sont
fréguemment rencontrées. Au Liberia, Schramm et al., (2013) ont rapporté un résultat

similaire d.

Au Mali, Dara et al., (2008) au cours d’un essai clinique randomisé ouvert et multicentrique
réalisé avait comparé trois antipaludiques : Artésunate-sutfaméthoxypyrazine-pyriméthamine (Co-
Arinate FDC), Sulfaméthoxypyrazine-pyriméthamine (SMP) et Artéméther/Luméfantrine (Coartem).
Il ressort qu’a partir de J1, plus de 96,5% des patients étaient apyrétiques dans le bras
Artésunate-sulfaméthoxypyrazine-pyriméthamine ~ (Co-arinate  FDC)  Contrairement a la
Sulfaméthoxypyrazine-pyriméthamine et a I’ Artéméther/Luméfantrine. Toutefois, une apyrexie a été
obtenue dans les trois bras qu’a partir de J3. Par ailleurs, une autre étude multicentrique
réalisée au Kenya, au Gabon et au Sénégal, le résultat identique. Entre J1 et J2, 97 % de

patients traités étaient apyrétiques (Adjuik et al., 2002).

Les gamétocytes ont été mis en évidence a J3 et a J7 chez les patients apres le traitement. La
présence de ces gamétocytes mérite d’étre analysée, vu la propriét¢ gamétocytocide de
lartémisinine. Dans ce méme pays, les résultats de Tchonfiene et al. (2013) ont revélé la

présence des gamétocytes a J7 eta J14.

Ces résultats pourraient s’expliquer par une bonne activité gamétocytocide de I'artémisinine.
Car jusqu’a la fin du suivi les gamétocytes n’ont plus été mis en évidence. Les gamétocytes
sont considérés comme un facteur de dissémination de la résistance a cause du risque de leur

transmission (Price et al., 1999). En Coéte d’Ivoire et au Mali, les travaux menés
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respectivement par Touré et al. (2012) et Dara et al. (2008) ont montré unrésultat identique.
En effet aucun gamétocyte n’a été observé a J28 dans ces deux études. Les CTA reduisent
rapidement et significativement la biomasse parasitaire et entrainent consécutivement la
disparition des signes cliniques (White, 2004 ; Arnolds, 2014).

L’ASAQ est en général mal toléré malgré une bonne efficacité (OMS, 2009). Toutefois, dans
cette étude, les évenements indésirables séveres liés au médicament (étourdissement,
insomnie, nausée, vomissement) n’ont pas été rencontrés. Les signes cliniques étaient
observés entre JO et J28. Ainsi, ils sont dominés par les douleurs abdominales, la toux et les
pertes d’appétits, respectivement dans 38%, 24% et 21% des cas. Les signes observés ne sont
pas forcément imputables a I’ASAQ. Dans le paludisme, les douleurs abdominales, les pertes
d’appétits (anorexies) sont également retrouvées. Ces résultats sont en accord a ceux obtenus
par Touré et al. (2012), qui n’a enregistré aucun effet indésirable sévére. Mais, quelques
signes cliniques ont été notés comme I’asthénie, les douleurs abdominales et les
vomissements, respectivement dans 14%, 7% et 6% des cas. Au Tchad, Tchonfiene et al.
(2013) ont observé les mémes signes cliniques, dominés par les vomissements (54,5%).
Aucun effet indésirable grave n’a été noté dans ces études, cela pourrait étre dd a la bonne
tolérance de TASAQ.

IV.2. Mutation affectant les genes et la sensibilité de P. falciparum aux antipaludiques

Parallelement a I'étude de I'efficacité thérapeutique de 'ASAQ, la prévalence des marqueurs
moléculaires de résistance de P. falciparum a la Sulfadoxine-Pyriméthamine (SP) a été

déterminée.

Au Tchad, la SP n’a pas été utilisée en curatif. Elle est utilisée en prophylaxie chez la femme
enceinte et en chimio-prévention saisonniére. En effet, la stratégie du TPl a la SP a été
instaurée pour protéger les femmes enceintes contre le paludisme afin de réduire les effets du
paludisme sur la grossesse et le foetus notamment le faible poids a la naissance, lavortement,
la naissance prématurée, la mort périnatale et la mortalit¢ maternelle (Hommerich et al.,
2007 ; Madanitsa et al., 2016). Cependant, le taux de couverture en TPI reste trés faible,
respectivement, 15,3% de TPI1 et 13,6% de TPI12. Au niveau du TPI3 aucune information n’a
été rapportee (MSP, 2014). Cette couverture est assez insuffisante par rapport aux objectifs
fixés par le plan stratégique national (PSN) 2014 - 2018 de lutte contre le paludisme au Tchad

qui a prévu une couverture de 80 % (MSP, 2014). Dans certains pays, les études ont rapporté
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que la résistance a la SP augmente continuellement (Venkatesan et al., 2013 ; Muleta et al.,
2017). Par contre au Tchad, la situation de la résistance a la SP est mal connue. Les données
sont tres rares sur la SP. Dans cette étude, la prévalence des alléles mutants n’était pas élevée.
Cependant, les alléles dhfr et dhps sauvages ont été majoritairement observés, respectivement,
67%, 70% et 77% pour les codons Ser-108, Cys-59 et Asn-51 et, 76% et 83% pour les codons
Ser-436 et Ala-437.

En considérant le gene dhfr, le codon Asn-108 est susceptible de jouer un role clé dans la
résistance a la pyriméthamine associée aux mutations Ile-51, Arg-59 et Leu-164
(Kimpornsin et al., 2014 ; Sharma et al., 2015). Dans notre étude, la mutation Asn-108
était de 33 %. Une proportion relativement proche a été observée au niveau de la mutation
Arg-59 (30 %). Quant a la mutation lle-51, elle a été rencontrée dans 23 % des isolats. Ces
résultats pourraient s’expliquer par une diminution de la sensibilité du P. falciparum a la SP.
Plusieurs travaux ont montré qu’au cours des tests in vivo et in vitro, les mutations Asn-51-
lle; Cys-59-Arg et Ser-108-Asn étaient fréquemment retrouvées chez les isolats résistants a la
SP (Ndiaye et al. 2017 ; Gutman & Slutsker, 2017). Cependant, nos résultats sont contraires
a ceux trouvés au Gabon et au Burkina Faso. Une forte prédominance des mutations Asn-108
et Arg-59 ont été rapportées, respectivement 97,8%, 96,7%, dans I’étude de Ndong et al.
(2016) et 87,23 %, 69,56 % dans celle de Nambeole et al. (2014). En Guinée équatoriale, des
proportions plus élevées ont été aussi rapportées, 63% pour Arg-59 et 99% pour Asn-108
(Berzosa et al., 2017). Les alleles du gene dhfr portant ces mutations pourrait provoquer un
retard de clairance parasitaire. Ce sont des mutations clés impliquées dans la résistance de la
SP (Hailemeskela et al., 2013). En comparaison avec les mutations dhps, les mutations dhfr
provoquent un échec thérapeutique plus important que ceux du gene dhps (Kimpornsin et
al., 2014). Des travaux ont montré que chez les patients ayant présenté des échecs
thérapeutiques, la mutation Ser-108-Asn et Cys-59-Arg ont été souvent retrouvées a une
proportion importante, presque a 100% (Anthony et al., 2015 ; Berzosa et al., 2017 ; Ngondi
et al., 2017).

Ces fréquences élevées des alleles mutant observées, pourraient étre dues probablement a une
diminution de I’efficacité de la SP qui s’expliquerait par une large utilisation de la SP a la
suite de I'apparition de la résistance a la chloroquine.

La mise en évidence de la mutation 108-Asn est particulierement importante dans cette étude.
Les études antéricures ont signalé I'importance de la mutation Ser-108-Asn qui est un

marqueur essentiel dans I’évaluation de lefficacité de la SP. Elle est la premiére mutation
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découverte au cours d’une évaluation de la SP conférant la résistance a la Pyriméthamine
(Carter et al., 2012 ; Sirawaraporn et al., 1997 ; Lozovsky et al., 2009). Ailleurs, la
mutation Asn-108 est directement associée a la résistance de P. falciparum aux antifoliniques
(Mawili-Mboumba et al., 2001). En RCA, les isolats présentant la mutation Asn-108 seule
ont été associés a un échec Parasitologique Tardif (EPT) et ceux ayant la mutation Arg-59 ont
présenté une RCPA. En accord avec I’observation de Harrington et al. (2013) et de Ngondi
et al., (2017) une seule mutation ponctuelle, facilement sélectionnée par la pression

médicamenteuse, suffit pour provoquer une résistance.

En fait, les mutations mis en évidence ne permettent pas une évaluation aisée de I’efficacité
de la SP. Le triple mutant est considéré comme le meilleur facteur prédictif de la résistance in
vivo & la SP (Happi et al., 2006 ; Lucchi et al., 2015). Cependant, I’étude a montré un faible
niveau de parasites avec le génotype triple mutant IRN (3 %) par rapport au type sauvage
NCS (53 %). La faible prévalence du triple dhfr indique qu’a Pala, la sensibilité du P.

falciparum a la SP est élevée.

Les etudes liées a la résistance a la SP menées en République du Congo voisine (Taylor et al.,
2013; Artimovich etal., 2015 ; Gutman et al., 2015; Koukouikila-Koussounda et al.,
2015) ont montré des fréquences élevees de triple mutant. L’augmentation de la fréquence de
triple mutant est liée & 1’usage de la SP (Yeboah et al., 2016 ; Orobaton et al., 2016). Dans
les pays ou la pression médicamenteuse est forte, ces mutations sont la cause principale de la
diminution de l'efficacité de la SP (Harrington et al., 2013 ; Minja et al., 2013 ; Lucchi et
al., 2015).

