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RÉSUMÉ 

Les combinaisons thérapeutiques à base d’artémisinine (CTA) sont depuis vingt ans les médicaments 
de référence pour le traitement du paludisme causé par Plasmodium falciparum. Les CTA se 
composent de deux molécules antipaludiques : un dérivé d’artémisinine à action rapide et brève, et 
une molécule partenaire à action plus lente mais prolongée. Leur mise en place globale a contribué à 
la diminution drastique de la mortalité liée au paludisme.  

La mondialisation des CTA a permis à de nombreux pays endémiques de tendre vers l’élimination du 
paludisme. L’accomplissement de cet objectif se heurte cependant à l’émergence de résistances à 
l’artémisinine et aux composés partenaires. Cette problématique est particulièrement présente au 
Cambodge, et s’étend maintenant à une grande partie de l’Asie du Sud-Est. La perte de l’efficacité des 
CTA en Afrique aurait de lourdes conséquences en termes de santé publique, c’est pourquoi des 
stratégies de surveillance des résistances doivent être mises en place pour pallier à ce risque.  

De précédentes études ont permis de mettre en place de nouveaux tests phénotypiques participant à 
la découverte de marqueurs moléculaires de résistance aujourd’hui utilisés pour la surveillance de 
l’efficacité des traitements. La première partie de ce travail a visé à mieux définir, en utilisant ces 
outils, l’épidémiologie de la résistance de Plasmodium falciparum aux CTA en Asie et en Afrique. Nos 
recherches se sont concentrées sur deux pays stratégiques : le Cambodge, pays à faible transmission 
mais qui est l’épicentre de l’émergence des résistances aux composés antipaludiques, et le Cameroun, 
pays à forte transmission d’Afrique centrale, dont la résistance aux CTA n’a pas encore été rapportée. 
Dans une deuxième partie, de nouvelles options thérapeutiques ont été testées cliniquement et/ou 
in vitro sur des parasites multi-résistants isolés au Cambodge. Enfin, une troisième partie a étudié les 
mécanismes de résistance à l’artémisinine additionnels aux polymorphismes du gène Kelch13, en 
associant culture in vitro à long terme et séquençage ARN de cellules individuelles.  

L’ensemble des travaux présentés s’inscrit dans une stratégie de surveillance de la résistance aux 
antipaludiques au Cambodge et au Cameroun. Les études épidémiologiques des résistances décrites 
dans cette thèse permettront de mieux adapter les traitements antipaludiques pour limiter la 
sélection de parasites résistants dans ces deux pays. De nouvelles données concernant les 
mécanismes cellulaires impliqués dans la résistance à l’artémisinine ont aussi été apportées. Parmi les 
nouvelles options thérapeutiques testées, certaines étaient efficaces sur les parasites multi-résistants, 
et pourraient remplacer les traitements de première ligne actuels en cas d’augmentation du nombre 
d’échecs thérapeutiques au Cambodge.  

Mots clés : Plasmodium falciparum, résistance, Combinaisons Thérapeutiques à base d’Artémisinine, 
Cambodge, Cameroun, mécanisme, nouvelles options thérapeutiques.  



 

ABSTRACT 

Artemisinin-based Combination Therapies (ACT) are the standard treatments for uncomplicated 
Plasmodium falciparum malaria. ACTs are composed of two antimalarial molecules: a fast-acting 
artemisinin derivative, and a long-acting partner drug. The global use of this efficient formulation has 
enable to reduce malaria-related mortality by sixty percent over the last 20 years.  

After ACT introduction, many endemic countries moved into the elimination phase of the disease. 
However, parasite eradication is still being undermined by the emergence of parasite resistance to 
artemisinin and partner drugs. Plasmodium falciparum resistance issue is particularly present is 
Cambodia. The global spread of resistance to ACT would be a public health disaster. Therefore, new 
resistance control strategies have to be set up. Those strategies include: i) a performant diagnosis of 
resistance ii) the epidemiologic study of resistance iii) a better understanding of cellular mechanisms 
involved in resistance and finally iv) new therapeutic options discovery.  

Previous studies have designed new phenotypic assays to detect resistance, which helped to discover 
molecular markers that are now used for global drug resistance surveillance. The first part of this work 
aimed, using those tools, to better define the epidemiology of ACT resistance in Asia and Africa 
focusing on two strategic countries: Cambodia, a low-transmission country, which is the epicentre of 
drug resistance emergence, and Cameroon, a high-transmission country where resistance to ACT has 
not yet been reported. The second part focused on testing of new antimalarial compounds, clinically 
and/or in vitro, on multi-resistant parasites collected in Cambodia. Finally, the last part explored the 
mechanism of artemisinin resistance using long term in vitro culture and Single Cell RNA sequencing.  

The presented work is part of the global strategy for reduction of malaria prevalence. Through a better 
understanding of the epidemiology of resistant P. falciparum in Cambodia and Cameroon, this work 
helped to survey and adapt current treatments to avoid selection and spread of drug-resistant 
parasites. Moreover, new interesting data on artemisinin resistance mechanism were also generated. 
Among the new antimalarial compounds tested, some were efficient and could be considered as new 
therapeutic options to replace the current first-line treatment in Cambodia in case of increasing 
treatment failures.  

Keywords: Plasmodium falciparum, resistance, Artemisinin-based Combination Therapies, Cambodia, 
Cameroon, mechanism, new therapeutic options 
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Synthèse bibliographique 
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Le paludisme est une parasitose tropicale associée à une mortalité et une morbidité importante. Cette 

maladie est présente surtout dans les pays du Sud (figure 1). Sa prévalence, estimée à 228 millions de 

cas en 2018, a été associée à près de 405000 décès dont plus de 90% en Afrique subsaharienne (1). 

Les enfants de moins de cinq ans qui n’ont pas encore développé de réponse immunitaire contre le 

parasite ainsi que les femmes enceintes sont tout particulièrement à risque (65% des décès).  

Figure 1 : Incidence du paludisme en 2018 (estimation du nombre de cas pour 1000 habitants). 
(Organisation mondiale de la santé - World Malaria Report 2019) 

L’agent pathogène est un hématozoaire Apicomplexa du genre Plasmodium. Parmi les cinq espèces 

du genre Plasmodium capables d’infecter l’Homme, Plasmodium falciparum est l’espèce la plus 

fréquemment retrouvée, impliquée dans la grande majorité des décès, et la plus associée aux 

problématiques de chimiorésistance.  

Les symptômes causés par P. falciparum sont aspécifiques, se manifestant en général par de la fièvre, 

des céphalées, et des troubles gastro-intestinaux. L’infection peut être simple, ou évoluer en 

paludisme compliqué. L’accès compliqué est souvent fatal chez les patients non immuns, et associé à 

une atteinte cérébrale, une dysfonction respiratoire ou rénale, ou encore une anémie sévère (2). 

Plasmodium est transmis d’un individu à l’autre via un repas sanguin de moustique du genre 

Anopheles. La répartition de P. falciparum et le nombre de piqûres infectantes par jour et par personne 

varie d’une région à l’autre : certaines zones notamment en Afrique subsaharienne sont des zones de 
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très forte transmission, qui concentrent plus de 90% des cas à l’échelle globale, tandis que l’Asie et 

l’Amérique du Sud sont des zones de moyenne à faible transmission (figure 1, (1)). La forte mortalité 

liée au paludisme en Afrique subsaharienne s’explique entre autre par un manque notable d’accès au 

diagnostic, aux traitements et aux stratégies d’élimination vectorielle dans les zones reculées.  

Le poids sanitaire important du paludisme a été un levier pour la mise en place du plan global 

d’élimination déployé ces vingt dernières années dans les pays endémiques. Les principaux axes mis 

en œuvre ont été : 

L’amélioration de la lutte anti-vectorielle grâce à l’utilisation d’insecticides (pulvérisation 

intra-domiciliaire, larvicides) et à la généralisation des moustiquaires imprégnées d’insecticide ;  

 Un renforcement des capacités diagnostiques surtout via l’introduction de tests rapides et la 

formation de microscopistes ; 

 La mise en place de traitements antipaludiques efficaces représentés par la famille des 

Combinaisons Thérapeutiques à base d’Artémisinine (CTA), et le déploiement de stratégies 

préventives (traitement préventif intermittent, et chimio-prévention saisonnière) ;  

Une meilleure accessibilité aux structures de soin.  

Ces initiatives ont permis de réduire l’incidence globale du paludisme de 37% et la mortalité de 60% 

entre 2000 et 2015 (3,4). Dans certaines localités, le paludisme a également pu être éliminé comme 

au Sri Lanka ou encore dans les provinces du Yunnan et du Hainan en Chine (5).  Outre l’accès au soin 

et la lutte anti-vectorielle, la mise en place des CTA a constitué un élément décisif pour cette avancée. 

Néanmoins, l’élimination est encore loin d’être atteinte au niveau mondial. 

La récente émergence de résistances aux CTA de première ligne utilisées en Asie du Sud-Est constitue 

un frein important à l’élimination du paludisme dans cette région. Les CTA demeurent pour l’instant 

efficaces en Afrique, mais l’apparition de résistances aurait des conséquences sanitaires inquiétantes. 

L’étude des résistances aux différents traitements antipaludiques représente donc un enjeu majeur 

pour la lutte contre le paludisme.  
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I. CHIMIOTHÉRAPIE ANTIPALUDIQUE 

 A.  Historique de l’utilisation des principaux antipaludiques et des 
résistances associées  

Au cours du siècle dernier, la recherche de molécules actives contre Plasmodium a été très active 

(figure 2) (6). Dans le contexte actuel de chimiorésistance, cet axe de recherche demeure encore une 

priorité. Pour presque toutes les alternatives thérapeutiques proposées, l’émergence de parasites 

résistants a pu être observée, soulignant la nécessité quasi constante de faire évoluer l’arsenal 

thérapeutique. La majorité des molécules antipaludiques en usage sont dérivées de substances 

naturelles. 

Figure 2 : Chronologie de l’utilisation des principaux composés antipaludiques et émergence des 
résistances 

(Blasco et al. 2017) 
 

1. La quinine  

La quinine (QN) a été isolée en 1820 à partir de l’écorce de quinquina, dont les décoctions étaient déjà 

utilisées depuis plusieurs siècles pour le traitement des fièvres en Amérique du Sud (7). C’est le 

premier antipaludique à avoir été largement utilisé. La QN appartient au groupe des aryl-amino 

alcool ; c’est l’alcaloïde de l’écorce de quinquina le plus actif contre Plasmodium. La quinine purifiée 
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a été utilisée comme traitement antipaludique de référence jusqu’aux années 1940, période durant 

laquelle elle fut remplacée par des molécules plus efficaces comme la chloroquine (CQ) (8). Cette 

molécule a depuis été utilisée comme traitement de deuxième ligne, principalement chez les femmes 

enceintes lors du premier trimestre de grossesse ainsi que pour certains cas de paludisme sévère (9). 

Plusieurs études ont cependant démontré que les CTA au premier mois de grossesse et l’injection 

d’artésunate (AS) pour les cas de paludismes sévères étaient plus efficaces que la QN et causaient 

moins d’effets indésirables (10,11). Le premier cas de résistance à la QN a été rapporté en 1908 (12). 

L’apparition de la résistance à la QN s’est faite lentement. Malgré une diminution de la sensibilité de 

P. falciparum à la QN en Asie et en Amérique du Sud, la molécule semble conserver son efficacité (9). 

2. Les dérivés de la quinine  

Plusieurs aryl-amino alcools dérivés de la QN ont par la suite été synthétisés. Parmi eux, la méfloquine 

et la luméfantrine sont les molécules les plus utilisées.  

La méfloquine (MQ) : elle est issue d’une longue liste de composés antipaludiques développés 

par l’armée américaine (Experimental Therapeutics Division of the Walter Reed Army Institute of 

Research (WRAIR)) à la fin de la guerre du Vietnam, en réponse au lourd bilan de mortalité des soldats 

américains liée au paludisme résistant à la CQ (13). L’usage de la MQ, alors devenue la principale 

prophylaxie des soldats américains et des touristes en zones endémiques, a rapidement été 

controversé au milieu des années 1990 après plusieurs études cliniques reportant des effets 

secondaires cardiologiques et neuropsychiatriques chez l’homme (13). La neuro-toxicité de la MQ a 

par la suite été confirmée grâce au modèle murin (13,14). La MQ est aujourd’hui utilisée comme 

prophylaxie antipaludique du voyageur, et comme drogue partenaire (en raison d’une longue demi-

vie d’environ 3 semaines) en combinaison avec l’AS (AS-MQ) notamment en Asie du Sud-est. Le 

premier cas de résistance à la MQ a été rapporté en 1982 en Thaïlande (15).  

La luméfantrine (LM) : cette molécule a été découverte à la fin des années 1960 pendant le 

projet chinois 523 visant à identifier de nouvelles molécules antipaludiques à partir de remèdes 
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traditionnels chinois. Ce projet a aussi mené à la découverte de l’artémisinine (ART), de la pipéraquine 

(PPQ) et de la pyronaridine (PYR) (16). Ce projet, initié par le gouvernement chinois pendant la 

révolution culturelle, était avant tout un projet militaire visant à trouver un traitement efficace contre 

le paludisme résistant à la CQ qui touchait les soldats nord-vietnamiens pendant la guerre du Vietnam. 

Un seul rapport fait mention de l’utilisation de la LM en monothérapie en Chine (17), et ce n’est qu’à 

partir de l’introduction des CTA que la LM a été utilisée comme drogue partenaire en combinaison 

avec l’artemether (AL). La demi-vie de la LM est de 3 à 5 jours (18). La résistance à la LM n’a pas été 

clairement démontrée, mais une tolérance augmentée à la molécule a été observée chez des souches 

parasitaires africaines présentant un profil de sensibilité à la CQ (19–21). 

3. La chloroquine 

La CQ a été découverte en 1934 par des scientifiques Allemands. Ces recherches sont restées en 

suspens pendant une décennie avant d’être reprises par des chercheurs Américains pendant la 

Deuxième Guerre mondiale. Une alternative à la QN était en effet urgente à cette période, le Japon 

ayant pris le contrôle du principal site de production de quinquina, en Indonésie (22).  

La CQ appartient au groupe des amino-4-quinoléines (23). Grâce à son efficacité à la fois contre P. 

falciparum et P. vivax ainsi qu’à sa faible toxicité, la CQ est rapidement devenue l’antipaludique le plus 

utilisé après la deuxième guerre mondiale. En 1957, les premières études mentionnant l’émergence 

de la résistance à la CQ à la frontière Thaïlande-Cambodge ont été publiées (24). La résistance à la CQ 

s’est par la suite propagée à l’Ouest de l’Asie et à l’Afrique, mais a aussi émergé de façon indépendante 

dans d’autres continents, notamment au Venezuela et en Colombie dans les années 1960, et en 

Papouasie Nouvelle Guinée au milieu des années 1970 (figure 3) (23,25). La diffusion de la résistance 

à la CQ a causé une importante augmentation de la prévalence et de la mortalité liée à P. falciparum 

en Afrique pendant les années 1980.   
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Figure 3 : Propagation mondiale de la résistance à la chloroquine de 1957 à 2006.                   
(Packard et al. 2014) 

 

4. Les dérivés de la chloroquine  

Plusieurs approches ont été utilisées afin de développer des antipaludiques efficaces contre les 

parasites résistants à la CQ. De ces modifications a découlé la synthèse de nombreuses molécules 

dérivées ayant des propriétés et un mode d’action similaires à ceux de la CQ. Parmi elles, on 

retrouve entre autres : 

La pipéraquine (PPQ) : elle a été découverte en Chine et en France indépendamment dans les 

années 1960. La PPQ a dans un premier temps été testée en Chine et en Afrique, puis a été 

massivement utilisée en Chine contre les souches résistantes à la CQ (26). Les premières souches 

résistantes à la PPQ ont été identifiées en Chine en 1989, lors d’essais cliniques conduits dans l’île de 

Hainan (27). La résistance à la PPQ a plus tard été confirmée en Chine par plusieurs autres études 

(28,29). La PPQ est officiellement utilisée comme drogue partenaire en combinaison avec la 

dihydroartémisinine (DHA) depuis 2010 en Asie et en Afrique, sa demi-vie étant d’environ 20 jours.  

L’amodiaquine (AQ) : découverte en 1948 (30), elle est aujourd’hui utilisée principalement en 

Afrique en combinaison avec l’AS (ASAQ). Le métabolite actif de l’AQ, la mono-désethyl-amodiaquine 

(MDAQ), a une demi-vie d’une à trois semaines (31). La résistance à l’AQ a rapidement émergé dans 
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les années 1970. Plusieurs études in vitro et cliniques ont démontré la résistance croisée entre la CQ 

et l’AQ, ayant vraisemblablement accéléré l’émergence de la résistance à l’AQ (32–34). 

5. Les antifolates 

Les antifolates sont des inhibiteurs de la voie de synthèse des folates, impliqués notamment dans la 

composition des acides nucléiques. Les principaux antifolates (le proguanil, la sulfadoxine et la 

pyrimétamine), ont été synthétisés dans les années 1940 (35). Le proguanil et la pyriméthamine 

appartiennent aux antifolates de classe I (inhibiteurs de la dihydrofolate reductase (DHFR)). La 

sulfadoxine appartient à la famille des antifolates de classe II (inhibiteurs de la dihydroptéroate 

synthase (DHPS)). L’inhibition simultanée de ces deux enzymes ayant une action synergique sur le 

parasite, l’utilisation combinée des antifolates de classe I et II a rapidement été adoptée pour le 

traitement du paludisme non compliqué à P. falciparum (35). La combinaison la plus connue est la 

sulfadoxine-pyriméthamine (SP). La SP a été introduite dans les années 1990 en Asie du Sud-Est, en 

Amérique du Sud et en Afrique suite à la multiplication de souches résistantes à la CQ. La résistance à 

la SP a émergé et a diffusé très rapidement dans ces trois régions, en moins de cinq ans après son 

introduction (figure 4) (36). En Afrique, cette combinaison est encore largement utilisée pour le 

traitement préventif des femmes enceintes et des jeunes enfants, en raison de sa sûreté et d’un 

moindre coût de fabrication. Le proguanil est en revanche principalement utilisé en combinaison avec 

l’atovaquone pour le traitement préventif du paludisme, notamment chez les voyageurs. 