Aussi, dans certaines régions ou la transmission du paludisme est stable, des fréquences non
négligeables de triple mutant ont été observées. C’est le cas en République Démographique
du Congo (RDC), ouona noté une prévalence de 46,2 % de triple mutant (Swarthout et al.,
2006) comparable a celle retrouvée en Cote d’Ivoire, au cours des travaux de Touré (2012)
en (2012) avec une prévalence de 46,6 %. Ces résultats indiquent une baisse de sensibilité de

P. falciparum a la SP dans ces pays.

Concernant les mutations affectant le géne dhps, elles sont responsables de la résistance de P.
falciparum a la sulfadoxine (Carter et al., 2012). En effet, selon les auteurs, les mutations
Ala-436, Gly-437 associées a la mutation Lys-540-Glu conféerent une résistance a la SP
(Sowunmi et al., 2017 ; Ould et al., 2017).
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Les résultats de notre étude ont montré que 23% des isolats séquencés portaient la mutation
Ala-436 et 16% la mutation Gly-437. Les prévalences ainsi observées, pourraient s’expliquer

par un niveau faible de résistance a la sulfadoxine dans la zone.

Par ailleurs, en zone d’endémicité palustre, la mutation Gly-437 pourrait étre un bon
prédicteur de la résistance a la SP en I’absence de l'allele Glu-540 (Sow D et al., 2016 ;
Sondo et al., 2015). Selon certains auteurs, la mutation Ala-437-Gly est associee a une
augmentation du risque de résistance a la SP (Lucchi et al., 2015 ; Bonnet et al., 2007). Si
tel est le cas, la mutation au codon 437 serait impliquée de la méme maniére dans la résistance
a la SP que la mutation Lys-540-Glu. Dans certaines régions du Kenya, la mutation dhps
A437G seule prédit un échec clinique de la SP (Omar et al., 2001 ; Parise et al.., 1998).

De plus, en République Centre africaine (RCA) et en République Démocratique du Congo
(RDC) les études réalisées sur I'efficacité thérapeutique de la SP ont révélé la présence de la
mutation Gly-437 dans tous les isolats d’échecs thérapeutiques (Nambei et al., 2013 ;
Nsimba et al., 2005). D’aprés les observations de certains auteurs, la mutation dhps Gly-437
associée aux mutations affectant le gene dhfr aux codons 59 et 108 prédit un échec clinique de
SP (Kayentao et al., 2013 ; Yeboah et al., 2016 ; Orobaton etal., 2016).

Au niveau de genotype double mutant (Ala-436/Gly-437), il a été observé une faible
prévalence des parasites portant ce génotype (6 %). La faible prévalence du double mutant
pourrait résulter d'une faible pression médicamenteuse a la sulfadoxine. Aucun isolat n'a
porté la double mutation dhps aux positions 437 et 540, communément associée a la
résistance a la sulfadoxine (Tessema et al., 2015). La mutation DHPS-437Gly survenant
habituellement en premier dans la sélection progressive des parasites résistants, a été observée
dans 3 isolats (10 %).

La mutation 437G seule ou associée au K540E, pourrait entrainer un échec thérapeutigque avec
la SP (Adeel et al., 2016). Dans cette étude la prévalence de la mutation 437G était faible. La
SP pourrait étre déployée sans risque majeur a tous les districts sanitaires du pays dans le
cadre du TPl et de la CPS. Enoutre, les principaux déterminants de la résistance a la SP liés a
I’échec thérapeutique in vivo de la Sulfadoxine-Pyriméthamine étaient le triple mutant dhfr
aux codons (51, 59, 108) associé au double mutant aux codons (437, 540) dhps (Venkatesan
et al., 2013 ; Matondo et al., 2014 ; Adeel et al., 2016 ; Madanitsa et al., 2016 ; Muleta et
al., 2017). Dans les pays de forte résistance, le génotype triple mutant dhfr et double mutant

dhps a eté observé a une prevalence élevée, entrainant le retrait de la SP (Marks et al., 2005 ;
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Hailemeskela et al., 2013, Ruizendaal et al., 2017 ; Ngondi et al., 2017). Des études ont
rapporté que la baisse lefficacité de la SP est bien liee a la forte prévalence des génotypes
résistants dhfret dhps (Gesase etal.,2009; Minja etal., 2013 ; Oguike et al., 2016).

Au niveau de la combinaison dhps / dhfr, I’haplotype sauvage (NCS/SA) était prédominant
dans la population étudiée (33%). Par contre, le quadruple mutant (IRN/AA) était faiblement
représenté (3%). Le quintuple, IRN/AG n’a pas eté observe. A cet effet, le quadruple et
quintuple mutant sont les principaux déterminants impliqués dans la résistance a la SP
(Falade etal., 2014 ; Mohamed et al., 2017).

En tenant compte des prévalences faibles de triple mutant dhfr, dhps quadruple mutant et
I’absence de quintuple, la sélection de mutants est trés lente témoignant ainsi 1’efficacité
élevée de la SP a Pala. Toutefois une attention particuliére doit étre accordée aux alléles

mutants observés en surveillant régulierement leur évolution.

En ce qui concerne le géne k13-propeller, le résultat de cette étude n’a montré aucune
mutation (synonyme et non synonyme) affectant la séquence d’intérét. Toutefois, les travaux
de Menard et al en 2016 portant sur les isolats prélevés au Lac/Tchad, des mutations non
synonymes ont été observées (Menard et al., 2016).0n peut donc émettre I'hypothese qu'il
serait probable que les parasites portant les mutations non synonymes observés au Lac Tchad
par Menard et al. en 2016 pourraient étre observées ailleurs en raison du déplacement de la
population entre ces pays frontaliers et la libre circulation du commerce en particulier les
produits antipaludiques, facteurs favorisant la résistance. La mise en évidence de ces
mutations non synonyme au Tchad peut donc encourager la recherche des parasites résistants

a 'artémisinine dans tout le pays.

Cependant, les mutations affectant k13-propeller associée a la résistance a I’arté misinine n‘ont
pas été observées partout (Hien et al., 2012 ; Phyo et al., 2012 ; Chatterjee et al., 2015). En
Guinée Equatoriale, la découverte récente d’un nouveau cas de résistance a I’artémisinine
parait inquiétant car cela peut se propager rapidement dans le reste des pays africains.
Ailleurs, des études récentes ont rapportés des mutations non-synonyme au Kenya, RDC,
Gabon, Ghana, Mali et Ouganda (Taylor et al., 2015). Par contre, nos résultats sont
semblables a ceux rapportés au Benin par Ogouyémi-Hounto et al. en 2016 ou tous les isolats
analysés étaient du type sauvage (Ogouyémi-Hounto etal., 2016).
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En revanche, quelques insuffisances ont été notées. L’étude s’est déroulée sur un seul site. La
taille de I’échantillon était relativement faible. Ces deux parametres pourraient avoir un

impact sur les résultats obtenus.
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V- CONCLUSION & PERSPECTIVES
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Conclusion

Malgré les efforts consentis afin de le contrdler, le paludisme demeure un grave probléme de
santé publique. En zone d’endémie palustre, les femmes enceintes constituent avec les enfants
de moins de cing ans, les deux populations a risque. Les conséquences du paludisme
gestationnel sont désastreuses non seulement pour la femme enceinte mais également pour
I’enfant a naitre. Depuis tres longtemps, presque la totalité des pays d’endémie palustre ont
adopté le TPI avec la SP comme 1’une des stratégies essenticlles de prévention du paludisme
chez la femme enceinte. Cette stratégie a montré son efficacité dans la prévention des effets
morbides du paludisme chez la femme enceinte. Mais I'augmentation de la résistance de P.
falciparum a la SP rend hypothétique la poursuite de la stratégie du TPl chez la femme
enceinte et de la CPS chez I’enfant. Aussi la résistance de P. falciparum a lartémisinine
constitue une menace qui pourrait entraver les avancées acquises ces dernieres années dans la

lutte contre le paludisme.

L’objectif de ce travail était d’une part d’évaluer I’efficacité thérapeutique de ’ASAQ au
cours du paludisme non compliqué a P. falciparum a Pala chez les enfants &gés 6 a 59 mois
et d’autre part de déterminer la prévalence des marqueurs génétiques de résistance a la SP

(dnhfr, dhps) et a lartémisinine (k13 propeller).

La premiére partie du travail s’est intéressée a ’efficacité thérapeutique de I’ASAQ dans le
traitement du paludisme simple a P. falciparum chez les enfants &4gés 6 a 59 mois. Les
résultats ont montré une efficacité élevée de ' ASAQ. La RCPA aprés correction PCR était de
100%. Les clairances thermiques et parasitologiques étaient de 48 heures. La tolérance de
ASAQ a été bonne. Les évenements indésirables séveres liés au médicament
(étourdissement, insomnie, nausée, vomissement) n’ont pas été rencontrés. Par contre, les
signes cliniques observés étaient dominés par les douleurs abdominales, la toux et les pertes

d’appétits. Les signes cliniques ainsi notés sont dus au paludisme et non liés au traitement.