6. L’atovaquone 

L’atovaquone (ATQ) appartient à la famille des naphtoquinones, synthétisés pendant la Deuxième 

Guerre mondiale en réponse à l’épuisement du stock de quinine. Cette molécule a fréquemment été 

utilisée en combinaison avec d’autres agents antipaludiques. L’ATQ-proguanil (Malarone), est la 

combinaison de première ligne utilisée pour la chimioprophylaxie du voyageur (37) et reste toujours 

efficace, malgré l’existence de résistances à l’ATQ et au proguanil (38). 
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7. L’artémisinine et ses dérivés  

L’ART a été isolée en 1979 à partir d’une plante, Artemisia annua, utilisée comme remède ancestral 

chinois pour le traitement des fièvres (39). Les propriétés antipaludiques de cette plante ont été 

découvertes par la professeur chinoise TU Youyou et son équipe, lors du projet 523 décrit 

précédemment dans la partie LM (16). L’ART est un sesquiterpène lactone de la famille des 

endopéroxides. Sa composition chimique unique en fait l’antipaludique majeur découvert le siècle 

dernier.  Plusieurs dérivés semi-synthétiques et synthétiques ont par la suite été développés (DHA, 

artéméther (AM), artésunate (AS), ozonides (OZ)) (40). Les dérivés de l’ART sont maintenant 

recommandés comme traitement de première ligne pour le traitement des formes non compliquées 

et sévères du paludisme à l’échelle globale (1,3,4,41), en combinaison avec une drogue partenaire 

pour limiter l’apparition de résistances. La demi-vie de l’artémisinine est d’environ une heure. De ce 

fait, les parasites asexués ne sont exposés que brièvement à des doses résiduelles d’artémisinine dans 

le sang, limitant en théorie la sélection de parasites résistants (42). L’ART présente aussi une activité 

gamétocyticide. En dépit de la courte demi-vie de l’ART, de son effet bloquant sur la transmission, et 

des mesures prises pour éviter d’utiliser la molécule en monothérapie, les premières souches 

résistantes à l’ART ont été identifiées en 2006 à l’Ouest du Cambodge (43). La résistance s’est depuis 

propagée à toute la région du Grand Mékong, mais visiblement pas encore en Afrique (figure 4) 

(44,45). 

Figure 4 : Distribution de la résistance de P. falciparum à la chloroquine, sulfadoxine-
pyriméthamine, et artémisinine en Afrique et en Asie du Sud-Est. 

(Haldar et al. 2018) 
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8. La primaquine 

La primaquine (PQ) a été synthétisée en 1946 aux États-Unis (46). Elle fait partie de la famille des 

amino-8-quinoléines. C’est l’une des seules molécules antipaludiques à pouvoir bloquer la 

transmission des 5 espèces de Plasmodium infectant l’homme, grâce à son activité contre les 

gamétocytes (47). La PQ était principalement utilisée pour traiter les infections à P. vivax et P. ovale 

grâce à son action sur les hypnozoïtes. Son utilisation pour le traitement de P. falciparum était limitée 

en raison des effets secondaires sévères qui y sont associés, notamment chez les personnes 

présentant une déficience en glucose-6-phosphate déshydrogénase (G6PD) dont la fréquence est 

importante chez les populations africaines et asiatiques (48).  L’utilisation de la PQ à faible dose en 

combinaison avec une CTA a récemment été inscrite dans les recommandations de l’OMS pour le 

traitement de P. falciparum en zone de faible transmission, et a prouvé son efficacité et sa sûreté dans 

des régions où la prévalence de la déficience en G6PD est élevée (53–56). La résistance de P. 

falciparum à la PQ n’a jamais été observée.      

  

 B. Les Combinaisons Thérapeutiques à base d’Artémisinine 

L’OMS recommande l’utilisation des CTA pour le traitement des formes non compliquées de 

paludisme à P. falciparum des enfants et des adultes (à l’exception des femmes enceintes pendant le 

premier trimestre de grossesse) (49). Les CTA ont été développées dans le but de limiter l’émergence 

des résistances, favorisée par l’utilisation d’antipaludiques en monothérapie. Leur implémentation au 

début du XXIème siècle a permis de réduire drastiquement la prévalence et la mortalité liée au 

paludisme (3). Les CTA sont composées d’une molécule dérivée de l’ART de courte demi-vie à action 

rapide, associée à une molécule partenaire de longue demi-vie à action plus lente. La durée 

recommandée du traitement est de trois jours. Cinq CTA sont aujourd’hui enregistrés par l’OMS pour 

le traitement du paludisme non compliqué à P. falciparum : 
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L’artéméther-luméfantrine (AL) : cette combinaison est la plus utilisée mondialement, et son 

efficacité a été prouvée dans tous les pays testés. La résistance à l’AL n’a jamais été clairement 

observée, mais les parasites présentant un profil de sensibilité à la CQ (allèles 86N-184F-1246D du 

gène Mdr1) ont été associés aux échecs thérapeutiques de l’AL en Afrique (50,51) ; 

L’artésunate-amodiaquine (ASAQ) : cette combinaison est principalement utilisée en Afrique. 

Certaines études ont rapporté une efficacité de l’ASAQ inférieure à 90%, notamment au Rwanda et 

Myanmar, en lien avec la présence préalable de la résistance à l’AQ dans ces pays (52–54). L’efficacité 

de l’ASAQ en Asie du Sud Est est mal connue et a été étudiée au Cambodge dans la partie travaux de 

recherche ; 

La dihydroartémisinine-pipéraquine (DHA-PPQ) : surtout utilisée en Asie du Sud-Est de 2000 à 

2015, cette combinaison est de plus en plus testée en Afrique (55–58). La résistance à la DHA-PPQ a 

émergé cette dernière décennie au Cambodge (59), et s’est propagée en Asie du Sud-Est (60–65) ; 

L’artésunate-méfloquine (AS-MQ) : cette combinaison est surtout utilisée en Asie du Sud-Est 

et en Amérique du Sud (66). Elle est encore peu utilisée en Afrique malgré une efficacité similaire à 

celle de l’AL (67). La résistance à l’AS-MQ a émergé dans les années 2000 au Cambodge et à la 

frontière Thaïlande-Myanmar (59,68–70) ; 

Artésunate-sulfadoxine-pyriméthamine (ASP) : c’est la CTA la moins utilisée. L’ASP est le 

traitement de première ligne en Inde (1). Cette combinaison est aussi utilisée en Afrique, mais a été 

montrée moins efficace que l’AL (71).  

La résistance aux CTA pose aujourd’hui problème dans la région du Grand Mékong. Le Cambodge est 

l’épicentre de l’émergence des résistances, avec quatre CTA présentant une efficacité thérapeutique 

insuffisante: l’AS-MQ, la DHA-PPQ, l’AL et l’ASAQ (figure 5) (72). Dans le cas de l’AL, les échecs cliniques 

n’ont pas été associés à la résistance à la LM (données non publiées).   
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Figure 5 : Résistance aux CTA (échecs au traitement >10%) dans la région du Grand Mékong. 
(OMS, Artemisinin resistance and artemisinin-based combination therapy efficacy, 2018) 

 

II. RÉSISTANCES AUX COMPOSÉS ANTIPALUDIQUES 

La résistance antimicrobienne est définie par l’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) comme étant 

« la capacité d’un microorganisme (bactéries, virus, et certains parasites) à contrecarrer l’effet d’un 

traitement antimicrobien (antibiotiques, antiviraux, antiparasitaires) dirigé contre lui. Par conséquent, 

les traitements standards deviennent inefficaces, les infections persistent et les microorganismes 

résistants se propagent dans la population » (73).  

En l’absence d’un vaccin efficace, la lutte contre le paludisme est supportée par la chimiothérapie et 

les stratégies anti-vectorielles (74,75). Depuis les années 1950, des résistances aux principales 

molécules antipaludiques ont émergé et se sont propagées. La région du Grand Mékong fait face 

depuis près de vingt ans à l’émergence de résistances aux CTA. L’étude des résistances en terme 

d’évolution, de mécanismes et de nouvelles stratégies thérapeutiques représente donc un enjeu 

majeur pour l’élimination du paludisme, visée par l’OMS pour 2030.  
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 A.  Émergence des résistances 

1. Apparition d’un événement génétique aléatoire au sein du génome  

La résistance de Plasmodium apparait suite à un événement stochastique au sein du génome du 

parasite (mutation ou augmentation du nombre de copies d’un gène) qui est indépendant de 

l’exposition aux molécules antipaludiques (76). Ces événements peuvent se produire à tout moment 

du cycle de vie du parasite où l’ADN est répliqué : au sein du moustique où se produit la méiose, lors 

du développement pré-érythrocytaire dans le foie, ou bien lors du stade sanguin (Figure 6) (77–79). 

Figure 6 : Cycle de vie parasitaire de Plasmodium, précisant le nombre de parasites (encadré en 
vert) et le nombre approximatif de réplications de l’ADN (en noir) à chaque stade. 

(Matthews et al. 2018) 

L’apparition de la résistance peut nécessiter une combinaison de plusieurs événements génétiques. 

La probabilité qu’un événement se produise est augmentée par le grand nombre de divisions 

cellulaires que subit l’ADN du parasite au cours de son cycle (figure 6). Par ailleurs, un événement 

unique aura statistiquement plus de chance d’apparaitre (et d’être sélectionné) qu’une combinaison 

d’événements (76). 
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Figure 7 : Ratio de mutations non synonymes par rapport aux synonymes chez P. falciparum dans 
22 pays. (PNG=Papouasie Nouvelle Guinée) 

(Singh et al. 2016) 

La grande plasticité génétique des parasites originaires d’Asie du Sud-Est a d’abord été attribuée à une 

taux important de mutations non-synonymes, leur conférant une meilleure capacité à développer des 

traits génétiques permettant de résister aux antipaludiques (figure 7) (80,81).  Cependant, il a 

récemment été démontré que les parasites du Cambodge présentaient un taux de mutations dit 

« intermédiaire », touchant principalement des gènes impliqués dans la réparation de l’ADN, en 

opposition avec l’hyper-mutabilité précédemment décrite (82). Quelles qu’en soient les modalités, 

Plasmodium remodèle donc sans cesse son ADN, en quête de survie et de multiplication. Une fois 

apparues au sein du génome, les modifications génétiques peuvent disparaitre ou être maintenues si 

elles confèrent un avantage évolutif.  

2. Sélection des parasites résistants 

La sélection de la résistance dépend surtout du nombre de parasites exposés à une molécule 

antipaludique. Au cours du cycle de Plasmodium, entre 100000 et 300000 mérozoïtes sont libérés 

dans la circulation sanguine, et donc potentiellement exposés aux antipaludiques circulants. Ce grand 

nombre facilite la sélection de parasites résistants, et entraine la contre-sélection des parasites 

sensibles (76).  
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Il a été démontré que l’hyper-parasitémie chez un patient augmente la probabilité de sélectionner des 

parasites résistants (42). Une personne infectée déclarant des symptômes présente la plupart du 

temps une parasitémie élevée, son système immunitaire n’ayant pas été en mesure de contrôler la 

multiplication du parasite.  

Par conséquent, la sélection de parasites résistants dépend du système immunitaire de l’hôte. Dans 

les zones de faible transmission de Plasmodium, les patients présentent plus souvent des infections 

symptomatiques. De ce fait, les patients sont plus régulièrement traités et les parasites, plus en 

contact avec les molécules antipaludiques, deviennent plus rapidement résistants. C’est l’une des 

raisons pour laquelle les résistances aux antipaludiques (CQ, MQ, PPQ, ART…) ont émergé en Asie du 

Sud-Est (83). Dans les zones de forte transmission, la plupart des individus sont partiellement immuns. 

La probabilité de rencontre entre un nombre important de parasites avec un composé antipaludique 

est donc restreinte aux jeunes patients non immuns. Les chances de sélection des parasites résistants 

sont par conséquent réduites.  

L’utilisation de traitements contrefaits, ou le mauvais suivi du traitement conduisent à la persistance 

de doses résiduelles d’antipaludiques dans le sang, favorisant la sélection de parasites résistants (42).  

3. Transmission et propagation des résistances 

La transmission du parasite commence au stade gamétocyte, stade précurseur de la reproduction 

sexuée. La probabilité de transmission des parasites au moustique augmente avec le nombre de 

gamétocytes produits chez l’hôte infecté. Il a été montré que la production de gamétocytes par les 

souches résistantes après traitement était souvent plus importante que celle des souches sensibles 

(84). Cela s’explique par le délai de clairance observé lors d’un échec parasitologique, donnant plus de 

temps aux parasites asexués d’entamer la gamétocytogénèse. La très large et rapide diffusion de la 

résistance à la SP a par exemple été facilitée par un le portage gamétocytaire important des patients 

après traitement avec cette molécule (85). Une meilleure transmission des parasites résistants à la SP 

après traitement a aussi été démontrée dans un modèle murin (86).  
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La résistance peut en revanche présenter un coût biologique et donc un désavantage dans la 

transmission du parasite. Goodman et al. ont démontré une mise en échec de la transmission des 

parasites résistants à l’ATQ dans un modèle murin (87). Les parasites résistants présentaient en effet 

une altération de leur activité mitochondriale, qui empêcherait la reproduction des gamétocytes 

femelles.  

L’implication du vecteur dans la diffusion des résistances est mal connue. Les vecteurs ont une 

capacité de diffusion restreinte du fait d’un périmètre de vol limité à seulement quelques kilomètres 

(88). La propagation de la résistance à grande échelle s’explique par conséquent par les flux 

migratoires humains. Le flux de travailleurs migrants de l’Inde à l’Afrique de l’Est est très 

probablement à l’origine de la diffusion de la résistance à la CQ en Afrique (89,90). De même, la 

récente propagation de la résistance à la DHA-PPQ dans la région du Grand Mékong impliquerait des 

souches de même fond génétique ayant émergé à l’Ouest du Cambodge et qui se seraient propagées 

à l’Est du Cambodge, en Thaïlande et au Vietnam (91,92). L’apparition de résistances peut cependant 

avoir plusieurs origines indépendantes, comme cela a été montré pour la résistance à l’ART en Asie 

du Sud Est (92,93), ou pour l’émergence de résistance à la CQ en Amérique du Sud (89). 

 

 B. Mécanismes de résistance de P. falciparum aux antipaludiques 

  1. Principales cibles des antipaludiques 

Les antipaludiques peuvent cibler le stade hépatique, sanguin ou sexué du parasite (figure 8) (94,95). 

La grande majorité des antipaludiques ayant été développés dans l’optique de réduire les symptômes 

de la maladie, la plupart d’entre eux agissent sur le stade sanguin asexué (figure 8). Par conséquent, 

la majorité des mécanismes de résistance sont mis en place par le parasite au cours de ce stade. Cette 

partie aborde les mécanismes de résistance de P. falciparum au stade sanguin (rings, trophozoïtes et 
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schizontes). Les mécanismes présentés ne sont pas exhaustifs et ont été sélectionnés pour introduire 

les résultats présentés dans la partie 2. La forme sanguine du parasite intègre plusieurs voies 

métaboliques fondamentales qui furent naturellement ciblées au travers du design des 

antipaludiques. 

Figure 8 : Activité des principales molécules antipaludiques sur les différents stades du cycle de vie 
de Plasmodium                                                                                                          

(Haldar et al. 2018) 

 

  a) La synthèse des folates et des pyrimidines dans le cytosol, cible des antifolates 

Le grand nombre de réplications du génome de Plasmodium nécessite une production importante de 

pyrimidines, participant notamment à la formation des acides nucléiques (à noter que la séquence 

nucléotidique de Plasmodium est la plus riche en Adénine-Thymine séquencée à ce jour (environ 80%)) 

(96,97). Le métabolisme des folates permet la synthèse de novo de bases pyrimidiques à partir de 

l’acide para-aminobenzoïque (PABA) (98). Cette synthèse nécessite l’action de trois enzymes : la 

dihydroptéroate synthétase (DHPS), la dihydrofolate synthétase, et la dihydrofolate réductase (DHFR). 

Ces enzymes sont la cible de plusieurs composés antipaludiques, notamment le proguanil, la 
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pyriméthamine et la sulfadoxine. Des mutations dans les gènes codant pour DHPS et DHFR ont été 

identifiées comme étant associées à la résistance de Plasmodium à ces molécules (99).  

b) Le transport des électrons dans la mitochondrie, cible des quinones et de l’ART 

Au stade érythrocytaire, le parasite ne possède qu’une seule mitochondrie (100,101). Elle contient le 

plus petit génome mitochondrial jamais séquencé (6-kb), qui code pour le cytochrome b, la 

cytochrome oxydase I et la cytochrome oxydase III formant la chaîne de transport des électrons (102–

104). En ciblant le cytochrome b, l’atovaquone empêche d’autres cofacteurs de se lier à celui-ci, 

entrainant la chute du potentiel de membrane mitochondrial (figure 9) (105). Cette chute conduit à 

l’inhibition des plusieurs enzymes, dont la dihydroorotate deshydrogénase (DHOD) impliquée dans la 

synthèse des pyrimidines (106,107). Des mutations dans le gène codant pour le cytochrome b sont 

associées à la résistance de Plasmodium à l’ATQ (108). L’action inhibitrice de l’ART sur les fonctions 

mitochondriales a aussi été démontrée (109). 

c) La détoxification de l’hème dans la vacuole digestive, cible de nombreux antipaludiques 

Plasmodium a besoin de l’hémoglobine contenue dans le globule rouge hôte comme source d’acides 

aminés. Cependant, le métabolite ferreux (hème) de l’hémoglobine est toxique pour le parasite qui a 

donc besoin de le dégrader. Le catabolisme enzymatique de l’hème dans la vacuole digestive génère 

un cristal d’hémozoïne non toxique pour le parasite (110). Les amino-4-quinoléines (CQ, PPQ, AMQ…), 

la PYRO, et la QN agissent principalement sur cette voie métabolique en se liant à l’hème, interférant 

ainsi avec sa détoxification (111). C’est aussi grâce au métabolisme de l’hémoglobine que les dérivés 

de l’ART peuvent être activés. La libération d’ions ferreux Fe2+ permettent la scission réductrice du 

pont endopéroxyde de l’ART, conduisant à son activation (112). Une fois active, l’ART génère un stress 

oxydatif et/ou une alkylation de protéines et lipides parasitaires incluant l’hème lui-même (113), 

causant des dommages cellulaires irréversibles. Plusieurs études ont observé une activité optimale de 

l’ART sur les stades trophozoïtes, où le catabolisme de l’hémoglobine atteint son pic (114,115). 
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Witkowski et al. ont cependant observé une activité plus importante de l’ART sur les jeunes rings 

sensibles que sur rings plus âgés (116). 

Figure 9 : Molécules antipaludiques, leurs principales cibles biologiques, et mécanismes de 
résistance associés. 

AQ= amodiaquine, ART= artémisinine, ATQ=atovaquone, CQ= chloroquine, LMF= luméfantrine, 
MFQ= méfloquine, QN= quinine, PND= pyronaridine, PPQ= pipéraquine, PYR= pyriméthamine, SDX= 

sulfadoxine 
(Blasco et al. 2017) 

 

  2. Principaux mécanismes de résistance   

De nombreux mécanismes de résistances aux antipaludiques coexistent au sein des différents 

organites du parasite (figure 9) (6). De façon générale, trois types de mécanismes sont impliqués dans 

la résistance : 

La cible biologique de l’antipaludique peut être modifiée. Certaines mutations dans des 

acteurs clés du métabolisme parasitaire peuvent conférer au parasite la résistance à un ou plusieurs 

antipaludiques. C’est le cas par exemple de la résistance à la SP, acquise par mutations ponctuelles 
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dans les gènes codants pour les enzymes DHFR et DHPS. L’acquisition de résistances par modification 

de la cible apparait en général rapidement (36) ; 

La résistance peut aussi être acquise en limitant la concentration d’antipaludiques dans le 

parasite. Ce mécanisme est principalement engendré par la modification des transporteurs 

permettant l’entrée ou la sortie des molécules antipaludiques dans la vacuole digestive du parasite. 