La deuxieme partie a porté sur I’analyse moléculaire par séquencage des genes dhfr, dhps et
k13-propeller. Les résultats ont montré une prévalence élevée des alleles sauvages que
mutants. Au niveau du géne dhfr, le triple mutant (IRN) n’a été observé qu’a une faible
proportion dans 3,33% des fragments d’ADN des isolats plasmodiaux. Les simples mutants
(ICS;NCN) et les doubles mutants (ICN ; IRS; NRN) sont respectivement de 10,3% et 34%.
Concernant le gene dhps, les simples mutants (SG; AA) et les double mutants (AG) sont

respectivement de 26,7 % et 6,7 %.
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Au niveau de la combinaison dhps/dhfr, 1’haplotype sauvage (NCS/SA) était le plus
représenté dans la population étudiee (33,3%). Par contre, le quadruple mutant (IRNA/A) était
faiblement représenté (3,3 %). Le quintuple (IRN/AG) n’a pas été observé.

Pour Panalyse du géne k13-propeller, aucune mutation (synonyme, non synonyme) n’a été

rencontrée. Tous les isolats étaient du type sauvage.

En définitive, ce travail a permis de générer des données cliniques et biologiques. Ces
données sont essentielles a la fois au PNLP et au MSP afin de suivre, contr6ler et guider au

mieux la lutte contre le paludisme au Tchad.

Recommandations

A la fin de cette étude, il est important de formuler les recommandations suivantes :

Au Ministere de la Santé Publique (MSP)

- Faciliter T’accés aux financements de tests d’efficacité thérapeutique (TET) des
antipaludiques en cours d’utilisation dans les formations sanitaires;

- Impliquer les partenaires locaux de lutte contre le paludisme dans les réalisations des
TET ;

- Prévoir un fonds spécial des TET.
Au Programme National de Lutte contre le Paludisme (PNLP)

- Former une équipe spéciale en technique des TET ;
- Mener régulierement (chaque deux ans) des TET dans les districts sanitaires;

- Actualiser la base de données.
A P’Organisation Mondiale de la Santé (OMYS)

- Continuer a appuyer les projets du PNLP ;

- Financer les projets sur les TET des médicaments antipaludiques recommandés par
PNLP;

- Former I'équipe technique en TET ;

- Appuyer I'équipe du terrain par des consultants spécialistes en TET.

104



Perspectives
Nous proposons comme perspectives de :

1. Cartographier les genes de résistance dhfr, dhps et k13-propeller avec un
échantillonnage plus grand a Pala et dans d’autres régions du Tchad ;

2. Evaluer Tefficacité thérapeutique de la Sulfadoxine-Pyriméthamine (SP) en
Traitement Préventif Intermittent (TPI) chez la femme enceinte ;

3. Comparer lefficacité¢ thérapeutique de I’Artésunate-amodiaquine (ASAQ) versus
Artéméther-Luméfantrine (AL) ;

4. Evaluer le polymorphisme des genes pfcrt et pfmdrl marqueurs de résistance de

I'association artésunate-amodiaquine (ASAQ).
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Annexe 3 : Criteres de classification de la
réponse au traitement



Criteres de classification de la réponse au traitement

AN

*
L X4

Echec thérapeutique précoce

signes de danger ou paludisme grave au jour 1, 2 ou 3, en présence d’une parasitémie ;
parasitémie au jour 2 superieure a celle du jour 0, quelle que soit la température
axillaire ;

parasitémie au jour 3 et température axillaire >37,5°C ; et

parasitémie au jour 3 >25% par rapport a la numération du jour 0.

Echec thérapeutique tardif

Echec clinique tardif

signes de danger ou paludisme grave en présence d’une parasitémie a n’importe quel
jour entre le jour 4 et le jour 42 chez des patients qui ne répondaient auparavant a
aucun des critéres d’échec thérapeutique précoce ; et

présence d’une parasitémie a n’importe quel jour entre le jour 4 et le jour 42 avec une
température axillaire >37,5°C chez des patients qui ne répondaient auparavant a
aucun critére d’échec thérapeutique précoce.

Echec parasitologique tardif

Présence d’une parasitémie entre le jour 7 et le jour 42 avec une température <37,5°C chez

des patients qui ne répondaient auparavant a aucun des critéres d’échec thérapeutique précoce

ou d’échec clinique tardif.

Réponse clinique et parasitologique adéquate

Absence de parasitémie au jour 42 quelle que soit la température axillaire, chez des patients

qui ne répondaient auparavant a aucun des criteres d’échec thérapeutique précoce, d’échec

clinique tardif ou d’échec parasitologique tardif.



Annexe 4 : Criteres du paludisme grave



Criteres du paludisme grave

X/
°

NS N N N N U NN

X/
L X4

N NN R

Manifestations cliniques

prostration,

troubles de la conscience,

détresse respiratoire (acidose respiratoire),
crises convulsives,

collapsus circulatoire,

cedéme pulmonaire (radiologique),
saignement anormal,

ictere (jaunisse),

hémoglobinurie.

Résultats de laboratoire:

anémie sévére (hémoglobine <5 g/dl, hématocrite <15 %) ;
hypoglycémie (glucose sanguin <2,2 mmol/l ou 40 mg/dl) ;
transaminase (supérieure a la normale) ;

bilirubine totale (supérieure a la normale) ;
hyperparasitémie (>4 % chez les patients non immunisés) ;

insuffisance rénale (créatininémie et Urée sont supérieures a la normale).
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Abstract

ACTswasrecommended as a first-line treatment for uncomplicated
Plasmodium falciparum malaria in many malaria-endemic countries.
Regular monitoring of ACTs is recommended by the World Health
Organization (WHO) to help early detection of resistant parasites
strains and contain their rapid spread. The aim of this study was to
assess therapeutic efficacy of Artesunate-Amodiaquine (ASAQ) the
first line treatment of uncomplicated falciparummalaria in Chad and
analyze the polymorphism of Kelch13-propeller gene.

A single-arm prospective study of a 28-days follow-up was
conducted among children aged 6- 59 months with uncomplicated
P, falciparum malaria at Pala site from November to December 2015.
The primary outcome was ACPR PCR-corrected at day28 and the
secondary endpoints were the Parasite Clearance Time (PCT), Fever
Clearance Time (FCT) and tolerability of the drug Kelch13-propeller
was amplified and sequenced in all Plasmodium falciparum isolates.

A total of 58 children were enrolled and 51 reached the study
endpoint. Crude Adequate and clinical response was 98% at day 28
and after PCR correction this rate was 100%. Treatment was well
tolerated. No mutations neither synonymous nor non synonymous
were detected on k13 gene, after alignment with the reference
sequence PF3D7_1343700.

ASAQ was proved to be efficacious and well tolerated in Pala
children and no mutation was observed in the Kelch 13-propeller
gene. Further studies are needed across the country to enhance
resistance surveillance.

Key Word: Malaria, P. falciparum, Artesunate-Amodiaquine, k13-
propeller,Chad

Introduction

Malaria remains one of the most important public health
challenges in the world. Malaria is the leading cause of morbidity
and mortality in Africa, particularly in children under 5 years
old and pregnant women. Artemisinin-Based Combination
Treatments (ACTs) are now the recommended first-line
treatments for uncomplicated falciparum malaria worldwide.
The worldwide use of ACTs has contributed in recent years to
a substantial reduction in deaths related to falciparum malaria.
Resistance to artemisinin however has emerged in Southeast Asia
[1-5].

Monitoring the efficacy of ACTs becomes particularly
important in the light of emergence of artemisinin resistance
in South-East Asia [6,5].Artemether-Lumefantrine (AL) and
Artesunate-Amodiaquine (ASAQ) are widely available drugs,
which are recommended by most malaria endemic countries in
the treatment of uncomplicated P, falciparum malaria [7]. Chad
National Malaria Control Programm (NMCP) recommends,
since 2005, ASAQ and AL respectively as first and second line
treatments for uncomplicated P falciparum malaria. The World
Health Organization recommends a regular assessment of the
efficacy of the first- and second-line antimalarial drugs for an
early detection and prevention of the spread of resistant parasite
populations [8].

In vivo therapeutic efficacy study is the gold standard for
detecting the emergence and spread of malaria drug resistance.
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Discovery of mutations in the Kelch-13 propeller region protein in
correlation with delayed clearance phenotype is a major advance.
Surveillance of artemisinin resistance to date relied on in vivo
studies to measure early clearance of peripheral parasitaemia
by light microscopy and K13 propeller gene mutations. Since the
introduction of ACTs in 2004 in Chad, very few studies have been
conducted on ACTs efficacy andKelch13-propeller gene [9,20]. The
aim of this study was to assess the in vivo therapeutic efficacy of
Artesunate-Amodiaquine (ASAQ) and analyze the polymorphism
of the Kelch 13 propeller gene conferring artemisinin-resistance
to Plasmodium falciparum the Pala hospital.

Methods
Study design

This study was a prospective, one-arm assessment of clinical
and tolerability of ASAQ according to WHO guidelines [8]. Follow
up was for 28 days. The study was conducted at Pala site country
in the Mayo-Kebbi west region (9 ° 21°00 “N; 14 ° 58°00” W) of
Chad from November to December2015.

In the study site malaria transmission occurs from July to
December during the raining season. The majority of malaria
cases in the area is caused by P falciparum, while Anopheles
gambiaes.s. and to a lesser extent Anopheles funestus are the
major vectors. The key malaria control interventions in the
district include use of LLNIs, malaria case management with ACTs
Intermittent Preventive Treatment during pregnancy (IPTp).

To assess the treatment effect on parasites mutations that
modulate treatment response, mutation in k13 propeller gene
the molecular marker associated with decrease artemisinin
sensitivity were investigated [10,11]. The resistance was
investigated by examining polymorphisms in the k13 propeller
domain at day 0. The method used was nested PCR protocol
followed by Sanger Sequencing using primers specific to P
falciparum. The amplicon used for sequencing covered 740 pb
which included the k13 propeller domain [12].