Par exemple, des mutations dans le gène Pfcrt, codant pour le transporteur PfCRT permettent 

d’inhiber l’accumulation des amino-4-quinoléines comme la CQ et la PPQ dans la vacuole digestive.  

Des polymorphismes dans le gène Mdr1, qui code pour la glycoprotéine PGH1, agissent aussi sur les 

concentrations en CQ et AQ, MQ et LM du parasite dans la vacuole digestive ;  

Enfin, la résistance peut être conférée au parasite via un mécanisme de détoxification ou 

réparation. La modification de protéines parasitaires impliquées dans la gestion du stress oxydatif, ou 

dans la réparation de l’ADN et des protéines mal conformées est notamment impliquée dans la 

résistance à l’ART.   

 
3. Mécanisme de résistance à l’ART 

Le terme « résistance » appliqué à l’ART n’est pas tout à fait exact, puisque qu’il s’agit en fait d’un 

retard de la clairance parasitaire et donc d’une tolérance ou résistance partielle (figure 10) (117).  

Figure 10 : Schématisation du délai de clairance parasitaire entre une souche sensible et une 
souche résistante à l’ART. 

(Ferreira et al. 2013) 
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Les parasites résistants ont une probabilité plus élevée de causer un échec thérapeutique chez le 

patient traité à l’ART. Cependant, la résistance à l’ART ne suffit pas à causer un échec aux CTA. Les 

échecs thérapeutiques des CTA sont associés à une multi-résistance incluant également le composé 

partenaire.  

  
a) Marqueur moléculaire associé à la résistance à l’ART 

Le principal déterminant génétique associé à la résistance à l’ART a été découvert en exposant un 

isolat sensible (F32-TEM) à des doses croissantes de DHA pendant cinq ans. La souche ainsi obtenue 

(F32-ART) présentait une baisse de sensibilité à la DHA (118–120). Le séquençage du génome complet 

des souches F32-TEM et F32-ART a mis en évidence une mutation M476I dans la partie du gène 

Kelch13 (K13, PF3D7_1343700), localisé dans le chromosome 13 du génome de Plasmodium de la 

souche F32-ART. Différents polymorphismes du gène K13 ont ensuite été identifiés au sein d’isolats 

cliniques collectés au Cambodge (120). Ces mutations ont été associées à une élévation significative 

du temps de clairance des parasites chez les patients infectés. L’association des polymorphismes dans 

K13 avec la résistance à l’ART a ensuite été confirmée phénotypiquement sur des isolats (120,121). 

K13 a finalement été validé comme marqueur de résistance à l’ART par édition du génome. L’insertion 

d’une mutation dans K13 d’une souche sensible suffisait à conférer la résistance à l’ART (120–122).  

b) Mécanismes de résistance médiés par le gène K13.  

La résistance à l’ART est principalement médiée par un mécanisme de réparation/gestion du stress 

oxydatif (123,124). La résistance à l’ART n’est pas totale et se limite à certains stades du cycle 

parasitaire. Il a été démontré que le stade érythrocytaire résistant à l’ART est le stade jeune ring (0-3 

heures post-invasion) (125). L’une des premières observations menant à ce constat a été le retard 

engendré par une exposition à l’ART dans la poursuite du développement de très jeunes rings, 

autrement appelé dormance (112,118,125,126). Ce phénomène permettrait de mettre en pause la 

traduction de protéines en réponse au stress oxydatif (127). L’implication de K13 dans la dormance 
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est mal connue, et une récente étude semble même suggérer que le gène ne modulerait pas ce 

mécanisme (128). 

Depuis la découverte de K13 comme marqueur moléculaire, plusieurs études ont tenté d’expliquer le 

rôle du gène dans la résistance à l’ART :  

Gestion du stress oxydatif généré par l’ART  

Le gène K13 présente des homologies structurales avec le gène humain Keap1, régulateur négatif du 

facteur de transcription NRF2 (nuclear erythroid 2-related factor 2) impliqué dans les réponses 

cellulaires au stress oxydatif. L’un des modèles retenus ces dernières années suggère que K13, en 

formant un complexe avec l’ubiquitine E3 ligase, inhiberait un facteur de transcription homologue à 

NRF2 en entrainant sa dégradation continuelle par le protéasome (120,129,130). Certaines mutations 

dans le gène K13 pourraient donc empêcher la liaison entre la protéine K13 et le facteur de 

transcription, augmentant ainsi la réponse au stress oxydatif (figure 1.a), notamment par la régulation 

de la réplication de l’ADN et de la réparation de gènes (131,132).  

Régulation de la dégradation des protéines par le protéasome  

 Un deuxième modèle suggère un rôle de régulateur de l’ubiquitinylation de la phosphatidylinositol-

3-kinase (PfPI3K) pour K13. Il a été démontré que la protéine K13 issue du gène muté se liait moins à 

la PI3K (133). La kinase serait donc moins dégradée par le protéasome lorsque le gène K13 est muté, 

favorisant l’accumulation de PI3P. L’accumulation accrue de PI3P dans les parasites résistants a été 

observée (133), mais son rôle demeure inconnu. La PI3K est un adaptateur impliqué dans plusieurs 

voies de signalisation, conduisant notamment à la réparation des protéines anormales dans le 

réticulum endoplasmique (132). Cette enzyme a aussi été impliquée dans l’import de l’hémoglobine 

dans le parasite au stade ring : l’inhibition de cette enzyme par la wortmannine aurait pour 

conséquence la capture de l’hémoglobine dans des vésicules au sein du cytoplasme parasitaire, 

empêchant son transport dans la vacuole digestive (132–134).  
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Inhibition de l’activation de l’ART lors du métabolisme de l’hémoglobine 

Très récemment, une autre fonction du gène K13 a été proposée. La protéine K13 serait impliquée 

dans l’endocytose de l’hémoglobine par le parasite. L’inactivation de la protéine K13 ou les mutations 

dans le gène K13 associées à la résistance à l’ART conduisaient à une réduction de l’import 

d’hémoglobine dans la vacuole digestive chez les jeunes rings (0-6h). Ce moindre apport 

d’hémoglobine aurait un effet délétère sur la croissance du parasite, mais lui conférerait en 

contrepartie une baisse de la sensibilité à l’ART, en réduisant l’activation de l’ART par les produits de 

dégradation de l’hémoglobine (135,136). Cette hypothèse va à l’encontre de l’implication de la PI3K 

dans l’import de l’hémoglobine (134). L’inhibition de l’ubiquitinylation de la PI3K au sein du parasite 

K13-muté devrait alors conduire à un import plus important de l’hémoglobine dans la vacuole 

digestive, ce qui est incompatible avec le modèle associant K13-muté à une diminution de l’import 

d’hémoglobine.  

Impact de K13 sur la résistance à d’autres molécules antipaludiques 

Les mutations dans K13 pourraient impacter le degré de résistance du parasite à d’autres molécules. 

Il a été montré que l’induction de la résistance à l’ART in vitro induisait aussi un changement de 

susceptibilité à d’autres composés antipaludiques comme l’AQ, la MQ, et la pyriméthamine chez la 

souche F32-ART (119). Cette résistance multiple impliquant la quiescence du parasite, elle pourrait 

néanmoins être un effet « secondaire » non spécifique aux molécules citées ci-avant. 

c) Mécanismes de résistance non médiés par le gène K13 

D’autres protéines ont été identifiées comme étant impliquées dans la résistance à l’ART, notamment 

la ferrédoxine, PfCRT (chloroquine resistance transporter) (93), PGH1 (P-glycoprotein homologue 1) 

(137), les falcipaïnes (138,139), et nombreux autres candidats identifiés par études d’association 

pangénomiques (93,124). Les études du mécanisme de résistance à l’ART ces dernières années s’étant 

principalement concentrées sur le gène K13, peu d’informations sont disponibles concernant le degré 

d’implication de ces autres protéines dans la résistance. La récente observation d’isolats K13-sauvages 
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résistants à la DHA au Cambodge confirme l’implication d’autres acteurs dans la résistance à l’ART 

(140). Le mécanisme de résistance à l’ART non médié par K13 a été étudié plus en détail dans la partie 

« Travaux de recherche ». 

d) Epidémiologie de la résistance à l’ART 

Depuis son émergence à l’Ouest du Cambodge en 2006 (43), la résistance à l’ART s’est propagée en 

Asie du Sud Est (45,61,62). Elle est désormais établie dans tout le Cambodge, en Thaïlande, au 

Vietnam, au Laos et au Myanmar (62). Deux études récentes ont rapporté l’émergence de souches 

résistantes à l’ART en Inde (associée aux mutations K13-G625R et R539T) et en Papouasie Nouvelle 

Guinée (médiée par la mutation K13-C580Y) (141,142). La résistance à l’ART n’a jamais été rapportée 

en Afrique à l’exception d’un cas en Guinée Equatoriale, où un travailleur immigré chinois avait 

contracté une souche mutée K13-M579I, jamais reportée auparavant (143). Plus de 150 

polymorphismes du gène K13 ont pu être identifiés au cours de différentes études à large spectre 

géographique (144,145). Plus de 20 mutations non-synonymes ont été associées à la résistance à 

l’ART. La répartition des principaux polymorphismes de résistance du gène K13 en Asie du Sud Est est 

indiquée dans la figure 11. À la date de publication de cette étude (2015), une dizaine d’allèles du gène 

K13 étaient présents dans la région du Grand Mékong (Cambodge, Vietnam et Laos). La principale 

mutation était la C580Y (144), malgré un plus haut niveau de résistance à la DHA in vitro observé chez 

les souches R539T et I543T par exemple (120,121), alors largement moins prévalentes. La répartition 

de ces polymorphismes a évolué ces dernières années. Une étude récente a montré l’exclusivité de 

l’allèle K13-C580Y au Cambodge, Laos et Thaïlande (62). L’évolution des polymorphismes du gène K13 

ces quatre dernières années au Cambodge a été étudiée dans la partie « travaux de recherche ».  

De nombreux polymorphismes du gène K13 ont aussi émergé de façon indépendante en Afrique 

(93,146). Certaines mutations non-synonymes identifiées en Asie du Sud Est et associées à la 

résistance à l’ART ont été retrouvées en Afrique, sans être associées à la résistance à l’ART (147,148). 

Les parasites collectés en Asie et en Afrique appartiennent à deux groupes phylogénétiques bien 
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distincts, suggérant une émergence locale des polymorphismes observés en Afrique (93). En Amérique 

du Sud, peu de mutations dans le gène K13 ont été identifiées. L’émergence de souches K13-C580Y a 

pu être observée, indépendamment des souches asiatiques, sans association démontrée avec la 

résistance à l’ART (149). 

Figure 11 : Carte des différents polymorphismes du gène K13 associés à la résistance à l’ART en 
Asie du Sud-Est. 

(Ménard et al. 2015) 

 

4. Mécanisme de résistance à la pipéraquine 

La PPQ a été utilisée en monothérapie au Cambodge dans les années 1990, puis en combinaison avec 

la DHA dans les années 2000. Une faible proportion de parasites résistants à la PPQ était déjà présente 

en 2002-2003 au Cambodge (92). À partir de 2008, date d’implémentation de la DHA-PPQ comme 

traitement de première ligne au Cambodge, la résistance à la DHA-PPQ a rapidement émergé et s’est 

propagée dans la région du Grand Mékong (92). 
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a) Marqueurs moléculaires de résistance à la PPQ 

Plasmepsine2 et Plasmepsine3:  

La comparaison des génomes complets de souches sensibles et résistantes à la PPQ isolées au 

Cambodge a permis d’identifier l’amplification des gènes Plasmepsine2 (Pm2) et Plasmepsin3 (Pm3) 

comme marqueurs moléculaires de résistance à la PPQ (150,151). La délétion des gènes Pm2/Pm3 

dans la souche de référence 3D7 entrainaient une diminution de la sensibilité à la PPQ (en 

comparaison avec une souche 3D7 non éditée) (152). Ces gènes codent pour des protéases qui une 

fois activées dans la vacuole digestive du parasite jouent le rôle d’hémoglobinases. L’amplification des 

gènes Pm2/Pm3 permettrait de compenser l’inhibition de la détoxification de l’hème causée par la 

PPQ, en accélérant le catabolisme de l’hémoglobine et de ce fait, en apportant plus d’énergie au 

parasite (150,153). Il a cependant été démontré que la surexpression de Pm2 et Pm3 seule sur un fond 

génétique 3D7 ne suffisait à conférer la résistance à la PPQ, suggérant l’implication d’autres facteurs 

(154).  

Pfcrt :  

Le gène Crt a par la suite été identifié comme second marqueur de résistance à la PPQ. CRT est un 

transporteur situé sur la membrane de la vacuole digestive du parasite (figure 10). Des mutations dans 

ce gène ont été impliquées dans l’efflux de la CQ hors de la vacuole digestive, empêchant ainsi la 

liaison de la CQ à l’hème (155,156). Des souches cambodgiennes présentant les mutations H97Y, 

M343L ou G353V dans CRT sur fond génétiques Dd2 (fond génétique asiatique possédant des 

polymorphismes associés à la résistance à la CQ) avaient un taux de survie à la PPQ plus élevé en 

comparaison avec des souches de fond génétique Dd2 non mutées (60). De plus, l’introduction de la 

mutation C101F dans CRT d’une souche au fond génétique Dd2 induisait la résistance de cette souche 

à la PPQ in vitro (153). Une autre étude a associé la mutation F145I avec un risque cinq fois plus élevé 

de causer un échec à la DHA-PPQ (157). L’implication de Crt dans la résistance à la PPQ a été confirmée 

en introduisant les mutations identifiées dans les précédentes études sur un fond génétique Dd2 

(158). Ces mutations étaient associées à une augmentation de la résistance à la PPQ in vitro des 
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souches éditées. D’autres mutations associées à la résistance à la PPQ ont aussi été identifiées (T93S 

et I218P) (158).  

Les deux marqueurs moléculaires de la résistance à la PPQ Pm2/3 et Pfcrt sembleraient être liés. En 

effet, les souches Crt-mutées présentent une altération de la digestion enzymatique de l’hémoglobine. 

Ceci conduit à une réduction du « fitness » du parasite, ainsi privé d’acides aminés essentiels (159). 

L’amplification de Pm2/Pm3 permettrait de compenser le coût des mutations dans le gène Crt sur le 

« fitness » du parasite, en facilitant la dégradation de l’hémoglobine (158). Cependant, ces deux 

marqueurs ne sont pas strictement associés. Des isolats présentant une amplification des gènes 

Pm2/3 seule peuvent être résistants à la PPQ (150). Inversement, des mutations dans le gène Crt 

peuvent de façon indépendante à Pm2/3 conférer la résistance à la PPQ (158).  

b) Épidémiologie de la résistance à la PPQ 

La résistance à la PPQ a émergé pour la première fois en Chine à la fin des années 1980, mais aucune 

étude n’a fait état de la diffusion de cette résistance jusqu’à l’introduction de la DHA-PPQ au 

Cambodge en 2008 (160,161). Des souches présentant l’allèle K13-C580Y ainsi qu’une amplification 

des gènes Pm2/Pm3 ont été sélectionnées par l’utilisation de la DHA-PPQ. Ces souches ont été 

appelées KEL1/PLA1 (92). Elles ont rapidement diffusé dans la région du Grand Mékong, où elles sont 

aujourd’hui confinées (Cambodge, Thaïlande, Vietnam, Laos) (94,68,69,161).  

Parmi les souches KEL1/PLA1, certains sous-groupes ont acquis des mutations dans le gène Crt, 

associées à la résistance à la PPQ. La prévalence de ces mutations (principalement T93S, H97T, P145I, 

and I218F) a rapidement augmenté à la suite de l’utilisation de la DHA-PPQ comme traitement de 

première ligne ces cinq dernières années au Cambodge, au Vietnam et en Thaïlande (162–164).  

L’amplification des gènes Pm2/3 a aussi été décrite en Afrique. Deux études récentes ont observé une 

proportion élevée d’isolats présentant une amplification de Pm2/3, notamment au Burkina Faso et en 

Ouganda (165,166). La présence de mutations dans le gène Crt associées à la résistance à la PPQ n’a 

pas été observée en Afrique.  
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5. Mécanisme de résistance à la méfloquine  

L’utilisation de la MQ en monothérapie dans la deuxième moitié du XXème siècle a favorisé l’émergence 

de la résistance en Thaïlande.  

a) Marqueur moléculaire de résistance  

Le gène Mdr1 (Multidrug resistance gene 1) a été découvert comme marqueur moléculaire de 

résistance à la MQ en 2004 (167). L’augmentation du nombre de copies du gène était associée aux 

échecs du traitement, ainsi qu’à une réduction de la sensibilité de parasites isolés en Thaïlande à la 

MQ (167). Le gène Mdr1 code pour la glycoprotéine PGH1, une pompe à efflux ATP-dépendante située 

sur la membrane de la vacuole digestive. L’amplification du gène Mdr1 ainsi que certains 

polymorphismes dans ce gène affectent la concentration de plusieurs molécules antipaludiques à 

l’intérieur du parasite, conférant ainsi la résistance (168). Des mutations dans le gène Mdr1 ont été 

identifiées comme étant impliquées dans la résistance aux amino-4-quinoléines (CQ, AQ). Les 

mutations N86Y et D1246Y dans le gène Mdr1 (fréquemment retrouvées en Afrique) ont par 

exemple été associées à la résistance à la CQ, mais aussi à une augmentation de la sensibilité à la MQ, 

à la LM et à l’ART (21,137,169).  

Une opposition entre les résistances à la MQ et à la PPQ a pu être observée (170). Les parasites 

présentant une amplification du gène Mdr1 n’ont en général qu’une seule copie des gènes Pm2/Pm3, 

et vice versa. Les souches résistantes à la PPQ l’étaient rarement simultanément à la MQ in vitro 

(171,172). De plus, l’utilisation de la DHA-PPQ en Asie du Sud Est a entrainé une diminution drastique 

de l’amplification du gène Mdr1 au profit de l’amplification des gènes Pm2/3, allant dans le sens de 

mécanismes de résistance à la PPQ et la MQ opposés.  