Study population

Children aged from 6 to 59 months presenting to the facility
were enrolled if mono-specific P falciparum infestation was
confirmed by microscopy with parasite density between 1000
and 200000 asexual parasites / pL of blood and they had fever
axillary = 37.5 ° C, or history of fever over the last 24 hours. The
others inclusion criteria were ability to take oral medications;
able to come to come to health facility for follow -up; informed
consent of parent or legal guardian. Children with severe malaria
symptoms according to the WHO case definition and symptoms of
severe malnutrition and chronic diseases or with mixed infection
were excluded [8].

Study treatments

Treatment was three-day oral regimen dosed by weight
according to the manufacturer’s instructions: ASAQ Winthrop® 5
to <9 kg: one tablet/day of Artesunate (AS) 25 mg/Amodiaquine
(AQ) 67.5 mg; 9 to <18 kg: one tablet/day of AS 50 mg/AQ 135
mg; 18 to <36 kg: 1 tablet/ day of AS 100 mg/AQ 270 mg.
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Children who vomited during the observation period were
retreated with the same dose of medicine and observed for an
additional 30 minutes. Children with repeated vomiting were
excluded and were treated according National Control Program
treatment guidelines and excluded from the study. All children
were allowed use of antipyretics.

Follow-up procedure

Children enrolled in the trial was followed up for 28 days.
Children was seen after the day of enrollement (day 0) on days
1, 2,3,7,14, 21 and 28. At each day visit children were clinically
examined by a study physician who recorded findings in a Case
Report Form (CRF). Parasitaemia (asexual and sexual) was
assessed on days 1, 2, 3, 7, 14, 21, 28 and any day within the
28 days follow-up period that the child is brought to the health
facility with fever.

Thick and thin blood smears were stained with 5% Giemsa for
30 minutes. Parasitaemia was determined by reading the thick
blood smear and counting the number of asexual parasites per
200 White Blood Cells (WBCs), assuming a WBC count of 8000/
ul. Slides were considered negative if no parasite was found after
reading 100 high-powered fields. Presence of gametocytes was
also recorded.

All blood samples were read by two qualified independent
microscopist. Slides were quality controlled at the Swiss
Tropical Institute and Public Health. Discordance was defined as
differences between the first and second microscopist regarding
parasite density >50%, species diagnosis or any difference that
affected recruitment or study outcome. The first or second
reading was taken as final depending on whichever agrees with
the third reading.

Filter paper blots were collected at day 0 and at recurrence of
parasitaemia for PCR genotyping.

Merozoite surface proteins 1 and 2 (mspl&msp 2) and
Glutamate-Rich Protein (glurp) were used to distinguish re-
infection and recrudescence.

Safety

At each follow-up visit, any new or worsening symptom was
assessed. An adverse event was defined as any unfavorable and
unintended sign, symptom or disease temporally associated
with the use on investigational product, not present at day 0, but
occurred during follow —up, or was present at day 0 but became
worse during follow-up. Serious adverse event was defined as
any event that resulted in patient hospitalization, death, life-
threatening experience, persistent /significant disability or
specific medical surgical intervention to prevent serious outcome.

Outcomes

Treatments outcomes were classified based on clinically
and parasitological outcomes assessment as recommended by
WHO [8].Therapeutic responses on day 28 were classified as
either Adequate Clinical And Parasitological Response (ACPR),
or Treatment Failure (TF) designated as Early Treatment Failure
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(ETF), Late Clinical Failure (LCF), or Late Parasitological Failure
(LPF).The primary outcome endpoint was ACPR, corrected for re
infection using PCR genotyping at day 28.

DNA extraction and PCR

The parasite DNA was extracted from the blood sampled on
filter paper on DO and at failure by a Qiagen DNA Mini Kit (Qiagen,
Valencia.CA) according to the manufacturer’s instructions.
The k13 gene and msp2 were amplified by a Polymerase Chain
Reaction (PCR). ForPfk13 gene, amplified PCR products were
send to GENEWIZ in UK for Sanger sequencing. Subsequent
analysis of delivered sequences was executed in comparison with
the PF3D7_1343700 sequence. The following co don positions
were checked for mutations [10,11].

Statistical analysis

Data management and analysis were completed with Epi Info
6.0.4 adaptedc to the Who excel-based applications [7].BioEdit
was used for sequences analysis and GraphPad Prism 5 (one way
ANOVA test) was used to compare the 3 mean temperatures from
Day 0 to Day 2.

Results
Profile of Study Patients

During the study period from November to December2015,
163 patients were examined for uncompleted malaria at the
Urban Health Center in Pala. Among them, 58 were randomized
and 105 were excluded from the study for the reasons detailed on

the study profile (Figurel).
163 patients screened

105 patients exclued

- 40 patients were thick drops negative
52 patients with parasitic density DP < 1000
parasites asexual ful of bood N
13 cases of muxed mfections (malana +
others diseases)

7 patients withdrow

4 patients did not complete treatment after 58 patients ncluded
D1 I :l

3 patients lost of follow-up

51 patients analyzed
on D28

Figure 1: Study profile
Characteristics of the study

Of the 58 randomized patients, 32 (30.5%) were female and
26 (24.8%) were male, with a sex ratio of 0.81; Meanage (ds) 2.9
(1.3%), average weight (ds) 13.2 (3.6%), average temperature
(ds) 38 (0.9%) and mean parasite density of 3.840 asexual
parasites/pL on the day of enrolment (Table1).
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Table 1: Baselines characteristics of the study

Parameters Items

Screened 163

Included n (%) 58 (35.6 %)

Male n (%) 26 (44.8 %)

Female n (%) 32 (55.2 %)

Sex ratio 0.81

59 months n (%) 8 (13.8 %)

< 59 months n (%) 50 (86.2 %)

Mean age (+ SD) years 2.9 (£1.3)
Age (min - max) years 0.7-5

Mean weight (+ SD) kg 13.2 (= 3.6)
Weight (min - max) kg 5-21

Mean axillary temperature (+ SD) °C 38(x0.9)
Axillary temperature (min - max) ° C 36.2-40.3
Mean parasitemia (asexual parasites / puL) 3840
Parasitemia (min - max) asexual parasites / uL 1.040 - 20.000

Therapeutic efficacy

A total of 58 patients were included and 51 patients were
analyzed per protocol. Prior to PCR correction, 50 patients were
ACPR that is 98. % treatment success with only one (2.0 %) Late
Clinical Failure. After PCR correction, the failure reported on Day
28 was in fact a re-infestation. Thus, all treated patients were 100
% ACPR on Days 28 (Table 2).

Table 2: Therapeutic response at D28

Per-protocol analysis

Patients screened at D28 51 (87.9%)

Late clinical failure 1(2%)
Adequate Clinical and Parasitological

Response at D28 50 (98%)
Adequate Clinical and Parasitological

Response at D28 after PCR 51 (100%)

Fever and parasites clearance time

Fever decreased very significantly during treatment period,
from day 0 to day 2. On the day of enrollment, axillary temperature
run from a minimum of 36.2 ° C (history of fever) to a maximum
of 38 ° C (Tablel).

Tolerability and safety

A predominance ofloss of appetite (10.3%) followed by cough
(7%) abdominal pain and vomiting (3.5%) were reported (Figure
2).No deaths and no cases of severe malaria were seen during the
study. All adverse events observed were mild (Figure 2).
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Figure 2: Adverse events

Polymorphism of the K13-propeller gene

The K13-propeller gene was amplified and sequenced in
58 isolates of P. falciparum. After alignment with the reference
sequence PF3D7_1343700, all were of the wild type, without
detectable polymorphism.

Discussion

Malaria remains a major public health problem in developing
countries. Prompt access to effective antimalarial treatment such
as Artemisinin Based-Combination Therapies (ACT) proves to be
an essential tool for controlling the disease. In this study, ASAQ was
proved to be effective treatment for uncomplicated falciparum
malaria, as evidenced by a PCR-corrected parasitological efficacy
of 100 %.The present study was conducted to provide supporting
evidence for the clinical efficacy of ASAQ, which was adopted
and implemented with AL as anti-malarial drug policy in Chad
since 2005. The efficacy assessment of ACT has also shown a
high efficacy level of ASAQ in neighboring countries of Chad.
In Nigeria, a bordering country of Chad, Oguche et al, found a
polymerase chain reaction-corrected parasitologic cure rates on
Day 28 of 98.3% with ASAQ [11]. In the same country a ACPR-
corrected results on day 28 was 95.8% has been observed with
ASAQ during a stuy conducted by Falade et al, [13]. In Central
African Republic, another bordering country, a 28-day therapeutic
efficacy study of ASAQ conducted by Djalle et al, in Bangui
indicated 93% of ACPR-corrected at day 28 [14]. It seemed that
ASAQ is more efficacious in Chad than in Central African Republic
potentially due to drug pressure higher in this country. Some
studies conducted elsewhere in Africa showed good efficacy
of ASAQ [11,15,16,17].In addition to high cure rates, rapid PCT
and FCT have been observed with the drug. Although numerous
studies carried out in malaria endemic countries had shown good
efficacy and safety of ACT for the treatment of uncomplicated
malaria, the conditions of clinical trials do not fully reflect real
field situation. Results from studies conducted with unsupervised
malaria treatment showed low cure rate after adjustment by day
28[16,18,19,23].ASAQ was well-tolerated, similar to many other
studies with AEs mostly mild and not linked to the administrated
treatment [20,17,11].Safety and tolerability monitoring of AS-
AQ and other forms of ACT should continue in a standardized
manner. Unfortunately pharmacovigilance networks are not
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implemented in most settings where ACT is routinely used.
This therapeutic efficacy study had several limitations. First
this study of drug efficacy have limited follow-up to 28 days, the
minimum recommended by WHO, and thus only the short-term
effectiveness has been assessed [24]. Any additional recurrences
beyond this time frame were not captured (42 days). Secondly
drug levels were not tested and challenge of getting reliable
safety recall information from children our study population. The
results of this study demonstrate that ASAQ remain efficacious
treatments for uncomplicated P. falciparum malaria in Chad.
There is no evidence at this time that a change in regimens is
warranted. However, continued monitoring of drug efficacy,
following WHO recommendations, is needed. In the bulk of the
sub-Saharan African countries, malaria drug policies relay mostly
on the use of the artemisinin combination drugs treatment. To
avoid the pitfall known with chloroquine and to preserve as long
as possible the effectiveness of these ACTs, a better understanding
of the underlying mechanisms associated with resistance or loss
of susceptibility to these combinations is necessary to ensure an
optimal use [14]. Thus, in the present study, the DNA of 58 isolates
of P, falciparum was analyzed to check mutations associated with
resistance to the ACTs. As previously reported and in line with
some previous work implemented within sub-Saharan Africa, no
parasite of the analyzed sample harbored any mutation neither
synonymous nor non-synonymous. This result is in conformity
with the clinical data with no records of any therapeutic failure.
Our result is similar to that reported in Benin and India where
the analysis of Kelch 13-propeller sequences indicated that all
isolates were of wild type [20-22]. All were no synonymous
mutations [25]. The absence of mutation in the gene k13-
propeller in our study could explain the sensitivity of the parasite
to ASAQ. However, the results of our study could not be inferred
to the whole country, even to the Western Mayo-Kebbi region,
since only one Pala site hosted the study. The geographical and
epidemiologic settings within this Western Mayo-Kebbi region
differed from one point to another. Thus, additional studies are
needed in order to increase samples size for robust analysis and
relevant resistant data from Chad.

Conclusion

Artesunate-Amodiaquine (ASAQ) has been shown to be
safe and highly effective in the treatment of uncomplicated
P. falciparum malaria for children in Pala. No evidence of the
emergence of artemisinin resistance in Tchad was found upon
investigation of mutations in the k13 propeller domain. However,
additional clinical and molecular studies need to be performed in
different parts of the country to provide clear and relevant data
related to drug resistance in Chad.
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Sulfadoxine-Pyrimethamine (SP) is the recommended drug for Intermittent Preventive Therapy (IPT) in pregnant
women in Chad since 2005. There are few published reports of mutations in dihydropteroate synthetase (dhps) and
dihydrofolate reductase (dhfr) genes in P.falciparum populations in Chad. This study was assessed to determine
prevalence of dhfr and dhps polymorphisms in P. falciparum isolates collected in Pala west region of Chad. P.
falciparum isolates were collected from children under five years with a confirmed diagnosis of malaria at Pala
hospital in the western region of Chad. The parasite DNA was extracted from the blood sampled on Whatman® filter
paper by the Qiagen DNA Mini Kit method (Qiagen, Valencia.CA) according to the manufacturer's instructions. dhfr
and dhps gene were amplified using nested PCR and subsequently sequenced. A total of 30 isolates were sequenced
and analyzed. The prevalence of the Asn-51-lle, Cys-59-Arg and Ser-108-Asn mutations of the dhfr gene were 23.3 %,
30% and 33.3%, respectively. The mutations Ala-16-Val, lle-16-Leu and Ser-108-Thr were not detected. Ser-436-Ala,
Ala-437-Gly mutations of the dhps gene were found in 23.3% and 16.7%. Lys-540-Glu, Ala-581-Gly, Ala-613-Ser
mutations and Phe-436 codon were not observed. The wild type dhfr and dhps isolates represented 53.3% and 66.7%
of the analyzed sequences. The triple mutant dhfr and double mutant dhps were respectively 3.33% and 6.7%.This
study provide baseline prevalence dhfr and dhps polymorphisms in Chad. Deployment of SP for IPTp should be
encouraged in Chad, and the corresponding resistance markers be regularly monitored.

Key words: Malaria, Sulfadoxine-Pyriméthamine, Pala/Chad.

INTRODUCTION

Malaria remains an important cause of morbidity and mortality worldwide, in particular in sub-Saharan Africa
(WHO, 2016). Children under five years of age and
pregnant women, are more at risk of developing clinical
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IPTp with Sulfadoxine-pyrimethamine (IPTp- SP) in areas
with moderate to high malaria transmission in Africa at
each scheduled antenatal care (ANC) visit, starting as
early as possible in the second trimester until the time of
delivery, with doses given at least 1 month apart, so that
women receive at least three doses of SP during
pregnancy (WHO, 2014). This recommendation has been
adopted and implemented in Chad since 2005.

Important progress in the control of malaria in pregnancy
has been made by vector control with long-lasting
insecticide-treated bednets (LLIN) and the use of
intermittent preventive treatment during pregnancy (IPTp)
in areas with moderate to high malaria transmission.
However, growing resistance to SP threatens the
effectiveness of IPTp-SP (Nnaemeka et al.,, 2012;
Mockehaupt et al., 2008). Accumulation of mutations in
dihydrofolate reductase (dhfr) and dihydropteroate
synthetase (dhps) is strongly associated with sulfadoxine-
pyrimethamine (SP) treatment failure. Mutations in dhfr
confer resistance to pyrimethamine while mutations in
dhps confer resistance to sulphadoxine and other sulpha
drugs. There are variations in SP mutations. The
presence of three mutations in the dhfr gene (codons 51,
59, and 108) and two mutations in the dhps gene (codons
437 and 540), together referred to as the “quintuple
mutation,” has been strongly associated with potential
resistance in sub- Saharan Africa (Bwijo et al.,2003;
Roper et al., 2003).

In Africa, previous studies showed high frequencies of
mutations to confer resistance to SP (Anthony et al.,
2015; Elena et al.,, 2015; Naomi et al., 2015). Data
related to mutations in dihydropteroate synthetase (dhps)
and dihydrofolate reductase (dhfr) genes in P. falciparum
populations in Chad are lacking. The prevalence of
Sulfadoxine—pyrimethamine resistance-associated
mutations in dhfr and dhps gene in parasite populations
in Chad is currently unknown. The present study
investigated the prevalence of relevant dhfr and dhps
gene polymorphisms in parasite isolates from the western
region of Chad in order to fill the gap in SP resistance
surveillance data in Chad. Results from this study will
enable the MPH and malaria control institutions to have a
database SP for the first time.

METHODS
Study area, subjects and sample collection

Samples were collected at regional hospital of Pala from
November to December 2015. Pala is located in the
south of the country in the Mayo-Kebbi West Region (9 °
21'00 "N; 14°58"W 00). Malaria prevalence reaches
43.8% in this region.

In the study site, malaria transmission occurs from July to
December during the raining season. The majority of
malaria cases in the area is caused by P. falciparum,
while Anopheles gambiaes.s. and to a lesser extent
Anopheles funestus are the major vectors. The key
malaria control interventions in the district include the use of
LLNIs, malaria case management with ACTs and IPTp-SP.

Samples collection

Samples were collected from children coming for visit at
the Hospital with signs and symptoms of malaria

microscopically confirmed. Three drops of 50 uL of blood
were collected onto a Whatman® 3 MM filter paper on the
day of visit (DO), after obtaining a written informed
consent from children parents or legal guardians. The
collected blood was dried at room temperature and then
put into a zipped pouch containing silicate desiccant to
keep sample away from moisture. Samples were sent to
Institut Pasteur of Cbte d’lvoire for molecular biology
analyses.

DNA isolation and PCR amplifications

Parasite genomic DNA was isolated from the DBS (dot
blood samples) with Qiagen DNA Mini Kit (Qiagen,
Valencia.CA) according to the manufacturer's
instructions. The procedure included three steps. Briefly,
for the first steporlysis step, a volume of 180ul of ATL
buffer and 20 pL of proteinase K were added to the
sample already put into a 1.5 yL Tube. The tube was
then placed onto a heating block at 56 ° C for one hour at
900 rpm. A volume of 200 uL of AL buffer was added to
the tube which was heated at 70 ° C for 10 min at 900
rpm. During the washing step, 500 uL Buffer AW1 were
added, and centrifuged at 8000 rpm for 1 min. A volume
of 500 pL of Buffer AW2 was then added and centrifuged
at 8000 rpm for 1 min. The tube was centrifuged at high
speed (14.000 rpm) for 3 min. In the last step, a volume
of 20 pL of AE Buffer were added. The tube was
incubated at 15-25 ° C for 1 min and then centrifuged at
high speed (14.000 rpm) for another 1 min in order to
collect the DNA. The extracted DNA was stored at -20 °
C.