Cependant, des parasites « triples mutants » présentant une mutation dans le gène K13, associée à 

l’amplification des gènes Pfmdr1 et Pm2/Pm3 ont été récemment identifiés en haute proportion au 

Cambodge (173). La prévalence et le phénotype de ces parasites multi-résistants ont été étudiés dans 

la partie « travaux de recherche ». 
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b) Épidémiologie de la résistance à la MQ  

La résistance à la MQ a émergé dans les années 1990 à la frontière Thaïlande-Myanmar, six ans après 

son introduction. En 1994, plus de 50% des infections étaient alors recrudescentes après traitement à 

la MQ dans cette région (174). En conséquence, la MQ a été utilisée en combinaison avec l’AS à partir 

de 1994 au Myanmar, en Thaïlande et au Cambodge. La résistance à la MQ est devenue problématique 

au Cambodge après l’augmentation des échecs thérapeutiques de l’AS-MQ à la fin des années 2000, 

associée avec une augmentation des isolats Mdr1-amplifiés (59,68,175). Le remplacement de l’AS-MQ 

par la DHA-PPQ en 2008 a conduit à une quasi-disparition des souches résistantes à la MQ dans cette 

région, caractérisée par la disparition de l’amplification du gène Mdr1, et le retour de la susceptibilité 

à la MQ in vitro (92). L’AS-MQ ayant été réintroduit comme traitement de première ligne au Cambodge 

en 2016, le profil de résistance des parasites à la MQ est susceptible d’évoluer rapidement. Cette 

évolution a été décrite dans la partie « travaux de recherche ».  

Cette combinaison est peu utilisée hors Asie du Sud Est. La résistance à la MQ y est absente, à 

l’exception de quelques cas de résistance à la prophylaxie du voyageur observés en Afrique (176,177). 

L’amplification du gène Mdr1 est rarement observée en Afrique et en Amérique du Sud (178). 

 

 C.  Les méthodes de surveillance de la résistance aux antipaludiques 

La surveillance de l’efficacité des molécules antipaludiques reste l’un des principaux moyens de 

contrôle des résistances. Elle a en effet permis d’adapter les traitements aux différents profils de 

résistance observés dans les zones d’endémie.  Plusieurs outils sont aujourd’hui disponibles pour 

suivre en temps réel la résistance. 

1. Les études cliniques d’efficacité thérapeutique  

Les études cliniques sont conduites dans un environnement contrôlé, pendant une durée fixe, et sous 

supervision médicale (179). Elles permettent d’évaluer l’efficacité clinique et parasitologique d’un 

traitement (réussite du traitement, clairance parasitaire et effets secondaires). Les patients sont 
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soumis à différents critères d’inclusion selon l’étude réalisée (âge, parasitémie, symptômes…). Le 

diagnostic du paludisme est déterminé par tests rapides et par lectures de gouttes épaisses/frottis 

sanguins. La qualité des médicaments utilisés lors de ces études est normalement vérifiée. Après 

administration du traitement, les patients sont suivis à jour 1, 2, 3, 7, 14, 21, 28 et 42 (le suivi à jour 

42 n’est obligatoire que pour les médicaments ayant une demi-vie d’élimination lente). Ce suivi reste 

cependant contraignant pour les patients qui ne peuvent parfois pas se présenter au centre de santé. 

Ces études permettent la collection d’échantillons sanguins. Ces échantillons permettent d’effectuer 

des tests supplémentaires facultatifs, comme le dosage des antipaludiques dans le sang, l’évaluation 

in vitro de la sensibilité des isolats parasitaires à différentes molécules, et aussi l’exploration des 

marqueurs moléculaires de résistance (179).  

2. Les tests d’évaluation de la résistance in vitro et ex vivo 

Il est important de surveiller l’efficacité de différentes molécules antipaludiques sur les isolats 

parasitaires collectés en complément du suivi clinique.  La surveillance in vitro est néanmoins difficile 

à mettre en œuvre en zones d’endémie. La culture de P. falciparum nécessite en effet un 

environnement et matériel rigoureusement stérile, de nombreux réactifs et un personnel qualifié. 

Mais une fois en place, ces dispositifs peuvent aider à apporter des informations cruciales sur la 

sensibilité des isolats et leurs mécanismes de résistance. Plusieurs tests d’évaluation phénotypique de 

la sensibilité parasitaire ont été mis au point ces dernières années. Ces tests visent en général à 

déterminer la CI50 d’une molécule (concentration d’antipaludique nécessaire pour obtenir 50% 

d’inhibition parasitaire). Les méthodes de détermination de la CI50 reposent le plus souvent sur 

l’incorporation d’un agent isotopique (hypoxanthine tritiée) ou fluorescent (SYBR Green ou autres 

fluorophores) dans le parasite afin de mesurer sa multiplication et sa viabilité. Des tests de dosage 

protéiques peuvent aussi être utilisés (dosage des protéines histidine-rich protein 2 (HRP2) ou lactate 

déshydrogénase (LDH)). Cependant ces méthodes conventionnelles d’évaluation de la sensibilité ne 

conviennent pas pour toutes les molécules antipaludiques. Il a en effet été montré que la CI50 n’était 
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dans certains cas pas un bon indicateur de la résistance, notamment pour l’ART et la PPQ (60,116). 

Ces dernières années, des tests d’évaluation microscopique du taux de survie parasitaire ont été 

développés afin de mieux mimer les temps et doses d’exposition aux antipaludiques observés in vivo. 

Le plus utilisé est le RSA (ring stage survival assay), développé par Witkowski et al. en 2013 (figure 12) 

(116). 

Figure 12 : Protocole du RSA in vitro et ex vivo                                                                              
(Witkowski et al. 2013) 

 

Ce test peut aussi bien être réalisé ex vivo directement à partir du sang de patient, qu’in vitro sur des 

parasites synchronisés entre 0 et 3 heures post-invasion (RSA0-3H). Un haut pourcentage de survie en 

RSA0-3h a été associé à un retard de la clairance des parasites cambodgiens après traitement à la DHA 

(116,120,180). Des RSA alternatifs ont depuis été développés par plusieurs équipes, en utilisant de 

nouvelles techniques de détection ou bien en adaptant le temps d’exposition à l’ART (181–183). Sur 

le même principe, le PSA (piperaquine survival assay) a été développé par la même équipe en 2015 

pour évaluer la sensibilité à la PPQ. Le protocole est identique à celui du RSA, aux seules différences 

de la dose (200 nM) et du temps d’exposition (48 heures) (60).  

3. Les outils moléculaires de surveillance de la résistance 

L’évaluation de la sensibilité in vitro, associée aux techniques de séquençage et d’édition du génome, 

ont permis de découvrir plusieurs marqueurs moléculaires associés à la résistance aux molécules 

antipaludiques. Le RSA a notamment permis de découvrir le marqueur de résistance à l’ART K13, en 

comparant les génomes complets de souches ayant un RSA élevé à celles ayant un RSA bas. Le 
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séquençage du génome entier a grandement facilité la découverte de nouveaux marqueurs 

moléculaires. Les techniques d’édition du génome, notamment par des nucléases (en doigts de Zinc 

ou Crispr Cas9) permettent de valider ces marqueurs moléculaires, en observant l’effet de leur 

délétion ou de leur introduction sur la sensibilité parasitaire aux antipaludiques. De nombreux 

marqueurs moléculaires de résistance ont été découverts cette dernière décennie, et sont listés dans 

le tableau 1 (184). 

Les outils moléculaires permettent aussi de déterminer si les échecs thérapeutiques observés lors des 

études d’efficacité clinique sont causés par une réinfection du patient par autre clone parasitaire au 

cours du traitement, ou par une recrudescence du parasite initial. Pour cela, différentes techniques 

de génotypage peuvent être utilisées. La plus utilisée consiste à comparer les profils génétiques de 

trois gènes hautement polymorphiques du parasite : merozoite surface protein 1 (msp1), merozoite 

surface protein 2 (msp2), and glutamate rich protein (glurp). Un profil identique confirmera la 

recrudescence parasitaire. De nouvelles techniques plus précises de génotypage comme les 

marqueurs microsatellites et l’électrophorèse capillaire sont aussi disponibles (185–187).  

 
Tableau 1 : Principaux marqueurs moléculaires associés à la résistance aux antipaludiques 

(Adapté de Cowell et al. 2019) 
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III. Epidémiologie du paludisme et des résistances : exemples du 
Cambodge et du Cameroun 

Le travail effectué durant cette thèse a porté sur deux pays présentant des caractéristiques 

épidémiologiques de transmission et de résistance du paludisme bien différentes : le Cambodge, pays 

à faible transmission mais qui est l’épicentre de la résistance aux traitements, et le Cameroun, où la 

transmission est beaucoup plus forte mais la résistance aux CTA n’a pas encore émergé malgré la 

pression de sélection médicamenteuse.  

 

 A.  Epidémiologie du paludisme  

  1. Au Cambodge 

Situé au cœur de la région du Grand Mékong, le Cambodge est un pays au climat tropical d’environ 15 

millions d’habitants. La transmission de P. falciparum y est faible, et principalement concentrée dans 

les zones rurales, notamment les forêts et villages environnants (188,189). La prévalence du paludisme 

est plus importante au Nord-Est du Cambodge, avec un maximum de 50 cas détectés pour 1000 

habitants dans certaines zones en 2017 (figure 13) (41).  

Figure 13 : Incidence de P. falciparum au Cambodge en 2017 (nombre de cas pour 1000 habitants) 

(OMS, World Malaria Report 2018)  
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L’Ouest cambodgien est moins touché, à l’exception de la province de Pursat. Les régions de plus forte 

prévalence concentrent les forêts, qui disparaissent à grande vitesse dans le pays à cause du 

commerce du bois (190). Le pic de transmission du paludisme au Cambodge survient au moment de 

la saison des pluies, de juillet à novembre, et principalement la nuit du fait de l’activité nocturne des 

anophèles. Les principales espèces d’anophèles vectrices du paludisme à P. falciparum et P. vivax au 

Cambodge sont Anopheles minimus et An. dirus (188). Entre 2012 et 2016, la prévalence du paludisme 

a drastiquement diminué au Cambodge. Cependant, depuis 2016, en raison de plusieurs facteurs 

incluant la résistance aux CTA de première ligne utilisés depuis 2012, le Cambodge fait face à une 

hausse de la prévalence du paludisme (figure 14) (1). 

Figure 14 : Estimation moyenne du nombre de cas et de décès liés au paludisme de 2010 à 2018 au 
Cambodge, P. falciparum et P. vivax confondus.                                                                            

(Adapté de OMS, World Malaria Report 2019) 

L’augmentation a heureusement été rapidement contrôlée et pour la première fois en 2018, aucun 

décès lié au paludisme n’a été rapporté au Cambodge (cette information est en désaccord avec les 

données de l’OMS, souvent surestimées par rapport aux données nationales) (191) ; le pays qui était 

jusqu’à présent en phase de contrôle de l’épidémie, devrait passer en phase d’élimination d’ici 2025 
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(4). Les progrès réalisés ont été possibles grâce à la mise en place d’une politique de traitement et de 

suivi efficace des patients (utilisation des CTA depuis 2000), à un meilleur diagnostic (tests de 

diagnostic rapide et détection par microscopie) et à l’amélioration des stratégies d’élimination 

vectorielle (distribution de moustiquaires imprégnées aux habitants, meilleure information, sprays 

insecticides). La déforestation du Cambodge a aussi joué un rôle conséquent dans la baisse de 

prévalence du paludisme ces dernières années (188). 

L’éradication complète du paludisme au Cambodge reste encore un objectif difficile à atteindre malgré 

la faible prévalence observée dans le pays. Le Cambodge a en effet la particularité d’être l’épicentre 

de l’émergence de toutes les résistances aux antipaludiques observées au cours du siècle dernier. La 

plupart des parasites sont même devenus multi-résistants aux CTA de première ligne utilisés ces 20 

dernières années. Le second obstacle à l’élimination de Plasmodium au Cambodge est le réservoir 

difficilement détectable que représentent les infections asymptomatiques. P. falciparum et P. vivax 

continuent à se transmettre principalement chez les hommes âgés de 15 à 49 ans travaillant dans les 

forêts, parfois sans que ceux-ci ne présentent le moindre symptôme (188,189). Cette population ayant 

régulièrement été exposée au parasite, elle a pu développer une immunité partielle contre lui. 

Cependant, le nombre moyen de piqûres infectantes par an au Cambodge est faible (moins d’une 

piqûre par semaine dans les zones de forte prévalence) en comparaison par exemple de pays à forte 

transmission africains où le nombre de piqûres infectantes peut dépasser 300 par année (192,193). 

De ce fait, les patients cambodgiens sont en général moins exposés au parasite et ont un risque plus 

important que les patients africains de développer une infection symptomatique. Au Cambodge seuls 

3,7% des patients infectés par Plasmodium sont des enfants de moins de cinq ans, en opposition à la 

situation africaine où cette catégorie d’âge est majoritairement touchée, car moins immune (194). 

Des politiques de traitements de masse ont été entreprises au Cambodge afin de limiter le réservoir 

de parasites chez les patients asymptomatiques et ont montré leur efficacité en terme de réduction 

de la prévalence (195–197). Au Cambodge, la prévalence de P. vivax tend maintenant à égaler celle 

de P. falciparum. En 2017, 58% des cas de paludisme étaient causés par P. falciparum, contre 42% par 
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P. vivax (1). La capacité de P. vivax à entrer en dormance dans le foie sous la forme d’hypnozoïtes en 

fait un parasite moins facilement détectable par les méthodes classiques de diagnostic utilisées sur le 

terrain.  

2. Au Cameroun 

Le Cameroun est un pays au climat tropical d’environ 25 millions d’habitants situé en Afrique centrale. 

La situation du paludisme au Cameroun est à plusieurs niveaux différente de celle du Cambodge. La 

transmission de P. falciparum y est très élevée, notamment au Sud-Est du pays qui concentre les forêts 

(figure 15.A) (198,199). La prévalence du parasite chez l’Homme est supérieure à 80%, et l’incidence 

du paludisme supérieure à 100 cas pour 1000 habitants dans la quasi-totalité du pays (figure 15.B) 

(1,41,198).  

 
Figure 15 : A. Carte du Cameroun indiquant les différents climats par région  

(Antonio-Nkondjio et al. 2019) 
B. Incidence et prévalence de P. falciparum au Cameroun en 2017.  

(OMS, World Malaria Report 2018) 



 

36 
 

Le nombre de cas en 2019 a été estimé à 7,3 millions, et le nombre de décès à plus de 10000. La grande 

majorité des cas est attribuée à P. falciparum (200). L’incidence du paludisme au Cameroun a 

augmenté ces dernières années (figure 16) (1). La raison de cette augmentation n’est pas claire et est 

probablement le résultat de multiples facteurs, notamment un meilleur recueil des données cliniques 

ces dernières années.  

Les principaux moyens de lutte contre P. falciparum au Cameroun sont les CTA et l’utilisation 

d’insecticides, en combinaison avec les moustiquaires imprégnées d’insecticides. Cependant les 

anophèles sont rapidement devenus résistants à toutes les molécules insecticides disponibles au 

Cameroun. C’est pourquoi le pays tente maintenant d’ajouter la suppression des gîtes larvaires à son 

panel d’intervention (198,199). Depuis l’introduction des CTA en 2004 au Cameroun, la résistance n’a 

pas été observée mais la possible propagation de la résistance à l’artémisinine (ART) en Afrique suscite 

l’inquiétude et nécessite une surveillance accrue.   

Figure 16 : Evolution du nombre moyen de cas et décès liés à P. falciparum de 2010 à 2018 au 
Cameroun 

(OMS, World Malaria Report 2019) 
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Le Cameroun possède une très grande diversité d’anophèles avec plus de 50 espèces répertoriées. Les 

principales espèces vectrices sont An. gambiae (s.s.), An. coluzzii, An. arabiensis, An. funestus, An. 

nili and An. moucheti (201). Le taux d’inoculation entomologique est important même dans les zones 

urbaines (jusqu`à 92 piqûres infectantes par homme par année à Yaoundé) (202). Le taux d’inoculation 

entomologique peut même atteindre 100 piqûres infectantes par mois dans la forêt équatoriale 

camerounaise (199). Ainsi, la plupart des individus adultes présentent une immunité partielle dirigée 

contre le parasite, permettant d’éviter le développement de formes sévères. Les enfants de moins de 

cinq ans qui n’ont pas encore développé d’immunité partielle contre Plasmodium sont beaucoup plus 

à risque. La prévalence de P. falciparum chez les enfants de 2 à 9 ans peut atteindre 40% des cas de 

paludisme au Cameroun lors de la saison des pluies (199).  

                                

 B.  Bilan récent de la résistance aux CTA  

  1. Au Cambodge  

Le traitement de première ligne utilisé depuis 2016 au Cambodge est l’AS-MQ, associé à une faible 

dose unique de PQ. L’AS-PYR (Pyramax®) associé à une faible dose unique de PQ est aussi en cours 

d’essai clinique depuis 2017. L’utilisation de la DHA-PPQ de 2012 à 2016 avait conduit à la sélection et 

à la multiplication de souches résistantes à la fois à l’ART et à la PPQ. Ces résistances ont conduit à 

près de 50% d’échecs cliniques à la DHA-PPQ dans certaines régions du Cambodge, poussant les 

autorités de santé à changer de traitement (61,64). Plus de la moitié des souches de P. falciparum 

cambodgiennes présentaient en effet la mutation C580Y dans le gène K13, associée à la résistance à 

l’ART, ainsi que l’amplification des gènes Pm2/Pm3, associés à la résistance à la PPQ (KEL1/PLA1). La 

prévalence des mutations dans le gène Crt, aussi impliquées dans la résistance à la PPQ, ont 

rapidement augmenté de 2013 à 2018 (91,158,162,163).  

La pression de sélection exercée par la drogue partenaire semble essentielle dans la sélection des 

clones multi-résistants (172,203). L’étude de Parobek et collaborateurs a démontré que les souches 
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cambodgiennes résistantes à l’AS-MQ provenaient d’un cluster phylogénétique bien distinct de celui 

des souches résistantes à la DHA-PPQ (172). Aussi, la mutation R539T de K13 était exclusivement 

associée au cluster génétique concentrant une majorité de souches résistantes à la MQ, mais pas à la 

PPQ in vitro. Ceci explique que la prévalence de certains mutants K13, présents au Cambodge pendant 

l’utilisation de l’AS-MQ (2000-2012) a nettement diminué au cours des années d’utilisation de la DHA-

PPQ au profit de la mutation C580Y.  

La PQ faiblement dosée a été ajoutée à toutes les CTA testées depuis 2017 au Cambodge. La sûreté 

de ces combinaisons sur les populations G6PD-déficientes a été prouvée. L’action gamétocyticide de 

la PQ a pour but de ralentir la transmission des parasites. La question de la résistance à l’AS-MQ + PQ 

et à l’AS-PYR + MQ depuis 2016 sera abordée dans la partie « travaux de recherche ».  

Pourquoi le Cambodge est-t-il l’épicentre de l’émergence de la multi-résistance aux antipaludiques ? 

Une première réponse peut être apportée par la forte exposition des parasites à différentes 

monothérapies au cours du siècle dernier, puis aux CTA, en raison de l’importante proportion 

d’infections symptomatiques à P. falciparum au Cambodge. De plus, au Cambodge la plupart des 

infections sont monoclonales : les parasites ne sont donc pas soumis à une compétition entre clones. 

Le coût de la résistance sur le fitness du parasite est donc moins important. Aussi, la faible immunité 

acquise des patients cambodgiens élimine probablement plus difficilement les parasites résistants, 

conférant à ceux-ci un avantage évolutif. Certaines hémoglobinopathies (HbAE, HbEE) ainsi que la 

déficience pour l’enzyme G6PD ont une forte prévalence au Cambodge et pourraient aussi avoir un 

rôle dans l’apparition des résistances (204–207). Ces perturbations altèrent en effet l’équilibre 

d’oxydoréduction des globules rouges, protégeant ainsi contre les formes sévères du paludisme. Elles 

pourraient avoir un impact sur l’action de certaines molécules, notamment l’ART qui provoque un 

stress oxydatif. Enfin, l’hypothèse d’un taux plus important de mutations non-synonymes dans l’ADN 

des parasites cambodgiens pourrait faciliter l’émergence de résistance. L’effet d’un suivi incomplet 

des traitements par les patients et la distribution de médicaments contrefaits sur la sélection de 
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résistances au Cambodge doit être moindre puisque ce problème est aussi présent en Afrique, où la 

résistance aux CTA n’a pas émergé.  

2. Au Cameroun 

Le Cameroun utilise officiellement deux traitements de première ligne différents depuis 2004 et 2006 

respectivement : l’ASAQ et l’AL (1). Ces deux combinaisons sont toujours efficaces, malgré une légère 

réduction de leur efficacité de 97% en 2006 à 90% en 2016 (199). Cependant, la DHA-PPQ est aussi 

largement utilisée depuis 2012. L’AS-MQ est aussi distribué en moindre proportion.  

La résistance aux CTA n’est pas un problème au Cameroun. Plusieurs études de surveillance des 

marqueurs moléculaires connus pour être associés à la résistance aux principales molécules 

antipaludiques ont été réalisées ces dernières années. Ces mutations et les antipaludiques dont elles 

affectent le niveau de résistance ont été listées dans le tableau 2 (198).  La plupart des 

polymorphismes répertoriés au Cameroun ces vingt dernières années ont été identifiés dans les gènes 

Pfcrt (associés la tolérance à la CQ, AQ et LM), Mdr1 (associés à la tolérance à l’AQ, CQ, MQ et LM), et 

Dhfr/Dhps (associés à la tolérance à la SP). Ces dernières années, les polymorphismes associés à la 

sensibilité à la CQ semblaient ré-émerger en raison des nouvelles politiques de traitement adoptées 

au Cameroun depuis 2004 (208,209). Les marqueurs de résistance à la SP semblent quant à eux 

persister, cette combinaison étant toujours utilisée pour le traitement préventif intermittent des 

femmes enceintes (210).   

Tableau 2 : Prévalence des principales mutations associées à la résistance aux molécules 
antipaludiques ces dernières années au Cameroun. 

(Antonio-Nkondjio et al. 2019) 
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La possible émergence de la résistance à l’ART en Afrique suscite aujourd’hui l’inquiétude et nécessite 

une surveillance accrue. De nombreux travailleurs venus d’Asie du Sud-Est ont immigré en Afrique ces 

dernières années et pourraient propager la résistance à l’ART (143). Il a récemment été montré que 

les isolats cliniques asiatiques résistants à l’ART pouvaient aussi bien être transmis par les espèces 

d’anophèles vectrices africaines que par les espèces vectrices asiatiques (211). Cependant, plusieurs 

polymorphismes ont été identifiés dans le gène K13 sans jamais être associés à une baisse de la 

sensibilité à l’ART in vitro par RSA (144,147,212).  La résistance à l’ART en Afrique pourrait néanmoins 

émerger à travers d’autres gènes de résistance encore inconnus (213). 

L’efficacité des CTA au Cameroun peut s’expliquer par la forte proportion de patients présentant une 

immunité partielle contre le parasite, et qui par conséquent éliminent mieux les parasites résistants. 

La poly-clonalité des souches camerounaises pourrait aussi ralentir la sélection de parasites résistants. 

Le grand nombre de CTA circulant au Cameroun permet aussi aux parasites d’être exposés à une 

grande variété de molécules antipaludiques, ralentissant ainsi le développement des résistances. Le 

nombre de cas de paludisme et la mortalité engendrée restent cependant très élevés au Cameroun et 

ont même augmenté depuis 2016. Plusieurs facteurs comme le nombre important de médicaments 

contrefaits circulant dans le pays, la résistance des anophèles aux insecticides, et l’accès restreint 

aux stratégies anti-vectorielles et aux traitements dans certaines régions reculées ou en conflit 

politique, peuvent expliquer ces chiffres.  

La PQ faiblement dosée n’a pas été ajoutée aux CTA de première ligne utilisées au Cameroun. La 

question de l’utilisation de la PQ se pose en effet dans les zones de forte transmission, compte tenu 

de la grande proportion d’infections asymptomatiques qui ne sont pas traitées.  
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IV. NOUVELLES OPTIONS THÉRAPEUTIQUES 

Tous les composés antipaludiques utilisés dans les CTA de première ligne ont été synthétisés au cours 

du XXème siècle. P. falciparum a développé des résistances à la plupart de ces molécules. Il est donc 

important de trouver de nouveaux composés capables de remplacer les traitements de première ligne 

actuels dans le cas où ils viendraient à perdre en efficacité. Le Cambodge, zone de multi-résistance, 

nécessite une surveillance particulière et un renouvellement fréquent des molécules antipaludiques. 

Le développement de plateformes de tests à haut débit ces dernières années a permis la découverte 

de nombreuses molécules prometteuses, principalement coordonnée par Medecine for Malaria 

Ventures (MMV). Le développement de ces molécules, de leur synthèse à leur disponibilité sur le 

marché pharmaceutique, dure plus de 10 ans. La sûreté des molécules pour les patients et leur 

efficacité sur Plasmodium doivent au préalable être prouvées au cours de différentes études cliniques 

(figure 17).   

A. Molécules à action rapide : les remplaçants de l’artémisinine  

Une attention particulière a été apportée au développement de molécules capables de remplacer 

l’ART. Certaines de ces molécules, les ozonides, présentent un mécanisme d’action similaire à celui de 

l’ART, mais avec une demi-vie beaucoup plus longue (23 heures pour OZ439) (214). L’OZ439 est 

actuellement testé cliniquement en Afrique et en Asie du Sud-Est (215,216). Lors de ces études, 

l’OZ439 a été administré en dose unique (contrairement à l’ART qui est délivrée en trois doses), 

facilitant ainsi la prise du traitement par les patients.  La mutation C580Y dans le gène K13 ne causait 

pas de résistance croisée entre l’OZ439 et l’ART (217,218), tandis que la mutation R539T conférait un 

résistance croisée partielle (217–220). En revanche, une forte résistance croisée entre l’ozonide OZ277 

et la DHA a été observée. L’utilisation de l’OZ277 en combinaison avec la PPQ a été validée pour usage 

clinique en Inde. Étant donné la présence de souches présentant un délai de clairance après 

traitement à l’ART associées à des mutations dans K13 en Inde, une attention particulière devrait être 

apportée à la surveillance de ce traitement (141). 
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D’autres molécules visant à remplacer l’ART présentent un tout nouveau mécanisme d’action.  KAE609 

est l’une des plus avancées, et présente la durée de clairance parasitaire la plus courte jamais observée 

(221). Elle bloque aussi la transmission des formes sanguines au moustique, et ne semble pas induire 

de dormance parasitaire contrairement à l’ART (222). KAF156 présente aussi un nouveau mécanisme 

d’action et serait active sur tous les stades de P. falciparum. Cependant, les résistances à KAE609 (82) 

et KAF156 (223,224) ont pu être induites in vitro et des mutations impliquées dans ces résistances ont 

déjà été identifiées. Ces deux molécules sont testées cliniquement en dose unique.  

B. Molécules à action prolongée  

Deux des nouvelles molécules partenaires en cours d’essai clinique ont été testées au Cambodge. Les 

résultats sont présentés dans la partie « travaux de recherche » de cette thèse : 

La pyronaridine (PYR):  

Cette molécule a été développée en 1970 en Chine et y a été utilisée en monothérapie pendant 

environ 30 ans. La PYR est un dérivé de benzonaphthyridine. Sa demi-vie est d’environ 14 jours (225). 

La PYR est utilisée en combinaison avec l’artésunate (AS-PYR, Pyramax®). Cette combinaison a été co-

développée par MMV et Shin Poong pharmaceutical (Corée du Sud). C’est la seule nouvelle CTA à avoir 

été approuvée par l’Agence Européenne du Médicament (article 58) (226). L’AS-PYR est indiqué pour 

le traitement des paludismes non compliqués à P. falciparum et P. vivax. Son utilisation est aujourd’hui 

enregistrée dans plusieurs pays d’Afrique sub-saharienne et d’Asie du Sud-Est (226). Plusieurs études 

cliniques réalisées en Afrique et en Asie ont confirmé l’efficacité et la sûreté de l’AS-PYR (227–230). La 

résistance de Plasmodium à l’AS-PYR n’a pas encore été observée. 

La ferroquine (FQ) :  

C’est une amino-4-quinoléine de troisième génération synthétisée dans le années 1990, et dérivée 

de la CQ par ajout d’un groupement ferrocène. Le mécanisme d’action de la FQ par inhibition de la 

détoxification de l’hème est similaire à celui de la CQ (231). L’efficacité de la FQ a pourtant été 

démontrée sur des souches CQ-résistantes (232). De plus, les tentatives d’induction de la  résistance 
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à la FQ in vitro ont échoué (233). La demi-vie de la FQ est de 16 à 31 jours. Cette molécule vise à être 

utilisée comme drogue partenaire. Plusieurs essais cliniques ont été conduits en testant la FQ en 

combinaison avec l’AS. Cette association a été montrée efficace en Afrique (234,235). L’utilisation de 

la FQ en combinaison l’OZ439 est en cours d’essai clinique au Vietnam.   

C. Les triple-CTA  

De nouvelles CTA composées de molécules antipaludiques développées au cours du siècle dernier sont 

aussi en cours d’essai clinique. Parmi elles, on retrouve les triple-CTA, composées d’un dérivé de l’ART 

associé à deux drogues partenaires de longue demi-vie. Cette tri-formulation a pour but de limiter 

l’apparition des résistances. Une étude clinique visant à comparer l’efficacité de triple-combinaisons 

(AL-AQ et DHA-PPQ-MQ) à celle de CTA de référence (AL et DHA-PPQ) est actuellement en cours 

(étude NCT02453308, clinicaltrials.gov).  
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Objectifs : La première partie de ce travail décrit l’épidémiologie des résistances de P. falciparum aux 

principaux composés antipaludiques utilisés au cours des dix dernières années au Cambodge et au 

Cameroun. La deuxième partie a étudié l’efficacité de nouvelles options thérapeutiques envisageables 

au Cambodge, potentiellement capables de remplacer les traitements de première ligne actuels en 

cas d’augmentation des échecs thérapeutiques. Enfin, une dernière partie a visé à mieux comprendre 

les mécanismes biologiques de résistance à l’ART des isolats du Cambodge et les facteurs additionnels 

à K13 impliqués dans cette résistance.  

 

I. ÉPIDÉMIOLOGIE DE LA RÉSISTANCE AUX CTA AU CAMBODGE ET AU 

CAMEROUN 

 A.  Émergence de la résistance à l’artésunate-méfloquine en combinaison 
avec une faible dose de primaquine au Cambodge 

 1. Introduction 

L’AS-MQ associé à une faible dose de PQ est le traitement de première intention figurant depuis 2016 

dans le schéma thérapeutique au Cambodge (1). Ce traitement avait déjà été utilisé de 2001 à 2012, 

mais l’augmentation du nombre d’échecs thérapeutiques associée à l’émergence de résistances à 

l’ART et à la MQ avait conduit à son remplacement par la DHA-PPQ en 2012 (59,68). La proportion 

d’échecs thérapeutiques après traitement à la DHA-PPQ a par la suite graduellement augmenté pour 

atteindre près de 50%, notamment dans la province de Pursat (Ouest du Cambodge). Durant cette 

même période, un retour de la sensibilité à la MQ a pu être observé, encourageant la réintroduction 

de l’AS-MQ comme traitement de première ligne en 2016 (60,64,162).  

Les travaux présentés dans cette partie s’inscrivent dans une logique de surveillance clinique, 

moléculaire et in vitro de l’efficacité de l’AS-MQ ces dernières années au Cambodge. Les marqueurs 

moléculaires de résistance découverts au cours de la dernière décennie représentent un outil de 

surveillance majeur de l’évolution des résistances. Le gène K13-muté a été identifié comme le principal 
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marqueur moléculaire de résistance à l’ART (45,120). La résistance à la MQ a été associée à 

l’amplification du gène Mdr1 (167). Enfin, l’amplification des gènes Pm2 et Pm3 et différents 

polymorphismes du gène Crt ont été associés à la résistance à la PPQ (150,151,158). L’évolution de 

ces différents marqueurs moléculaires a été analysée pour un grand nombre d’isolats de P. falciparum 

collectés entre 2016 et 2019, en association avec l’efficacité clinique du traitement. Une étude 

phénotypique de la sensibilité à l’ART, PPQ, et MQ in vitro a aussi été réalisée. Ce travail a aussi eu 

pour but de suivre la dynamique spatio-temporelle des résistances aux antipaludiques au Cambodge.  

2. Méthodes  

   a. Conception de l’étude et participants  

Descriptif des études. Quatre études d’efficacité thérapeutique de l’AS-MQ ont été conduites 

entre 2016 et 2019 au Cambodge. Celle de 2019 étant toujours en cours, les données décrites le seront 

seulement pour les échantillons déjà reçus et analysés au moment de la rédaction de ce manuscrit.  

Le nombre de patients et les sites d’inclusion ont été décrits pour chaque étude dans le tableau 3 et 

la figure 18. L’étude 20HC a été réalisée en 2017 dans l’unique objectif de réaliser une analyse 

moléculaire des marqueurs de résistance. Les données moléculaires et phénotypiques des études 

d’efficacité thérapeutique de l’ASAQ, DHA-PPQ et AS-PYR ont aussi été utilisées pour ce travail.  

Ces études ont été réalisées en collaboration avec le « National Center for Parasitology, Entomology 

and Malaria Control » (Centre National de Malariologie [CNM], Phnom Penh, Cambodge) et l’OMS.  
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Tableau 3 : Descriptif des études cliniques, moléculaires et phénotypiques effectuées au Cambodge 
entre 2016 et 2019. 

Période Sites  
Nombre 

de participants 
Collection de sang pour 

étude moléculaire 
Collection de sang pour 

étude phénotypique 

Études d’efficacité thérapeutique de l’AS-MQ 

Sep 2016 
- Jan 2017 

Kampong Speu TOTAL = 68 
Oui, sang total 

(-80℃) 
Oui, sang total 
(azote liquide) 

Nov 2017 
- Fev 2018 

Kampong Speu 
Pursat 
Stung Treng 
 

56 
51 
60 
TOTAL = 167 

Oui, sang total 
(-80℃) 

Oui, sang total 
(azote liquide) 

Sep 2018 
- Jan 2019 

Kratie 
Mondulkiri 
Ratanakiri 
 

24 
44 
53 
TOTAL = 121 

Oui, sang total 
(-80℃) 

Oui, sang total 
(azote liquide) 

Sep 2019 
- Dec 2019 

Kampong Speu 
Kratie 
Mondulkiri 
Pursat 
Ratanakiri 
 

35 
8 
1 
16 
52 
TOTAL = 112 

Oui, sang total 
(-80℃) 

Oui, sang total 
(azote liquide) 

Étude moléculaire 

2017 (20HC) 

Kampong Cham 
Kampong Som 
Oddar Manchey 
Pursat 
Mondulkiri 
Ratanakiri 
Stung Treng 
 

56 
52 
8 
9 
161 
72 
175 
TOTAL = 533 

Oui, gouttes de sang 
séché non 

Autres études d’efficacité thérapeutiques (pour données moléculaires et phénotypiques) 

2016 
(DHA-PPQ) 

Ratanakiri 
Stung Treng 
 

61 
47 
TOTAL = 108 

Oui, sang total 
(-80℃) 

Oui, sang total 
(azote liquide) 

2016 
(ASAQ) 

Mondulkiri 
Pursat 
Siem Reap 
 

31 
29 
3 
TOTAL = 63 

Oui, sang total 
(-80℃) 

Oui, sang total 
(azote liquide) 

2017-2019 
(AS-PYR) 

Kampong Speu 
Pursat 
Mondulkiri 
Ratanakiri 
 

62 
42 
60 
59 
TOTAL = 223 

Oui, sang total 
(-80℃) 

Oui, sang total 
(azote liquide) 
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Figure 18 :  Carte du Cambodge indiquant les provinces incluses dans les études cliniques, 
moléculaires et in vitro.  

 
Recrutement des patients. Tous les patients inclus ont donné leur consentement écrit. Une 

autorisation parentale a été obtenue pour les enfants âgés de 12 ans et moins. Les patients éligibles 

étaient âgés de plus de 7 ans, et présentaient une mono-infection à P. falciparum (entre 500 et 250000 

parasites asexués par μL de sang) confirmée par microscopie. Les patients ont présenté de la fièvre au 

cours des 24 dernières heures et étaient capables d’ingérer un traitement oral. Les femmes non 

mariées âgées de 12 à 18 ans, et les femmes enceintes et allaitantes ont été exclues des études. Toutes 

les femmes pouvant potentiellement être enceinte ont effectué un test de grossesse. Les autres 

critères d’exclusion ont été : un paludisme sévère, une malnutrition sévère, des conditions fébriles 

dues à une autre infection, une infection chronique, l’utilisation de médicaments pouvant interférer 

avec la pharmacocinétique des antipaludiques administrés, ou un précédent recueil d’hypersensibilité 

à l’AS ou à la MQ. 
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b) Traitement 

L’AS-MQ (Artesunate/Mefloquine 100/200mg, fixed dose combination, Cipla, Mumbai, Inde) a été 

administré sous supervision médicale une fois par jour pendant trois jours. Les doses journalières ont 

été déterminées en fonction du poids pour atteindre 4mg/kg/jour d’AS, et 8mg/kg/jour de MQ. La PQ 

a été administrée en dose unique de 15 mg (0,25 mg/kg) le premier jour du traitement.  

c) Procédure 

Les patients inclus ont subi un examen clinique et leurs précédents traitements médicamenteux ont 

été répertoriés. Tous les patients ont été suivis à jour 1, 2, 3, 7, 14, 21, 28, 35 et 42. La parasitémie et 

l’espèce de Plasmodium ont été identifiées par examen de gouttes épaisses colorées au Giemsa, à 

chaque visite pendant et après traitement jusqu’à ce que la parasitémie du patient soit négative. Les 

patients présentant une parasitémie positive à l’issue du traitement (formes asexuées) ont reçu un 

traitement de seconde intention. Les patients ayant développé un paludisme sévère durant cette 

période ont été traités par quinine-tétracycline, en accord avec les recommandations nationales.  