For the dhfr gene to be amplified by nested-PCR, an
aliquot of 3 yL of DNA extract was added to a 22 pL
master mix comprising, for the first round, 12 uL of pure
water (Promega), 2.5 pyL of 10 yM primers (M1:5'-
TTTATGATGGAACAAGTCTGC-3' and M7: 3-
CTAGTATATACATCGCTAACA-5), 5 yL of Master Mix
(Solis Biodyne, Letonie). For the second round of
amplification, 2 pL of PCR product was added to a 48 pL
mix, that is 28 L of pure water (Promega), 5 pL of each
primer (10 yM), 10 yL of Master Mix (Solis Biodyne,



Letonie). Here, the primers used were the following M9:
5-CTGGAAAAAATACATCACATTCATATG-3' and M3:
3-TGATGGAACAAGTCTGCGACGTT-5) both of the
PCR rounds were performed according to the following
program: 95°C for 5 min; 35 times the cycle of 95°C for
40 sec, 45°C for 40 sec, 72°C for 1 min. The final
extension was run at 72°C for 10 min. Amplification
solution was conducted likewise for dhps gene, except for
the first round primers (N1: 5'-
GATTCTTTTTCAGATGGAGG-3’ and N2: 3
TTCCTCATGTAATTCATCTGA-5) and for the second
round primers (R2: 5-AACCTAAACGTGCTGTTCAA-3;
R/: 3-'AATTGTGTGATTTGTCCACAA-5’). The first and
second PCR rounds were programed with 95°C (5 min);
35 cycles of 95°C (40 sec), 56°C (40 sec), and 72°C (2
min); and final extension at 72°C (15 min). A 1.5 %
agarose gel was prepared and an electrophoresis was
run to check for a 594 bp fragment length for dhfr gene,
or a 771 bp fragment length corresponding to dhps gene.

Sequencing and alignment

Nested-PCR products were sent to GENEWIZ (United
Kingdom) for Sanger sequencing. Fasta and abl files
were received back and underwent quality control before
alignment with  BioEdit v. 7.0.9.1.against the
corresponding reference sequences of P. falciparum 3D7
(PlasmoDB : PF3D7_0417200 pour dhfr;
PF3D7_0810800 pour dhps).

Ethics

The procedures followed were in accordance with the
ethical standards of Helsinki Declaration. Consent form
was signed by parent or legal guardian of children
included in the study.

Approval was given by the Ministry of Public Health under
ethical clearance N°
2192/PR/PM/MSP/SE/SG/DGAS/DSPELM/DMTNT/PNL
P/15 and by WHO ERC.

RESULTS

Table 1 indicates that, overall, the frequencies of wild
alleles predominate over the frequency of mutant alleles.
These values are two-fold, the frequencies of wild-type
alleles at the dhfr gene 70% (for Cys-59) and 66.7% (for
Ser-108) against Asn-108 (33.3%) and Arg-59 (30%) for
key mutations related to resistance to Pyrimethamine
from P. falciparum. Similarly, for the dhps gene, the
frequencies of the wild-type alleles Ser-436 (76.7%) and
Ala-437 (83.3%) predominated over those of the Ala-436
alleles (23.3 %) and Gly-437 (16. 7 %) (Table 1).
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Seven (7) genotypes were identified, including the wild
type (Ns5;Cs9S108) Of 53.3% (16/30) and the triple mutant
(Is1RseN108) With a frequency of 3.3% (1/30). The results
indicate that the triple mutant genotype is rare. At the
level of the dhps gene, among the 4 genotypes found, the
double dhps mutants (A436G437) Was represented at 6.7%
(2/30) while the wild type genotype (S436A43;) have a
predominant frequency of 66.7%. (Table 2).

In this section, a haplotype is defined as a combination of
genotypes across the two genes. Thus, twelve haplotypic
combinations were described, with the combinations
151359N108 / A435A437 represented at 3.3%, ie. 1
over(Ns;CsoS10s / SazsA437) having a frequency of 33.3%
(i.e. 10/30). Moreover, this latter frequency also
corresponds to the cumulative frequencies of all the
genotypes carrying two mutations (Table 3).

DISCUSSION

The Chadian national malaria policy recommends the use
of the SP in IPTp with the goal of reducing maternal and
infant mortality. In fact, the SP IPTp strategy was
evidenced to protect pregnant women against malaria
with benefits consisting in reduced LBW, abortion,
premature birth, perinatal death, and maternal mortality
(Menendez et al., 2010; WHO-MPA, 2012). The strategy
consists in a free administration of three doses of SP to
any pregnant women in visit for antenatal care during the
second and the third trimester of pregnancy.
Unfortunately, this strategy covers a very low rate, 15.
3% in TPIpl and 13. 6% in IPTp2, and no information for
the IPTp3. This coverage is quite insufficient and irregular
to decide the use SP by medical districts. This result
does not correlate with the objectives of the strategic plan
2006 - 2018 to fight against malaria in Chad which
recommended a cover rate of 80% for SP (Anonymous,
2014). More, SP resistance is reported to continuously
increase and subsequently reduce protection in areas
where SP resistance is high (Gosling et al., 2009; Griffin
et al., 2010; Harrington et al., 2011).

This study conducted in Pala where SP is used for IPTp
demonstrated low prevalence of dhfr and dhps resistance
mutations.

Considering polymorphisms in dhfr gene, codon
serl08asn is likely to play a key role in pyrimethamine
resistance; with mutations at lle-51, Arg-59 and Leu-164
modulating the level of resistance (Plowe et al., 1997;
Tsumori et al, 2011). The present study indicates a
predominance of wild-type alleles Ser-108 (76.7%), Cys-
59 (70%) and Asn-51 (76.7 %). The dhfr triple mutation
lle-51, Arg-59, Asn-108 was shown to be associated with
SP treatment failure, regardless pfdhps genotype. Here,
we report a low level of parasites with the triple mutant
genotype 1s51R59N105(3.33%) compared to the wild type
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Table 1. Frequency of mutant alleles of the pfdhfr and pfdhps genes.

genes Mutations Alleles Frequences (%)
lle 7/30 (23.3)
Asn-51-lle
Asn 23/0 (76.7)
Arg 9/30 (30)
pfdhfr Cys-59-Arg
Cys 21/30 (70)
Asn 10/30 (33.3)
Ser-108-Asn
Ser 20/30 (66.7)
Ala 7/30 (23.3)
Ser-436-Ala
dh Ser 23/30 (76.7)
S
pranp Gly 5/30 (16.7)
Ala-437-Gly
Ala 25/30 (83.3)

Table 2. Prevalence of mutant genotypes of the pfdhfr and pfdhps genes.

Genes Mutations Genotypes Frequence (%)
Sauvage Ns51Cs9S108 16 (53,33)
151C59S108 1(3,33)
Simple mutant
Ns1Cs9N10s 2(7)
dhfr (N=30) 151Cs9N108 2(7)
Double mutant 151R59S108 3(10)
Ns1Rs9N10s 5(17)
Triple mutant I51Rs9N10s 1(3,33)
Sauvage Su3eAs37 20 (66,7)
S436Gaz7 3 (10)
Simple mutant
dhps (N=30) P Ao 5 (16.7)
Double mutant A436Gaar 2(6,7)

Ns5;Cs0S108 (53.3%). This low prevalence of the triple dhfr
indicates that in Pala SP continue to be efficient and
should be kept for IPTp. At first sight, the low prevalence
of the triple dhfr mutation seems surprising since SP was

accessible more than a decade ago in Chad. This may
suggest a low level of SP pressure favored by an access
to ACT treatment. However, studies related to SP
resistance conducted in neighboring Republic of Congo



Table 3. Combination of the pfdhfr and pfdhps genotypes.
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Nomber of mutations Genotype dhfr/dhps N=30 frequence (%)
4 151R59N108/AszsAa37 1 3.3
3 151R59S108/A436G 437 1 3.3
3 Ns1Rs9N108/Sa36G 437 1 3.3
2 151Cs9N108/Sa36Aa37 2 6.7
2 151C59S108/Sa36Gas7 1 3.3
2 151R59S108/SaseA437 2 6.7
2 Ns1RsoN108/Sa36A437 4 13.3
2 N51Cs9S108/A436G 437 1 3.3
1 N51Cs9S108/Sa36Ga37 1 3,3
1 Ns51CsoN108/Sa3sAa37 2 6.7
0 N51Cs9S108/Sa36A437 10 33.3
0 Ns1Cs0S108/Aa36A437 4 13.3

(Nsimba et al., 2005; Ndounga etal., 2007; Koukouikila-
Koussounda et al., 2015; Tsumori et al., 2011) showed
high frequencies of dhfr point mutations at codons 51, 59
and 108 while the mutation at codon 164 was absent.
Analysis of the polymorphisms in dhps also showed low
prevalence of the mutation at codon 437 and 436. The
low frequency of double mutant AG (6.7%) could result
from a low drug pressure to sulfadoxine. No isolate have
the dhps double mutation at position 437 and 540,
commonly associated with sulfadoxine resistance (Plowe
et al., 2004; Kublin et al., 2002). The 437 mutation, which
usually occurs first in the progressive selection of
resistant parasites was observed in 3 isolates (10%).
Such mutation, alone or combined with the K540E, has
been associated with treatment failure with SP (Pearce et
al.,, 2009). Nevertheless, in Pala, the A437G prevalence
was low compared to that found in Nigeria (Oguike et al.,
2016) a bordering country of Chad.

In addition, the wild-type allele of the pfdhps / pfdhfr
combination, i.e genotype Ns5;Cs9S10s/ SazsA437, WaS pre-
dominant in the study population. Quintuple mutations

I51R59N108 / A43G437 Were not observed.

In high-resistance countries, the triple mutant dhfr and
double mutant dhps genotype were observed at high
prevalence, leading to the withdrawal of SP (Elifaged et
al., 2013; Jeremiah et al., 2017; Esmée et al., 2017).

CONCLUSION

This study showed higher prevalence of susceptible
parasites than those harboring mutations in the study
area. However, further studies are needed to strengthen
these data. Thus, the deployment of SP for IPTp should
be encouraged, and the corresponding resistance
markers be regularly monitored.
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ACT: Artemisinin-based Combination Therapy; ACPR:
Adequate Clinical and Parasitological Response; LPF:
Late Parasitological Failure; LCF: Late Clinical Failure;
ETF: Early Therapeutic Failure; LPV: Lost Patient View;
PRS: Patient Removed from Study; MPD: Mean Parasite
Density; DP: Parasite Density; Cl: Confidence Index; Ds:
standard deviation.