 Un échantillon sanguin a aussi été collecté avant traitement (jour 0) et au jour de l’échec clinique. Par 

la suite une analyse des génotypes Msp1, Msp2 et Glurp comparant la souche initiale à celle collectée 

lors de la résurgence de l’infection a été réalisée afin de catégoriser ces évènements cliniques en 

réinfection ou recrudescence (échec clinique) (236). 

d) Surveillance moléculaire 

Le gène K13 a été séquencé afin d’identifier les mutations associées à la résistance à l’ART, selon le 

protocole précédemment décrit (120). Les nombres de copies des gènes Pm2/Pm3 (nommé Pm2) et 

Mdr1 associés respectivement à la résistance à la PPQ et à la MQ ont été déterminés par PCR 

quantitative suivant le précédent protocole avec modification de la température d’hybridation à 63℃ 

(150). Les gènes ont été considérés amplifiés pour un nombre de copies >1,5. Les séquences du gène 

Crt ont également été obtenues pour certains échantillons collectés en 2017 et 2018 par séquençage 

du génome complet (en collaboration avec le Dr. Frédéric Ariey, Institut Cochin, Paris), afin d’identifier 

les mutations associées à la résistance à la PPQ.  
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e) Evaluation de la sensibilité à la DHA, MQ et PPQ in vitro 

Le sang des patients inclus a été collecté en tubes acide-citrate-dextrose (ACD) avant traitement, et 

cryo-préservé dans les 48 heures après réception à l’Institut Pasteur du Cambodge. Les isolats ont 

ensuite été décongelés et adaptés en culture selon les méthodes décrites (116). La souche de 

référence 3D7 (sensible à la DHA, à la PPQ et à la MQ, obtenue par le Malaria Research and Reference 

Reagent Resource center [MR4]) a été cultivée suivant les mêmes conditions. Les susceptibilités à 

l’ART et à la PPQ de certains des échantillons collectés ont été évaluées par RSA0-3h et PSA0-3h 

respectivement, comme précédemment décrit (60,116). Brièvement, les rings 0-3h post-invasion (p.i) 

ont été exposés à 700 nM et DHA ou 200 nM de PPQ pendant respectivement 6 ou 48 heures, puis 

maintenues 66 ou 24 heures dans un milieu sans antipaludique. La proportion de parasites viables a 

ensuite été énumérée sur un total de 10000 globules rouges via frottis sanguin colorés au Giemsa. Le 

pourcentage de survie après exposition à la DHA et à la PPQ a été déterminé en fonction de la survie 

observée dans le contrôle sans médicament.  

La susceptibilité à la MQ a été évaluée par test isotopique d’incorporation de [G-H3]-Hypoxanthine, 

selon la méthode déjà décrite (116). Les concentrations inhibitrices (CI50) ont été déterminées en 

utilisant le site http://www.antimalarial-icestimator.net.  

3. Résultats 

a) Efficacité thérapeutique de l’AS-MQ au Cambodge de 2017 à 2019 

L’efficacité thérapeutique de l’AS-MQ a été étudiée au cours des quatre études précédemment 

décrites (tableau 3). Les échecs cliniques (recrudescences) ont été identifiés par génotypage. Sur un 

total de 468 échantillons collectés entre 2016 et 2019, seulement 3 échecs cliniques ont été observés. 

Deux des échecs ont été collectés dans la province de Pursat (Ouest) et un dans la province du 

Ratanakiri (Est). L’efficacité moyenne de ces études était donc de 99,4% (figure 19, tableau 4). Les 

données d’efficacité clinique, ainsi que les données moléculaires et in vitro des souches 

recrudescentes ont été listées dans le tableau 4. Les souches recrudescentes présentaient les 
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mutations R539T et Y493H dans le gène K13. Deux d’entre elles présentaient plusieurs copies du gène 

Mdr1 au jour de l’échec, associée à une baisse de susceptibilité à la MQ in vitro.  

Figure 19 : Efficacité clinique de l’AS-MQ de 2016 à 2019. Les probabilités de réponses cliniques et 
parasitologiques adéquates ont été mesurées par Kaplan-Meier pour les 4 études d’efficacité thérapeutique de 
l’AS-MQ effectuées entre 2016 et 2019. Les courbes de survie ont été comparées par test de Log-Rank (Mantel-
Cox), et considérées statistiquement significatives pour une valeur P<0,05. Aucune des différences entre les 
courbes de survie des années 2016-2017, 2017-2018, 2018-2019 et 2019-2020 n’apparaît significative.   

Tableau 4 : Efficacité thérapeutique de l’AS-MQ entre 2017 et 2019 au Cambodge. Les marqueurs 
moléculaires des souches résistantes, ainsi que les données de susceptibilité in vitro à l’ART, PPQ et MQ ont été 
précisés pour les souches recrudescentes (seuils de résistance : 1% de survie pour la DHA, et 10 nM de CI50 pour 
la PPQ). 

Données cliniques 

Nombre d’échantillons 468 

Nombre d’échecs cliniques (recrudescences) 3 

Nombre de réinfections 5 

Efficacité (%) 99,4% 

 Échec 1 Échec 2 Échec 3 

So
uc

he
s r

ec
ru

de
sc

en
te

s 

Site de collection Ratanakiri Pursat Pursat 

Données moléculaires des échecs cliniques 

Polymorphisme K13 R539T Y493H Y493H 

Nombre de copies Mdr1 avant traitement (jour 0) 4 1 2 

Nombre de copies Mdr1 après traitement (jour X) 4 2 2 

Nombre de copies Pm2 1 1 1 

Données phénotypiques des échecs cliniques 

RSA (% de survie) à jour 0 45 0,9 2,7 

PSA (% de survie)  à jour 0 0 0,5 2,5 

CI50 MQ (nM)  à jour 0 107,5 47,0  72,3 
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b) Evolution des marqueurs moléculaires de résistance depuis 2016 

Les polymorphismes du gène K13, ainsi que le nombre de copies des gènes Mdr1 et Pm2 ont été 

déterminés pour 1251 échantillons de P. falciparum collectés dans différentes provinces 

cambodgiennes entre 2016 et 2019 (voir figure 18). Les échantillons provenaient de toutes les études 

décrites dans le tableau 3 (matériels et méthodes). 

Évolution des polymorphismes du gène K13.  

Allèle sauvage : Entre 2016 et 2018, la proportion d’échantillons présentant un allèle K13-

sauvage a augmenté à l’Ouest du Cambodge (de 3% à 27%), ainsi qu’à l’Est (de 18 à 43%). La proportion 

de souches K13-sauvages a diminué en 2019 pour atteindre 11% à l’Ouest et 37% à l’Est (figure 20, 

vert) ;  

Allèle C580Y : En 2016, 97% des échantillons provenant de l’Ouest présentaient la mutation 

C580Y dans le gène K13 (K13-C580Y), contre 81% à l’Est. En 2019, la proportion d’isolats K13-C580Y a 

diminué jusqu’à 61% à l’Ouest et à l’Est (figure 20, rouge) ; 

Allèles minoritaires : La proportion des polymorphismes minoritaires du gène K13 (K13-R539T, 

K13-Y493H et K13-P553L) a augmenté de 0 à 29% entre 2016 et 2019 à l’Ouest, mais a en revanche 

diminué de 2 à 0% à l’Est. En 2016, seule une souche K13-R539T et une souche K13-P553L ont été 

collectées à l’Est du Cambodge. En 2017-2018, 8 mutants K13-R539T ont été collectés, exclusivement 

à l’Est. De 2017 à 2019, 32 mutants K13-Y493H ont été collectés, exclusivement à l’Ouest (figure 20, 

bleu). 

Évolution de l’amplification des gènes Pm2/3. La proportion de souches K13-sauvages présentant 

une amplification du gène Pm2 est passée de 1% en 2016 à 10% en 2018 à l’Ouest, et a diminué à 4% 

en 2019. À l’Est, en revanche, la proportion des souches K13-sauvage Pm2-amplifiées est toujours 

restée inférieure à 5% de 2016 à 2019 (figure 20, hachuré noir). La proportion de souches K13-C580Y 

Pm2-amplifiées a diminué de 60% en 2016 à 18% en 2019 à l’Ouest du Cambodge. À l’Est, elle a 

diminué de 62% en 2016 à 4% en 2019. En 2017, 3% des isolats K13-Y493H collectés à l’Ouest 

présentait une amplification du gène Pm2 contre pour 0% en 2019. 
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Évolution de l’amplification du gène Mdr1. Les parasites K13-sauvages ne présentaient pas 

d’amplification du gène Mdr1. La proportion de souches K13-C580Y présentant une amplification du 

gène Mdr1 est passée de 0% en 2016 à 4% en 2019 à l’Ouest, et de 0 à 37% à l’Est. La proportion de 

parasites K13-Y493H présentant une amplification du gène Mdr1 est passée de 0% à 11% entre 2017 

et 2019 à l’Ouest cambodgien (absence de mutants minoritaires à l’Est) (figure 20, hachuré rose).  

 

Figure 20 : Évolution des principaux marqueurs moléculaires de résistance de 2016 à 2019 à l’Est et 
à l’Ouest du Cambodge (voir carte dans la partie méthodes). Les proportions des différents 
polymorphismes du gène K13, ainsi que l’amplification des gènes Mdr1 et Pm2/3, ont été déterminées pour 
1251 échantillons collectés entre 2016 et 2019. 
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Évolution des polymorphismes du gène Crt de 2017 à 2018. Les principaux polymorphismes du gène 

Crt précédemment associés à la résistance à la PPQ ont été déterminés par séquençage du génome 

complet pour 95 souches (49 collectées en 2016 et 46 collectées en 2017, figure 21). Le séquençage 

du gène Crt des souches collectées en 2018 et 2019 est en cours de mise au point par méthode Sanger.  

Les 95 isolats présentaient un fond génétique Dd2 (mutations CVIET dans le gène Crt associées à la 

résistance à la CQ). Les principales mutations associées à une baisse de susceptibilité à la PPQ étaient : 

T93S, H97Y, F145I, I218F, M343L et G353V (figure 21). Les souches présentant seulement les 

polymorphismes associés au fond génétique Dd2 ont été nommées Crt-Dd2.  

La proportion de souches Crt-Dd2 était plus importante à l’Est (40% en moyenne contre 20% à l’Ouest). 

La proportion des souches Crt-Dd2 a diminué de 46% en 2016 à 35% en 2017 à l’Est du Cambodge. 

Certains de ces allèles du gène Crt ont montré des changements importants dans leur distribution 

entre 2016 et 2017 : à l’Ouest, la proportion de l’allèle H97Y a diminué de 45 à 17% tandis que celle 

du mutant G353V a augmenté de 15 à 44%. Le mutant M343L a disparu en 2017. À l’Est, le mutant 

I218F est apparu en 2017 et la proportion de souches T93S a légèrement diminué. Pour la grande 

majorité des isolats collectés, les mutations dans le gène Crt étaient associées à l’amplification du gène 

Pm2.  
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Figure 21 : Evolution des principaux polymorphismes du gène Pfcrt entre 2016 et 2017 au 
Cambodge. Les génomes complets de 49 isolats collectés en 2016 et 46 isolats collectés en 2017 ont été 
séquencés afin de déterminer les principaux polymorphismes du gène Pfcrt impliqués dans la résistance à la 
PPQ. La distribution de ces polymorphismes à l’Est et à l’Ouest cambodgien a été comparée entre 2016 et 2017.   

 

c) Evolution du phénotype de résistance à la PPQ et MQ de 2016 à 2019  

Les isolats testés ont été collectés lors des quatre études d’efficacité de l’AS-MQ décrites 

précédemment, ainsi qu’au cours d’autres études cliniques menées au Cambodge entre 2016 et 2019 

(DHA-PPQ en 2016, Pyramax® en 2017-2018). La figure 22 décrit l’évolution de la résistance à la PPQ 
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et à la MQ de 2016 à 2019. Les isolats collectés en 2016 étaient significativement plus résistants à la 

PPQ (médiane des PSA= 39,4% de survie [interquartile range (IQR) : 14 – 75]) que ceux collectés en 

2019 (médiane des PSA = 1,2% [0 – 25,6]). En revanche, la susceptibilité des isolats à la MQ a 

significativement augmenté durant cette période, passant d’une CI50 médiane de 14,51 nM [IQR : 

10,61 – 26,56] en 2016, à 65,1 nM [45,04 – 82,41] en 2019.  

 

Figure 22 : Evolution de la susceptibilité à la PPQ (gauche) et à la MQ (droite) des isolats collectés 
entre 2016 et 2019. Le seuil de résistance à la PPQ a été fixé à 10 nM, et celui de la MQ à 60nM. Les barres 
représentent la moyenne et l’erreur standard à la moyenne (Standard Error of the Mean, SEM) pour chaque 
groupe. Les groupes ont été comparés deux à deux par test de Mann-Whitney. Les valeurs P sont indiquées 
entre crochet, et considérées significatives si inférieures à 0,1. 

 d) Impact du génotype sur le phénotype de résistance des isolats  

L’impact des différents génotypes de résistance sur la susceptibilité des isolats collectés de 2016 à 

2019 a ensuite été étudié (figure 23-24).  

Polymorphismes K13 versus susceptibilité à la DHA (figure 23). Les isolats K13-sauvages avaient un 

RSA médian de 0,01% [IQR : 0 – 0,18], tandis que les mutants C580Y, R539T et Y493H présentaient des 

RSA médians de 14% [IQR : 7,4 – 19,7], 45,9% [IQR : 24 – 58,9] et 2% [IQR : 1,2 – 3,2] respectivement. 

4,3% des isolats K13-sauvages testés présentaient un RSA supérieur au seuil de résistance, fixé à 1% 

(figure 23, A). Les polymorphismes du gène K13 avaient un impact significatif sur la survie des isolats 
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collectés au Cambodge entre 2016 et 2019 après traitement des patients infectés à l’AS-MQ. Les 

parasites présentant les allèles minoritaires de K13 (R539T et Y493H) avaient statistiquement plus de 

risque de causer un échec clinique (P<0,0001, test de Log Rank) (figure 23, B). 

Impact du génotype K13, Mdr1 et Pm2/3 sur la sensibilité des isolats à la MQ et PPQ (figure 24). Les 

isolats K13-mutants (PSA médian= 22,7% [IQR : 4 – 38,3]) étaient significativement moins susceptibles 

à la PPQ que les isolats K13-sauvages (PSA médian= 0,5% [IQR : 0 – 17,7]) (P<0,0001). Inversement, les 

isolats K13-mutants (CI50 médiane = 42 nM [IQR : 26,5 – 52,6]) étaient plus susceptibles à la MQ que 

les isolats K13-sauvages (CI50 médiane = 58,3 nM [IQR : 47,1 – 65,6]) (P=0,0061). L’association de 

l’amplification du gène Pm2 au gène K13 muté exacerbait la tolérance à la PPQ (PSA médian= 51,4% 

[IQR : 32,8 – 67,3]), et la sensibilité à la MQ (CI50 médiane = 14,7 nM [IQR : 10,7 – 30,5]) (P<0,0001). À 

l’opposé, l’amplification du gène Mdr1 associée au gène K13-mutant était associée à une élévation de 

la sensibilité à la PPQ (PSA médian= 0,01% [IQR : 0 – 1,9]), et à une baisse de sensibilité à la MQ (CI50 

médiane = 86 nM [IQR : 73,9 – 105,2]) (P<0.0001) (figure 24, A).  

Les parasites présentant une amplification du gène Mdr1 avaient statistiquement plus de risque de 

causer un échec clinique (P<0,0001, test de Log Rank) (figure 24, B). 
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Figure 23 : Impact des différents génotypes de résistance sur la susceptibilité des isolats 
cambodgiens. A. Impact des principaux polymorphismes du gène K13 observés au Cambodge de 2016 à 2019 
sur la susceptibilité à la DHA. Le seuil de résistance à la DHA a été fixé à 1% de survie. Les différents groupes ont 
été comparés par test de Mann-Whitney et les différences considérées significatives pour des valeurs P 
inférieures à 0,05. B. Impact des polymorphismes du gène K13 sur l’efficacité clinique de l’AS-MQ. Les 
probabilités de réponses cliniques et parasitologiques adéquates des isolats K13-sauvages, K13-C580Y et K13-
R539T et K13-Y493H ont été mesurées par Kaplan-Meier pour les 4 études d’efficacité thérapeutique de l’AS-
MQ effectuées entre 2016 et 2019. Les courbes de survie ont été comparées par test de Log-rank (Mantel-Cox). 
La différence entre la courbe de survie des isolats K13-autres mutations et K13-sauvages/C580Y est significative 
(P<0,0001). 
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Figure 24 : A. Impact des mutations dans K13 et du nombre de copies des gènes Pm2 et Mdr1 sur la 
susceptibilité à la MQ et à la PPQ. Les seuils de résistance (ligne noire) à la MQ et PPQ ont respectivement 
été fixés à 60 nM et 10% de survie. Les différents groupes ont été comparés par test de Mann-Whitney et les 
différences considérées significatives pour des valeurs P inférieures à 0,1.  
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Figure 24 : B. Impact de l’amplification du gène Mdr1 sur l’efficacité clinique de l’AS-MQ. Les 
probabilités de réponses cliniques et parasitologiques adéquates des isolats Mdr1-1 copie et Mdr1-multicopies 
ont été mesurées par Kaplan-Meier pour les 4 études d’efficacité thérapeutiques de l’AS-MQ effectuées entre 
2016 et 2019. Les courbes de survie ont été comparées par test de Log-rank (Mantel-Cox). La différence entre la 
courbe de survie des isolats présentant 1 copie ou plusieurs copies du gène Mdr1 est significative (P<0,0001). 

 

Impact du génotype Crt sur la sensibilité des isolats à la MQ et PPQ (figure 25). Les mutations dans 

le gène Crt associées à la résistance à la PPQ n’ont pas montré d’impact significatif sur la susceptibilité 

des isolats à la PPQ et à la MQ, à l’exception de la mutation T93S qui sensibilise significativement les 

parasites à la MQ (P<0,0001). 

Figure 25 : Impact des polymorphismes du gène Crt sur la susceptibilité à la PPQ et MQ in vitro. Les 
seuils de résistance (ligne noire) à la MQ et PPQ ont respectivement été fixés à 60 nM et 10% de survie. Les 
groupes ont été comparés deux à deux par test de Mann Whitney, et les différences entre groupes considérées 
significatives pour une valeur P<0,05. La susceptibilité à la MQ des isolats Crt-93 est significativement plus 
importante que celle des isolats Crt-Dd2 (P<0,0001).  
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4) Discussion/conclusion 

Cette étude s’inscrit dans un contexte de surveillance de l’émergence des résistances aux 

antipaludiques au Cambodge. Depuis la réintroduction de l’AS-MQ comme traitement de première 

ligne en 2016, aucune donnée concernant son efficacité n’a encore été publiée. Les études cliniques 

entreprises de 2016 à 2019 au Cambodge ont montré une efficacité satisfaisante de l’AS-MQ, compte 

tenu de la forte proportion de parasites multi-résistants préalablement sélectionnés par l’utilisation 

de la DHA-PPQ (65,68,69,138,142). L’efficacité observée restant supérieure à 95%, l’AS-MQ remplit 

les critères pour le maintien de son utilisation au Cambodge.  

Des souches résistantes à l’AS-MQ ont néanmoins émergé en 2018-2019. Au total, trois échecs 

cliniques ont été observés. Les parasites recrudescents présentaient tous des polymorphismes 

minoritaires du gène K13 (K13-R539T et Y493H), ainsi qu’une amplification du gène Mdr1 au jour de 

l’échec clinique, associée à une diminution de la tolérance à la MQ. Un nouveau groupe de souches 

résistantes à l’AS-MQ semble donc remplacer les souches résistantes à la DHA-PPQ qui s’étaient 

multipliées de 2010 à 2016 (91–93). L’utilisation de la DHA-PPQ avait en effet conduit à la sélection de 

souches KEL1/PLA1, présentant la mutation K13-C580Y associée à l’amplification des gènes Pm2/Pm3, 

et à certains polymorphismes dans le gène Crt (92,162,173). L’utilisation de l’AS-MQ a conduit à une 

forte diminution de la prévalence des parasites KEL1/PLA1 sensibles à la MQ. La prévalence des 

souches KEL1/PLA1 est aujourd’hui faible dans l’ensemble du Cambodge. Leur disparition est en 

adéquation avec la hausse de la tolérance des parasites à la MQ in vitro et le retour progressif de la 

sensibilité à la PPQ. Les souches KEL1/PLA1 ont donc été plus facilement éliminées qu’attendu par 

quatre ans d’utilisation de l’AS-MQ. Ces parasites se sont néanmoins propagés au Vietnam et en 

Thaïlande, où le traitement de première intention est la DHA-PPQ (62,91,158,163). Il est donc 

important de mettre en place des stratégies afin d’éliminer les parasites KEL1/PLA1 dans ces pays 

voisins.  
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Les mutants K13-R539T et Y493H étaient associés aux échecs cliniques à l’AS-MQ dans cette étude. La 

mutation Y493H semble émerger dans les provinces de Kampong Speu et Pursat, à l’Ouest du 

Cambodge. De 2007 à 2010, ces deux polymorphismes étaient observés dans des proportions 

similaires. La prévalence de la mutation Y493H dépassait alors 10% à Pailin et Pursat (120). 

L’amplification du gène Mdr1 avait été associée à un groupe de parasites présents seulement à Pursat 

de 2007 à 2011, sans être associé à un polymorphisme spécifique dans le gène K13 (238). Le Cambodge 

voit donc ré-émerger aux mêmes sites les profils génétiques de résistance présents durant la période 

2008-2012, durant laquelle l’AS-MQ était le traitement de première ligne (120,144) 

Une association entre le polymorphisme K13-R539T et la résistance à la MQ avait déjà été observée 

dans une précédente étude (172). Ce génotype aurait par conséquent pu conférer un avantage sélectif 

aux parasites soumis à la pression de l’AS-MQ. Le mutant K13-R539T n’a pourtant pas été conservé, 

sa prévalence déjà très faible étant devenue nulle en 2019.  

La sélection de la mutation Y493H, jamais associée à la résistance à l’AS-MQ, était inattendue 

puisqu’elle confère aux parasites des niveaux de résistance à la DHA faibles, compris entre 0.5 et 5% 

en RSA. Cette mutation semble cependant être associée à l’amplification du gène Mdr1 à l’Ouest du 

Cambodge, ce qui explique en partie la sélection de ce génotype par l’AS-MQ.  

La mutation K13-C580Y reste néanmoins majoritaire dans tout le Cambodge, et l’amplification du gène 

Mdr1 est exclusivement liée à la mutation C580Y à l’Est. Aucun parasite K13-C580Y recrudescent n’a 

pourtant été observé ces trois dernières années après traitement à l’AS-MQ. La sélection de l’allèle 

C580Y pourrait être expliquée par un avantage de transmission des gamétocytes présentant cet allèle, 

ou par un portage gamétocytaire plus important chez les patients infectés avec un clone K13-C580Y. 

Une durée de dormance prolongée des mutants K13-C580Y en comparaison avec les mutants K13-

R539T et Y493H a pu être observée (données préliminaires non présentées). Ce temps de dormance 

prolongé pourrait augmenter le nombre de gamétocytes produits par les mutants K13-C580Y après 

traitement avec une CTA. 
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L’étude de la susceptibilité des isolats in vitro a aussi confirmé l’opposition précédemment observée 

entre les résistances à la PPQ et MQ (171,172). Les souches KEL1/PLA1 présentaient une sensibilité 

accrue à la MQ, ayant conduit au retour de la sensibilité à la MQ de 2010 à 2016.  L’AS-MQ s’est alors 

imposé comme le traitement le plus stratégique au Cambodge pour remplacer la DHA-PPQ.  

Parmi les échantillons testés pour les marqueurs de résistance, une infime proportion était « triple 

mutants », c’est-à-dire que ces isolats présentaient à la fois l’allèle K13-C580Y et une amplification des 

gènes Pm2 et Mdr1. La prévalence et le phénotype de ces isolats ont été décrits dans la partie suivante. 

Les résultats obtenus soulèvent des questions sur le mécanisme de résistance à la MQ. Plusieurs 

échantillons possédant une seule copie du gène Mdr1 étaient résistants à la MQ in vitro, allant dans 

le sens d’une implication d’autres gènes dans la résistance à la MQ. Il en va de même pour la résistance 

à l’ART qui comme déjà observé précédemment ne semble pas être exclusivement associée à K13 

(140). Certains isolats K13-sauvages présentaient en effet un RSA0-3h supérieur à 1%. Le mécanisme de 

résistance à l’ART a été exploré plus en détail dans la partie 2-III.  

Plusieurs données restent en attente afin de compléter cette étude. Le nombre de parasites résiduels 

au 28ème jour de traitement est en cours de détermination par PCR, pour les parasites collectés en 

2016 durant l’utilisation de la DHA-PPQ ainsi que pour ceux isolés de 2017 à 2019 durant l’utilisation 

de l’AS-MQ. La comparaison du nombre de parasites résiduels chez les patients différemment traités 

pourrait constituer un bon indicateur de l’efficacité de l’AS-MQ sur certains clones parasitaires, 

notamment KEL1/PLA1.  

Les données présentées pour le gène Crt entre 2016 et 2017 ne sont pas suffisantes pour permettre 

d’observer l’impact de l’utilisation de l’AS-MQ sur l’évolution des polymorphismes associés à la 

résistance à la PPQ. Les polymorphismes T93S, H97Y, F145I, I218F, M343L et G353V du gène Crt sont 

en cours de séquençage pour un plus grand nombre d’échantillons prélevés de 2016 à 2019. Par 

hypothèse, la prévalence de ces polymorphismes devrait diminuer entre 2017 et 2019 de la même 
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façon que celle des souches KEL1/PLA1. L’augmentation de la sensibilité à la MQ de parasites 

présentant l’allèle T93S va dans le sens de cette hypothèse. De plus, les parasites K13-sauvages étaient 

plus tolérants à la MQ que les parasites K13-mutés, sans amplification des gènes Pm2 et Mdr1. Ce 

résultat peut être expliqué par la présence de mutations dans le gène Crt des parasites K13-mutants, 

qui pourraient les sensibiliser à la MQ (en cours d’étude). 

Enfin, les origines phylogénétiques des parasites recrudescents collectés entre 2017 et 2019 sont en 

cours d’analyse. Ces résultats permettront de préciser si les parasites résistants à l’AS-MQ proviennent 

des clones ayant émergé entre 2008 et 2012 au Cambodge. 

En conclusion, malgré l’efficacité de l’AS-MQ au Cambodge, la surveillance (clinique, moléculaire et 

phénotypique) doit être maintenue, et d’autres options envisagées en cas de multiplication des 

souches résistantes et des échecs cliniques. La prévalence de P. falciparum étant maintenant très 

faible au Cambodge, il est important d’adapter rapidement les stratégies thérapeutiques afin d’éviter 

la sélection de parasites résistants à l’AS-MQ. Cette prochaine intervention pourrait permettre 

l’élimination de P. falciparum au Cambodge.  

 

 B.  Prévalence et phénotype des isolats triple-mutants cambodgiens  

  1. Introduction 

En 2017, l’émergence de souches de P. falciparum présentant les marqueurs de résistance à l’ART, à 

la PPQ et à la MQ a été signalée dans la province de Preah Vihear, au Nord du Cambodge. Ces souches 

«triple-mutantes» ont été observées dans une proportion alarmante de près de 30% juste après 

l’introduction de l’AS-MQ dans cette province en 2016 (173). La multiplication de parasites présentant 

un tel génotype serait problématique considérant le peu d’options thérapeutiques capables de 

remplacer l’AS-MQ, et constituerait un réel obstacle à l’élimination proche du paludisme au 

Cambodge. Il était important d’étudier le phénotype de résistance des parasites triple-mutants, étant 
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donné le développement de la triple combinaison DHA-PPQ-MQ actuellement en cours d’étude 

clinique envisagée comme traitement au Cambodge (239,240). Le travail de surveillance moléculaire 

mis en place à l’Institut Pasteur du Cambodge a permis de déterminer les polymorphismes du gène 

K13, ainsi que le nombre de copie des gènes Mdr1 et Pm2, pour un grand nombre de souches 

parasitaires collectées depuis 2012. L’évolution des marqueurs de résistance à l’ART, MQ et PPQ, ainsi 

que la proportion d’isolats triple-mutants de 2012 à 2019 a ainsi pu être observée. Le phénotype de 

résistance de ces parasites a été déterminé par tests phénotypiques in vitro. L’ensemble de ces 

données a permis d’apporter un éclairage important sur l’évolution de ces souches au Cambodge et 

sur leur degré de résistance.  

2. Discussion-Conclusion 

La prévalence et le phénotype des isolats triple-mutants observés au Cambodge ont été déterminés. 

Ces souches semblent avoir émergé seulement à l’Ouest du Cambodge. La très faible proportion 

d’isolats triple-mutants observée entre 2016 et 2018 (0.15%) indique qu’un tel profil de résistance 

reste très rare et semble engendrer un coût biologique important pour la survie des parasites. Nos 

données ne concordent pas avec les résultats de Rossi et al. en 2016, qui avaient observé 30% de 

souches triple-mutantes après introduction de l’AS-MQ à Preah Vihear (173). Outre la différence de 

sites de collection entre les études, cette différence de proportion peut s’expliquer par un 

changement de la méthode PCR utilisée pour déterminer le nombre de copies des gènes Mdr1 et Pm2. 

Un manque de reproductibilité du nombre de copies du gène Mdr1 avait en effet été observé avec la 

PCR décrite (température d’hybridation à 58℃) (150). Le protocole de qPCR a donc été ajusté à 

l’Institut Pasteur du Cambodge en 2017, en augmentant la température d’hybridation à 63℃ afin 

d’améliorer la spécificité. Le nombre de copies du gène Mdr1 des échantillons collectés par Rossi et 

al. a été mesuré avec ce nouveau protocole de qPCR 63℃. Seulement 4 échantillons parmi les 28 

initialement documentés comme étant triple-mutants, ont été trouvés amplifiés pour Mdr1 et Pm2 

avec cette méthode.  
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Cette étude décrit pour la première fois le phénotype de résistance des souches triple-mutantes. 

L’expression de Mdr1 et Pm2 semble augmentée chez les parasites triple-mutants (données à 

compléter avec un plus grand nombre d’échantillons contrôles). La triple-résistance de ces souches à 

l’ART, à la PPQ et à la MQ a aussi été confirmée in vitro. Pour la grande majorité des échantillons testés 

(K13-C580Y + Pm2/3 amplifié ou K13-C580Y + Mdr1 amplifié),  une corrélation inverse entre la 

susceptibilité à la PPQ et à la MQ a pu être observée, comme l’avaient déjà montré plusieurs études 

(171,172). Le mécanisme inverse de résistance à la PPQ et MQ est pour l’instant inconnu.  

De façon étonnante, les parasites K13-C580Y/Mdr1-amplifiés et triple mutants présentaient un niveau 

de susceptibilité similaire après une co-administration de MQ + PPQ (CI50=72,8 nM et 66,8nM 

respectivement, figure 26 non incluse dans l’article). Ce résultat ouvre de nouvelles questions sur le 

mécanisme inverse de résistance à ces deux molécules. La co-administration de MQ et PPQ semble en 

effet désensibiliser les parasites K13-C580Y/Mdr1-amplifiés à la PPQ. La figure 26 suggère l’implication 

de Mdr1 sur la perte d’action de la PPQ en présence de MQ. L’interaction moléculaire entre MQ et 

PPQ pourrait favoriser l’efflux de PPQ par la protéine PGH1. Il serait intéressant d’étudier ce 

mécanisme plus en détail, d’abord en testant un plus grand nombre de parasites Mdr1-amplifiés avec 

cette double-combinaison, pour confirmer ce résultat. Par la suite, les concentrations intra-

parasitaires de PPQ pourraient être comparées, avec ou sans co-traitement avec la MQ, et pour 

différents profils d’amplification du gène Mdr1. L’implication de Mdr1 dans l’efflux de PPQ pourrait 

aussi être étudiée en mesurant le transport intra-parasitaire de PPQ après inhibition de PGH1 (pompe 

à efflux encodée par le gène Mdr1). Des inhibiteurs de glycoprotéines-P (P-gp) de troisième génération 

tels que ONT-093 et XR-9576 ont été montrés efficaces pour inhiber la protéines PGH1 (241), et 

pourraient être utilisés in vitro sur des cultures de parasites. 

La résistance inverse des parasites à la PPQ et à la MQ au niveau clinique pourrait aussi être expliquée 

par une interaction entre les deux molécules au sein de l’hôte humain. La PPQ et la MQ sont en effet 
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métabolisées par le même cytochrome P450 3A dans les hépatocytes (242,243). L’interaction entre la 

PPQ et la MQ pourrait donc modifier le métabolisme des deux molécules chez les patients traités.  

L’ensemble de ces résultats confirme la possible émergence de résistance des parasites K13-

C580Y/Mdr1-amplifiés (dont la prévalence a rapidement augmenté au Cambodge ces dernières 

années) à la triple-CTA DHA-PPQ-MQ.    

Figure 26 : Complément de la figure 4 de l’article – ajout de la courbe d’inhibition de la double 
combinaison de MQ+PPQ d’un isolat K13-C580Y/Mdr1-amplifié (courbe bleue). 

En conclusion, cette étude a permis de montrer qu’un très faible pourcentage de souches triple-

mutantes circule au Cambodge. La triple-résistance phénotypique de ces isolats à l’ART, PPQ et MQ 

appelle cependant à reconsidérer l’utilisation de la triple combinaison DHA-PPQ-MQ, qui pourrait 

favoriser la sélection de ce rare profil, ainsi que celle des parasites K13-mutés/Mdr1-amplifiés.  

 3. Article  

Prevalence, genotype and phenotype of triple-mutant P. falciparum isolates in Cambodia 

Mélissa Mairet-Khedim, Nimol Khim, Srun Sreynet, Anthony Bouillon, Selma Topcu, Saorin Kim, 

Sohpeakvatey Ke, Kauy Chhayleang, Rotha Eam, Kean Chanra, Kol Chanvong, Sophy Chy, Pascal 

Ringwald, Rithea Leang, Jean Christophe Barale, Benoit Witkowski 

En cours de finalisation. 
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C. Efficacité de la DHA-PPQ pour les infections non compliquées à P. 
falciparum au Cameroun  

1. Introduction 

La résistance aux CTA n’a pas encore été documentée au Cameroun. Malgré une très forte 

transmission de P. falciparum, les parasites semblent conserver leur sensibilité aux différentes CTA de 

première ligne (AL et ASAQ) utilisées depuis 2004 (244). L’utilisation de la DHA-PPQ a largement 

augmenté au Cameroun depuis 2012, en raison d’un changement des politiques de traitement ces 

dernières années. En effet, une méfiance collective vis-à-vis de l’ASAQ s’est peu à peu installée, ce 

traitement ayant été suspecté par la population de causer des prurits. L’ASAQ est donc de moins en 

moins utilisé en raison de la réticence des patients. En 2012, de nombreuses versions contrefaites d’AL 

ont été découvertes, entrainant une baisse de la commercialisation de cette combinaison au profit de 

la DHA-PPQ.  

La DHA-PPQ a été largement utilisée en Asie du Sud-Est. L’avantage de la PPQ comme molécule 

partenaire est qu’elle n’a été que très peu utilisée en monothérapie (seulement en Chine). Des 

parasites résistants à la DHA-PPQ ont pourtant émergé au Cambodge ces dix dernières années. Cette 

résistance s’est propagée en Asie du Sud-Est (64,160). Les marqueurs moléculaires associés à la 

résistance à la DHA-PPQ en Asie du Sud-Est sont les polymorphismes du gène K13 et Crt et 

l’amplification des gènes Pm2/3 (120,150,158). 

Peu de données concernant l’efficacité de la DHA-PPQ en Afrique ont été publiées, malgré une 

utilisation croissante de cette combinaison (55–58,245,246). Il était donc important de surveiller 

l’efficacité de la DHA-PPQ, aujourd’hui largement utilisée au Cameroun, sachant que plusieurs études 

ont déjà rapporté une hausse de la proportion des souches amplifiées pour le gène Pm2/3 en Afrique 

de l’Ouest (165,166). Dans ce but, une étude d’efficacité thérapeutique de la DHA-PPQ a été mise en 

place de janvier à mai 2018 au Cameroun, au Centre de Santé de Nkol-Eton, au centre de la capitale 

Yaoundé. 152 patients ont été traités et suivis pendant 42 jours. La prévalence des principaux 

marqueurs moléculaires de résistance à l’ART et à la PPQ (K13 et Pm2) a été déterminée, et la 
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susceptibilité des isolats à l’ART et à la PPQ a été évaluée in vitro par test de survie (PSA et RSA). La 

capitale Yaoundé était une zone de choix pour cette étude, où le taux d’inoculation entomologique 

peut atteindre 100 piqûres infectantes par personne par année (202,247). Le recrutement des patients 

s’est fait directement au centre de santé, facilitant leur suivi. Toute la partie clinique a été coordonnée 

par le Centre Pasteur du Cameroun. Les marqueurs moléculaires de résistance ont été étudiés au 

Centre de Physiopathologie Toulouse Purpan. Les tests phénotypiques de susceptibilité in vitro et le 

génotypage ont été réalisés à l’Institut Pasteur du Cambodge.  