REFERENCE

Anonymous, (2014). Plan Stratégique National de lutte
contre le paludisme 2014-2018. PNLP

Anthony K., Mbonye A, Josephine Birungi, B Stephanie K,
Yanow C,D, Sandra Shokoples, Samue C, Malamba, E
Michael Alifrangis, F Pascal Magnussen F (2015).
Prevalence of Plasmodium falciparum Resistance Markers
to Sulfadoxine-Pyrimethamine among Pregnant Women
Receiving Intermittent Preventive Treatment for Malaria in
Uganda. Antimicrobial Agents and Chemotherapy, 59 (9):
5475-5482. DOI: 10.1128/AAC.00507-15

Bwijo B , Kaneko A , Takechi M , Zungu IL , Moriyama Y ,
Lum JK , Tsukahara T , Mita T , Takahashi N, Bergqvist Y
, Bjorkman A , Kobayakawa T (2003) . High prevalence of
quintuple mutant dhps/dhfr genes in Plasmodium
falicaparum infections seven years after introduction of
sulfadoxine and pyrimethamine as first line treatment in
Malawi. Acta Trop 85: 363 — 373.

Elena Artimovich, Kristan Schneider; Terrie E. Taylor, James
G. Kublin, Fraction K. Dzinjalamala, Ananias A. Escalante,
Christopher V. Plowe, Miriam K. Laufer, and Shannon
Takala-Harrison (2015).  Persistence of Sulfadoxine-
Pyrimethamine Resistance Despite Reduction of Drug
Pressure in Malawi. JID, 212: 694-701. DOI:
10.1093/infdis/jiv078.

Elifaged Hailemeskela,, Moges Kassab, Gemechu
Taddesseb, Hussien Mohammedb, Adugna Woyessab,
Geremew Tasewb, MarkosSleshib, Amha Kebedeb,
Beyene Petros (2013). Prevalence of sulfadoxine—
pyrimethamine resistance-associated mutations in dhfr
and dhps genes of Plasmodium falciparum three years
after SP withdrawal in Bahir Dar, Northwest Ethiopia.
ActaTropica 128: 636— 641

Esmée Ruizendaal , Marc C. Tahita, Ronald B. Geskus, Inge
Versteeg, Susana Scott, Umberto d’Alessandro,
Palpouguini Lompo, Karim Derra, Maminata
Traore-Coulibaly, Menno D. de Jong, Henk D. F. H.
Schallig, Halidou Tinto and Petra F. Mens (2017).
Increase in the prevalence of mutations associated with
sulfadoxine—pyrimethamine resistance in Plasmodium
falciparum isolates collected from early to late pregnancy
in Nanoro, Burkina Faso. Malar J;16:179. DOl
10.1186/s12936-017-1831-y

Gosling RD, Gesase S, Mosha JF, Carneiro |, Hashim R,
Lemnge M, Mosha FW, Greenwood B, Chandramohan D
(2009). Protective efficacy and safety of three antimalarial
regimens for intermittent preventive treatment for malaria
in infants: a randomised, double-blind, placebo-controlled
trial. Lancet. 374:1521-1532.

Griffin JT, Cairns M, Ghani AC, Roper C, Schellenberg D,
Carneiro I, Newman RD, Grobusch MP, Greenwood B,
Chandramohan D, Gosling RD (2010). Protective efficacy
of intermittent preventive treatment of malaria in infants
(IPTi) using sulfadoxine-pyrimethamine and parasite
resistance. PLoS One. 5:€12618.

Harrington WE, Mutabingwa TK, Kabyemela E, Fried M,
Duffy PE (2011). Intermittent treatment to prevent
pregnancy malaria does not confer benefit in an area of
widespread drug resistance. Clin Infect Dis, 53:224-230.

Jeremiah M. Ngondi, Deus S. Ishengoma, Stephanie M.
Doctor, Kyaw L. Thwai, Corinna Keeler, Sigsbert Mkude,
Oresto M. Munishi, Ritha A. Willilo, Shabbir Lalji, Naomi
Kaspar, Chonge Kitojo, Lynn A. Paxton, Nicholas J.
Hathaway, Jeffrey A. Bailey, Jonathan J. Juliano, Steven
R. Meshnick and Julie Gutman (2017). Surveillance for
sulfadoxine-pyrimethamine resistant malaria parasites in
the Lake and Southern Zones, Tanzania, using pooling
and next-generation Sequencing. Malar J, 16:236. DOI
10.1186/s12936-017-1886-9

Koukouikila-Koussounda F, Bakoua D, Fesser A, Nkombo
M, Vouvoungui C, Ntoumi F (2015). High prevalence of
sulphadoxine—pyrimethamine  resistance  associated
mutations in Plasmodium falciparum field isolates from
pregnant women in Brazzaville, Republic of Congo. Infect
Genetics Evol.33:32-6

Kublin  JG, Dzinjalamala  FK, Kamwendo DD, Malkin
EM, Cortese JF, Martino LM, Mukadam RA, Rogerson
SJ, Lescano AG, Molyneux ME, Winstanley PA, Chimpeni
P, Taylor TE, Plowe CV(2002): Molecular markers for
failure of sulfadoxine-pyrimethamine and chlorproguanil-

dapsone treatment of Plasmodium falciparum malaria. J


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kublin%20JG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11807721
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Dzinjalamala%20FK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11807721
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kamwendo%20DD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11807721
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Malkin%20EM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11807721
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Malkin%20EM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11807721
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Malkin%20EM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11807721
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cortese%20JF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11807721
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Martino%20LM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11807721
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mukadam%20RA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11807721
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rogerson%20SJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11807721
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rogerson%20SJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11807721
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rogerson%20SJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11807721
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lescano%20AG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11807721
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Molyneux%20ME%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11807721
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Winstanley%20PA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11807721
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Chimpeni%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11807721
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Chimpeni%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11807721
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Chimpeni%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11807721
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Taylor%20TE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11807721
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Plowe%20CV%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11807721

Infect Dis.; 185:380-388. PMID: 11807721

Menendez C, Bardaji A, Sigauque B, Sanz S, Aponte JJ,
Mabunda S, Alonso PL (2010). Malaria prevention with
IPTp during pregnancy reduces neonatal mortality. PLoS
One, 5:€9438.

Mockenhaupt FP., Bedu-Addo G, Eggelte TA, Hommerich L,
Holmberg V, Von Oertzen C, BienzleUlrich (2008). Rapid
increase in the prevalence of sulphadoxinepyrimethamine
resistance among Plasmodium falciparum isolated from
pregnant women in Ghana. J Infect Dis.; 198:1545—
9.doi.org/10.1086/592455

Naomi W, Lucchi B, Sheila Akinyi, Okoth B, Franklin Komino
C, Philip Onyona C, Ira F. Goldman A, DraganLjolje B, Ya
Ping Shi, a John W, Barnwell A, Venkatachalam U,
dhayakumar B, Simon Kariukic (2015). Increasing
Prevalence of a Novel Triple-Mutant Dihydropteroate
Synthase Genotype in Plasmodium falciparum in Western
Kenya. Antimicrobial Agents and Chemotherapy, 59 (7):
3995-4002. DOI: 10.1128/AAC.04961-14

Ndounga M, Tahar R, Basco LK, Casimiro PN, Malonga DA,
Ntoumi F (2007). Therapeutic efficacy of sulfadoxine—
pyrimethamine and the prevalence of molecular markers
of resistance in under 5-year olds in Brazzaville, Congo.
Trop Med Int Health.;12:1164-71

Nnaemeka C Iriemenam, Monica Shah, Wangeci Gatei,
Anna M van Eijk, John Ayisi, Simon Kariuki, Jodi Vanden
Eng, Simon O Owino, Ashima A Lal, Yusuf O Omosun,
Kephas Otieno, Meghna Desai, Feiko O terKuile,
Bernard Nahlen, Julie Moore, Mary J Hamel, Peter Ouma,
Laurence Slutsker, Ya Ping Shi (2012). Temporal trends
of sulphadoxine-pyrimethamine (SP) drug resistance
molecular markers in Plasmodium falciparum parasites in
Western Kenya. Malar J. 11:34.

Nsimba B, Jafari-Guemouri S, Malonga DA, Mouata
AM, Kiori J, Louya F, Yocka D, Malanda M, Durand R, Le
Bras J (2005). Epidemiology of drug-resistant malaria in
Republic of Congo: using molecular evidence for
monitoring antimalarial drug resistance combined with
assessment of antimalarial drug use. Trop Med Int
Health.;10:1030-7

Oguike MC, Falade CO, Shu E, Enato IG, Watila I, Baba
ES, Bruce J, Webster J, Hamade P, Meek S,
Chandramohan D, Sutherland CJ, Warhurst D, Roper C
(2016). Molecular  determinants of  sulfadoxine-
pyrimethamine resistance in Plasmodium falciparum in
Nigeria and the regional emergence of dhps 431V.
International Journal for Parasitology: Drugs and Drug
Resistance 6 :220e229

Pearce RJ, Pota H, Evehe MS, B4 el-H, Mombo-Ngoma
G, Malisa AL, Ord R, Inojosa W, Matondo A, Diallo

277  Afr. J. Parasitol. Res.

DA, Mbacham W,van den Broek IV, Swarthout
TD, Getachew A, Dejene S, Grobusch MP, Njie F, Dunyo
S, Kweku M, Owusu-Agyei S, Chandramohan D, Bonnet
M, Guthmann JP, Clarke S, Barnes KiI, Streat E, Katokele
ST, Uusiku P, Agboghoroma CO, Elegba OY, Cissé B, A-
Elbasit IE, Giha HA, Kachur SP, Lynch C, Rwakimari
JB, Chanda P, Hawela M, Sharp B, Naidoo I, Roper C
(2009). Multiple origins and regional dispersal of resistant
dhps in African Plasmodium falciparum malaria. PL0oS
Med.; 6:€1000055. doi: 10.1371/journal.pmed.1000055
PMID: 19365539

Plowe CV, Cortese JF, Djimde A, Nwanyanwu OC, Watkins
WM, Winstanley PA, Estrada-Franco JG, Mollinedo RE,
Avila JC, Cespedes JL, Carter D, Doumbo OK (1997).
Mutations in Plasmodium falciparum
dihydrofolatereductase and dihydropteroate synthase and
epidemiologic patterns of pyrimethamine-sulfadoxine use
and resistance. J Infect Dis, 176:1590-1596.

Plowe CV, Kublin JG, Dzinjalamala FK, Kamwendo DS,
Mukadam RA, Chimpeni P, Molyneux ME, Taylor TE
(2004). Sustained clinical efficacy of sulfadoxine-
pyrimethamine for uncomplicated falciparum malaria in
Malawi after 10 years as first line treatment: five year
prospective study. BMJ.328:545. PMID: 14757706

Roper C , Pearce R, Bredenkamp B , Gumede J , Drakeley
C , Mosha F , Chandramohan D , Sharp B (2003) .
Antifolate antimalarial resistance in southeast Africa: a
population-based analysis. Lancet 361: 1174 — 1181.

Tsumori Y, Ndounga M, Sunahara T, Hayashida N, Inoue M,
Nakazawa S, Casimiro P, Isozumi R, Uemura H, Tanabe
K, Kaneko O, Culleton R (2011). Plasmodium falciparum:
differential selection of drug resistance alleles in
contiguous urban and peri-urban areas of Brazzaville,
Republic of Congo. PLOSONE.; 6:23430.

WHO (2014). WHO policy brief for the implementation of
intermittent preventive treatment of malaria in pregnancy
using  sulfadoxine-pyrimethamine  (IPTp-SP). 2013
(Revised January 2014). Available:
http://www.who.int/malaria/publications/atoz/iptp-sp-
updated-policy-brief-24jan2014.pdf. Accessed 14 Sept
2014.

WHO (2016). World Malaria Report 2016. (Accessed 4
September, 2017)

http://www.who.int/malaria/publications/world_malaria_report

2016/report/fr/

WHO-MPAC (2012). Malaria Policy Advisory Committee to
the WHO: conclusions and recommendations of
September 2012 meeting. Malar J. 11:424.



javascript:;
javascript:;
javascript:;
javascript:;
javascript:;
javascript:;
javascript:;
javascript:;
https://doi.org/10.1086/592455
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Nsimba%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16185238
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Jafari-Guemouri%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16185238
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Malonga%20DA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16185238
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mouata%20AM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16185238
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mouata%20AM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16185238
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mouata%20AM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16185238
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kiori%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16185238
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Louya%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16185238
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Yocka%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16185238
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Malanda%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16185238
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Durand%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16185238
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Le%20Bras%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16185238
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Le%20Bras%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16185238
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Le%20Bras%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16185238
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Pearce%20RJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19365539
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Pota%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19365539
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Evehe%20MS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19365539
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=B%C3%A2%20el-H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19365539
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mombo-Ngoma%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19365539
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mombo-Ngoma%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19365539
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Malisa%20AL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19365539
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ord%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19365539
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Inojosa%20W%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19365539
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Matondo%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19365539
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Diallo%20DA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19365539
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Diallo%20DA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19365539
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Diallo%20DA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19365539
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mbacham%20W%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19365539
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=van%20den%20Broek%20IV%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19365539
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Swarthout%20TD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19365539
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Swarthout%20TD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19365539
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Swarthout%20TD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19365539
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Getachew%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19365539
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Dejene%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19365539
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Grobusch%20MP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19365539
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Njie%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19365539
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Dunyo%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19365539
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Dunyo%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19365539
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Dunyo%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19365539
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kweku%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19365539
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Owusu-Agyei%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19365539
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Chandramohan%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19365539
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bonnet%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19365539
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bonnet%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19365539
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bonnet%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19365539
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Guthmann%20JP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19365539
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Clarke%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19365539
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Barnes%20KI%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19365539
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Streat%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19365539
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Katokele%20ST%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19365539
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Katokele%20ST%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19365539
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Katokele%20ST%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19365539
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Uusiku%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19365539
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Agboghoroma%20CO%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19365539
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Elegba%20OY%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19365539
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ciss%C3%A9%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19365539
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=A-Elbasit%20IE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19365539
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=A-Elbasit%20IE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19365539
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Giha%20HA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19365539
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kachur%20SP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19365539
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lynch%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19365539
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rwakimari%20JB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19365539
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rwakimari%20JB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19365539
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rwakimari%20JB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19365539
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Chanda%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19365539
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hawela%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19365539
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sharp%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19365539
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Naidoo%20I%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19365539
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Roper%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19365539
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Molyneux%20ME%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14757706
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Taylor%20TE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14757706
http://www.who.int/malaria/publications/atoz/iptp-sp-updated-policy-brief-24jan2014.pdf.%20Accessed%2014%20Sept%202014
http://www.who.int/malaria/publications/atoz/iptp-sp-updated-policy-brief-24jan2014.pdf.%20Accessed%2014%20Sept%202014
http://www.who.int/malaria/publications/atoz/iptp-sp-updated-policy-brief-24jan2014.pdf.%20Accessed%2014%20Sept%202014
http://www.who.int/malaria/publications/world_malaria_report_2016/report/fr/
http://www.who.int/malaria/publications/world_malaria_report_2016/report/fr/

RESUME

Le paludisme demeure I'un des défis les plus importants en sant¢ publique dans le monde. Les
conséquences sont dramatiques aussi bien chez les femmes enceintes que chez les enfants de
moins de 5 ans. Le Ministere de la Santé Publique du Tchad, recommande les combinaisons
thérapeutiques a base d’artémisinine pour la prise en charge du paludisme simple et la
Sulfadoxine-Pyriméthamine en traitement préventif intermittent (TPI) chez la femme enceinte et
en chimioprévention saisonniere chez les enfants. L’objectif principal de ce travail était de
déterminer d’une part DPefficacité thérapeutique de I’association artésunate-amodiaquine
(ASAQ) au cours du paludisme simple a P. falciparum a Pala et d’autre part la prévalence des
margueurs moléculaires de la résistance de P. falciparuim a la Sulfadoxine-Pyriméthamine (SP)
et a lartémisinine. L’étude s’est déroulée de novembre a décembre 2015 chez les enfants agés
de moins de 59 mois. Le protocole OMS de 28 jours a été utilisé. Au total, 58 enfants ont été
inclus dans Tessai clinique parmi lesquels, 51 ont ét¢ suivis jusqu’a J28. Les résultats ont
montré une bonne efficacité ainsi qu’une bonne tolérance de I'ASAQ. Un seul cas d’échec
thérapeutique a J28 a été rapporté. Aprés correction PCR, le taux de RCPA était de 100%.
Concernant les marqueurs moléculaires de la SP, aprés I'analyse des séquences, les résultats ont
montré une prédominance des alleles sauvages pour les trois marqueurs étudiés. Le triple mutant
dhfr et le double mutant dhps étaient portés respectivement par 3,3% et 6,7 % des isolats. Le
quadruple mutant était relativement faible (3,3 %). Le quintuple n’a pas été observé. Au niveau
du géne k13-propeller, aucune mutation (synonyme, non synonyme) n’a été observée.

Mots clé: Malaria falciparum efficacite artésunate-amodiaquine dhfr, dhps k13-propeller

ABSTRACT

Malaria remains one of the most important public health challenges in the world. Consequences
are dramatic in pregnant women as in children under 5 years. Ministry of Public Health of Chad
recommends artemisinin-based combination therapies as first line treatment in uncomplicated
falciparum malaria. Sulfadoxine-Pyrimethamine is the main drug for intermittent preventive
treatment (IPT) in pregnant women and seasonal chemeprophyxis in infants in combination with
amodiquine. The main objective of this work was to evaluate firstly the therapeutic efficacy of
artesunate-amodiaquine (ASAQ)  during uncomplicated malaria P. falciparum in Pala and
secondly to determine the prevalence of molecular markers resistance of P. falciparum to
Sulfadoxine-Pyrimethamine (SP) and artemisinin. The study was conducted from November to
December 2015 in children under 59 months. 28-day WHO protocol was used. A total of 58
children were included in the clinical trial, and 51 among this population completed the study
up to 28 days. Results showed a good efficacy and tolerability of ASAQ in the study population.
Only one case of treatment failure at D28 has been reported. After PCR correction, ACPR was
100%.. Molecular markers of SP, after the sequence analysis, results showed more wild alleles
than mutants. Triple mutant dhfr and the double mutant dhps were observed in respectively,
3.3% and 6.7% isolates. Quadruple mutant was relatively small (3.3%). quintuple mutant was
not reported. K13-propeller gene, no mutations (synonymous, not synonymous) were observed.

Key words: Malaria P. falciparum efficacy artésunate-amodiaquine polymorphism dhfr dhps
k13 propeller