2. Discussion/conclusion 

Cette étude confirme l’efficacité de la DHA-PPQ pour le traitement des infections non compliquées à 

P. falciparum au Cameroun. En dépit de l’utilisation massive de cette combinaison depuis 2012, son 

efficacité était de 100% après correction PCR, et 92% avant correction PCR. Ces résultats concordent 

avec des études plus anciennes ayant montré une efficacité de la DHA-PPQ comprise entre 92 et 100% 

au Cameroun (248,249), mais aussi dans d’autres pays d’Afrique comme le Kenya, le Mali, l’Ouganda 

et l’Angola (55,56,58,245).  

La proportion d’échecs cliniques observée avant correction PCR était similaire à celle d’autres études 

réalisées en Afrique (inférieure à 10%) (56–58,157). Tous ces échecs étaient dus à des réinfections, et 

aucun n’était associé à la présence de formes asexuées à jour 3. Les parasites circulant au Cameroun 

semblent donc conserver leur sensibilité à l’ART. Les données moléculaires obtenues allaient aussi 

dans ce sens. 96% des échantillons testés présentaient une séquence K13 sauvage. Seuls 2% 

des échantillons présentaient la mutation non-synonyme A578S dans la partie hélice du gène K13. 

Cette mutation n’était pas associée à une hausse de la tolérance des parasites à la DHA in vitro.  

Ce travail a pour la première fois documenté la présence de la mutation A578S au Cameroun au cours 

d’une étude clinique. Une analyse moléculaire du gène K13 réalisée en 2015 au Cameroun avait 

identifié des mutations synonymes, mais aucune mutation non-synonyme (250). L’allèle A578S est le 

plus répandu en Afrique, mais les raisons de sa sélection restent inconnues puisqu’il n’a jamais été 
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associé à un retard de clairance après traitement à l’ART où à une perte de sensibilité à l’ART in vitro 

(251).  

Les parasites isolés présentaient aussi un profil de sensibilité à la PPQ. Les 148 isolats testés 

présentaient tous une seule copie du gène Pm2. De plus, tous les isolats testés en PSA étaient 

susceptibles à la PPQ. L’amplification du gène Pm2 a été retrouvée dans d’importantes proportions 

dans certains pays d’Afrique comme le Burkina Faso ou l’Ouganda (165,166). Ce marqueur n’a 

cependant jamais été associé à la résistance à la PPQ ou à des échecs cliniques à la DHA-PPQ en 

Afrique. Afin de compléter cette étude moléculaire, il serait donc intéressant d’observer la présence 

de mutations dans le gène Crt associées à la résistance à la PPQ en Asie.  

L’énumération des parasites à Jour 0, 2 et 3 sont encore en cours. Les données de densité parasitaire 

présentées dans l’article sont donc susceptibles d’évoluer. Les données phénotypiques seront aussi 

complétées. Les résultats collectés à ce jour permettent néanmoins de valider la bonne efficacité 

clinique de la DHA-PPQ au Cameroun. Les parasites semblent conserver leur sensibilité à l’ART et à la 

PPQ malgré une utilisation massive de ces molécules. Les marqueurs de résistance analysés (K13 et 

Pm2) ne sont cependant probablement pas les plus adaptés à la surveillance moléculaire des 

résistances en Afrique, puisque qu’ils ont été associés à la résistance à l’ART et à la PPQ uniquement 

chez les parasites isolés en Asie. En l’absence de marqueurs moléculaires pertinents, la surveillance 

clinique et in vitro doit être maintenue au Cameroun et partout en Afrique, afin d’identifier 

précocement une potentielle émergence de résistance aux CTA. La résistance à la LM devrait 

notamment être surveillée de plus près, au vu du grand nombre de traitements AL contrefaits 

distribués au Cameroun. De plus, une proportion importante des patients éligibles avait été traitée à 

l’AL dans le mois précédent l’étude, ce qui pourrait indiquer une baisse de l’efficacité de cette 

combinaison. 
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3. Article 

Efficacy of dihydroartemisinin-piperaquine in patients with non-complicated P. falciparum malaria 

in Yaoundé, Cameroun 

Mélissa Mairet-Khedim, Sandrine Nsango, Christelle Ngou, Sandie Menard, Nimol Khim, Malen Ken, 

Laure Otam, Francis Abega, Lawrence Ayong, Isabelle Morlais, Benoit Witkowski, Antoine Berry. 

En cours de finalisation. 
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II. NOUVELLES OPTIONS THÉRAPEUTIQUES POUR LE TRAITEMENT DU 
PALUDISME NON COMPLIQUÉ À P. FALCIPARUM 

Depuis leur introduction au Cambodge, les CTA ont participé à diminuer considérablement la 

prévalence du paludisme. Cependant, la forte pression médicamenteuse exercée sur les parasites a 

conduit à l’émergence de résistances contre toutes les molécules utilisées ces vingt dernières années. 

Les données de surveillance de l’efficacité de l’AS-MQ présentées précédemment (partie 2- I.A) ont 

montré une résurgence de la résistance à cette combinaison. Il est donc primordial de tester de 

nouveaux composés capables de remplacer efficacement l’AS-MQ au Cambodge en cas 

d’augmentation du nombre d’échecs thérapeutiques. Peu de molécules ayant terminé leur phase de 

développement pharmaceutique sont aujourd’hui disponibles pour remplacer les CTA actuelles. Cette 

partie a étudié l’efficacité de plusieurs traitements alternatifs sur les parasites multi-résistants 

présents au Cambodge.  

 

 A. Efficacité de l’artésunate-pyronaridine associée à une dose unique de 
primaquine pour le traitement des infections non compliquées à P. falciparum 
au Cambodge 

1.  Introduction  

L’OMS a recommandé l’utilisation du Pyramax (AS-PYR) associé à une dose unique de PQ dans les 

zones de multi-résistance aux antipaludiques comme l’Asie du Sud Est. Au Cambodge, l’AS-PYR a 

d’abord été testée seule en 2014-2015 à l’Ouest du Cambodge (252). L’efficacité de cette combinaison 

était alors inférieure au seuil de 90% de de réponse clinique et parasitologique adéquate (ACPR) à jour 

42 (corrigé par PCR) recommandé par l’OMS. Le travail ci-après rapporte l’efficacité de l’AS-PYR 

associé à une dose unique de PQ à l’Est (article 1) et à l’Ouest du Cambodge (article 2). Les deux études 

présentées décrivent l’efficacité clinique de ce traitement, ainsi que la prévalence des principaux 

marqueurs moléculaires de résistance au Cambodge (K13, Pm2/3 et Mdr1). La susceptibilité des isolats 

à la PYR a aussi été observée pour les échantillons collectés à l’Est du Cambodge. Ces deux études 
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ont été réalisées en collaboration avec le « National Center for Parasitology, Entomology and 

Malaria » (CNM, Cambodge) et l’OMS. Toutes les données moléculaires et in vitro ont été générées à 

l’Institut Pasteur du Cambodge.  

2. Discussion/conclusion 

L’efficacité de l’AS-PYR associée à une dose unique de PQ sur les infections non compliquées à P. 

falciparum à jour 42 était supérieure à 95% aussi bien à l’Est (Ratanakiri et Mondulkiri) qu’à l’Ouest 

du Cambodge (Kampong Speu et Pursat). L’article 2 confirme aussi l’efficacité du traitement sur les 

infections à P. vivax à l’Ouest du Cambodge. Ces résultats sont largement au-dessus du seuil 

d’efficacité de 90% d’ACPR à jour 42 fixé par l’OMS, et valident ainsi l’AS-PYR + PQ comme possible 

traitement de première ligne au Cambodge. La grande majorité des échantillons collectés au cours de 

ces deux études étaient K13-mutants et Pm2-amplifiés. Ces études ont en effet été en 2017-2018, 

juste après la réintroduction de l’AS-MQ. Les parasites présentaient donc toujours un génotype de 

résistance à la DHA-PPQ. L’AS-PYR + PQ était efficace même sur ces souches multi-résistantes. De plus, 

aucune baisse de sensibilité à la PYR en lien avec les marqueurs moléculaires de résistance n’a été 

observée in vitro (article 1). Une première étude avait été réalisée en 2014-2015 à l’Ouest du 

Cambodge en testant seulement l’AS-PYR sans PQ sur les infections non compliquées à P. falciparum. 

L’efficacité du traitement était alors nettement moins importante (88% d’ACPR à jour 42 dans 

l’ensemble des provinces étudiées).  

La PQ pourrait jouer un rôle important dans l’efficacité de ce traitement, en l’augmentant de près de 

10%. La PQ est capable de bloquer la transmission du parasite de l’Homme au moustique pendant 

plusieurs jours après traitement, mais son action sur les formes asexuées n’a toutefois jamais été 

démontrée. Les paramètres pharmacocinétiques de la PQ n’ont pas été étudiés ; il est également 

possible que des variations interindividuelles du niveau de PQ aient eu un impact sur l’efficacité de la 

molécule. 
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L’efficacité de l’AS-PYR + PQ observée au Cambodge est similaire à celles observée en Afrique, où les 

parasites sont sensibles aux CTA (229,253–255). La bonne efficacité de l’AS-PYR + PQ a aussi été 

récemment démontrée au Vietnam (227).  Cela confirme l’absence d’impact des profils de résistance 

circulant au Cambodge sur l’efficacité de cette combinaison, renforçant son intérêt comme traitement 

de première intention.  

En conclusion, l’AS-PYR + PQ remplit les conditions d’efficacité et de sûreté recommandées par l’OMS 

pour son utilisation comme traitement de première ligne, et demeure à ce jour la seule nouvelle 

option thérapeutique capable de remplacer l’AS-MQ au Cambodge.  

3. Articles  

Article 1: 

Efficacy and Safety of Pyronaridine-Artesunate plus Single-Dose Primaquine for Treatment of 

Uncomplicated Plasmodium falciparum Malaria in Eastern Cambodia 

Rithea Leang, Melissa Mairet-Khedim, Huch Chea, Rekol Huy, Nimol Khim, Denis Mey Bouth, Maria 

Dorina Bustos, Pascal Ringwald, Benoit Witkowski 

Antimicrobial Agents and Chemotherapy 2019 ; 63(3):e02242-18. DOI: 10.1128/AAC.02242-18 

Article 2:  

Efficacy and Safety of Pyronaridine-Artesunate plus Single-Dose Primaquine for the Treatment of 

Malaria in western Cambodia 

Rithea Leang, Nimol Khim, Huch Chea, Rekol Huy, Melissa Mairet -Khedim, Denis Mey Bouth, Maria 

Dorina Bustos, Pascal Ringwald, Benoit Witkowski  

Antimicrobial Agents and Chemotherapy 2019 ; 63(10):e01273-19. DOI: 10.1128/AAC.01273-19 
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 B.  Action de la ferroquine in vitro sur des isolats multi-résistants collectés 
au Cambodge 

1. Introduction 

La FQ est une molécule dérivée de la CQ synthétisée dans les années 1990. Elle représente un intérêt 

certain en tant que nouvel antipaludique puisque c’est l’une des seules molécules pour laquelle la 

résistance n’a pas pu être induite par pressions répétées chez P. falciparum in vitro.  Plusieurs études 

ont démontré son efficacité sur des souches CQ-résistantes (256). La FQ a été testée cliniquement en 

association avec l’AS. Cette combinaison a été bien tolérée et cliniquement efficace sur les infections 

à P. falciparum en Afrique (257). Cependant, l’efficacité de la FQ sur des isolats multi-résistants n’avait 

jamais été étudiée. Une étude clinique de phase 2 est en cours au Vietnam afin de confirmer 

l’efficacité de l’OZ439-FQ en zone de multi-résistance. Le travail ci-après a visé à étudier l’impact de 

la FQ sur la susceptibilité d’isolats cambodgiens présentant différents haplotypes de résistance à l’ART, 

PPQ et MQ (polymorphismes du gène K13, amplification des gènes Pm2/3 et Mdr1).  

2. Discussion/conclusion  

Cette étude a démontré l’efficacité de la FQ sur les différents haplotypes de résistance observés au 

Cambodge (K13-mutants présentant une seule copie des gènes Mdr1 et Pm2/3, K13-mutants 

présentant plusieurs copies du gène Mdr1, et K13-mutants Pm2/3-amplifiés). Pour tous ces groupes, 

la CI50 médiane de la FQ était inférieure à 20 nM. Les génotypes de résistance étaient associés à la 

résistance phénotypique des souches testées : comme attendu, les parasites K13-mutants étaient 

résistants à l’ART, les parasites Pm2/3-amplifiés résistants à la PPQ, et les parasites Mdr1-amplifiés 

résistants à la MQ. Des différences minimes mais significatives ont été observées entre les 

susceptibilités des différents groupes à la FQ. Les parasites K13-mutants étaient légèrement moins 

sensibles à la FQ que les parasites K13-sauvages. L’amplification des gènes Pm2/3 semblait exacerber 

la tolérance des parasites K13-mutants à la FQ. Les parasites K13-mutants Mdr1-amplifiés étaient de 

façon inverse plus sensible à la FQ. Une légère corrélation positive a pu être observée entre les CI50 de 

la FQ et celles de la PPQ, ainsi qu’une corrélation négative entre les CI50 de la FQ et de la MQ. Ces 
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résultats peuvent être expliqués par la similarité structurale de la PPQ et de la FQ, appartenant toutes 

les deux à la famille des amino-4-quinoléines.  On ne peut cependant pas parler de résistance croisée 

entre la PPQ et la FQ, les parasites testés étant tous sensibles à la FQ malgré les faibles variations 

observées entre les différents groupes. De plus, l’ordre de grandeur des CI50 observé dans cette étude 

était similaire à celui observé en Afrique (258,259), où les parasites sont sensibles aux CTA. Cette étude 

confirme donc l’efficacité de la FQ sur les parasites multi-résistants cambodgiens in vitro.  

3. Article 

In vitro activity of ferroquine against artemisinin-based combination therapy (ACT)-resistant 

Plasmodium falciparum isolates from Cambodia 

Mélissa Mairet-Khedim, Flore Nardella, Nimol Khim, Saorin Kim, Nimol Kloeung, Sopheakvatey Ke, 

Chhayleang Kauy, Rotha Eam, Chanra Khean, Alain Pellet, Didier Leboulleux, Rithea Leang , Pascal 

Ringwald, Jean Christophe Barale, Didier Leroy, Didier Menard and Benoit Witkowski 

J. Antimicrob. Chemother. 2019;74(11):3240–3244. DOI :10.1093/jac/dkz340 
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 C.  Résistance clinique et in vitro de P. falciparum à l’artésunate-
amodiaquine au Cambodge  

1. Introduction 

L’ASAQ (ASAQ Winthrop®) est l’une des cinq CTA de première ligne recommandées par l’OMS. Son 

utilisation a été validée en 2008, et est aujourd’hui enregistrée dans 33 pays (Afrique centrale, Afrique 

de l’Ouest et Colombie) (260). Cette combinaison a largement contribué à la diminution de prévalence 

du paludisme en Afrique depuis son introduction. Elle présente l’avantage d’être la moins chère des 

CTA distribuées par le Global Fund et les partenaires du secteur public (260). L’efficacité clinique de 

ce traitement a été validée dans de nombreux pays, malgré une grande variation observée entre les 

résultats des différentes études (261). En Asie du Sud-Est, seul le Vietnam a déjà testé cliniquement 

ce traitement, avec 98% d’efficacité (262,263).  

L’étude présentée ci-après a été réalisée en 2016-2017. Elle a eu pour but d’étudier l’efficacité de 

l’ASAQ + PQ au Cambodge sur des infections non compliquées à P. falciparum. Il a en effet été supposé 

que l’ASAQ pourrait être efficace sur les parasites multi-résistants cambodgiens, l’AQ n’ayant été que 

très peu utilisée en Asie du Sud-Est. De plus, aucune étude n’a fait état de la résistance à l’AQ au 

Cambodge. Certains polymorphismes dans le gène Mdr1 (principalement N86Y) ont cependant été 

associées à la résistance à l’AQ en Afrique et en Amérique du Sud (264). Il était donc intéressant 

d’observer la susceptibilité des parasites du Cambodge à cette combinaison, et d’identifier les 

marqueurs moléculaires de résistance associés à des potentiels échecs thérapeutiques. Cette étude a 

aussi permis de mettre au point un nouveau test phénotypique d’évaluation de la susceptibilité à l’AQ 

basé sur le PSA, plus adapté que la méthode conventionnelle de détermination de la CI50. 
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2. Conclusion/discussion 

L’efficacité clinique de l’ASAQ observée au cours de cette étude (% ACPR à jour 28, corrigé par PCR) 

était de 81%. Les échecs tardifs étaient tous dus à des recrudescences, observées entre les jours 21 et 

28 de traitement. Le haut pourcentage d’échecs thérapeutiques observé s’explique principalement 

par la résistance à l’AQ. Ce résultat était inattendu compte tenu de l’utilisation restreinte de ce 

composé au Cambodge depuis les années 1990. Les 63 isolats collectés étaient tous K13-C580Y, donc 

résistants à l’ART. 85,7% de ces isolats présentaient une amplification des gènes Pm2/3, mais aucun 

n’était Mdr1-amplifié. La CI50 moyenne de l’AQ observée pour les 63 isolats par test isotopique 

d’incorporation d’hypoxanthine tritiée était de 174,5 nM, bien plus haute que les valeurs 

précédemment observées en Afrique (265–267). Cependant, cette technique ne permettait pas de 

discriminer suffisamment les échecs des ACPR (CI50 médiane de 193 nM pour les recrudescences et 

165 nM pour les ACPR à jour 28). Un autre test phénotypique a pour cela été développé : l’AQSA 

(Amodiaquine Survival Assay). Ce test de survie se base sur le même protocole que le PSA. La médiane 

de survie parasitaire avec l’AQSA était de 23,5%. Une forte corrélation positive a pu être observée 

entre les susceptibilités à l’AQ obtenues par AQSA et par test isotopique. Cependant, l’AQSA 

permettait de mieux discriminer les ACPR des échecs cliniques (13,3% de survie pour les ACPR, 64% 

de survie pour les recrudescences).  Le seuil de résistance associé à un risque de survenue d’échec 

clinique a été fixé à >44% de survie par AQSA, cette valeur représentant le meilleur compromis 

sensibilité/spécificité. Ce seuil de résistance a ensuite été utilisé pour réaliser une étude moléculaire 

permettant d’identifier un ou plusieurs marqueurs associés à la résistance à l’AQ par séquençage du 

génome complet. En premier lieu, la présence de marqueurs moléculaires de résistance à l’AQ 

précédemment identifiés en Afrique (Mdr1 N86Y/Y184F/D1246Y) et en Amérique du Sud (Mdr1 

S1034C, N1042D and D1246Y) a été recherchée. Aucun des isolats cambodgiens collectés au cours de 

cette étude ne présentait ces marqueurs. L’amplification des gènes Pm2/3 n’impactait pas non plus la 

susceptibilité à l’AQ. En revanche, les mutations Y184F/S784L/R945P dans le gène Mdr1 ont été 

associées à la résistance à l’AQ par AQSA. La quasi-totalité des isolats présentaient un fond génétique 



 
 

148 
 

Dd2 du gène Crt. 85,9% des isolats présentaient des mutations additionnelles dans le gène Crt. La 

plupart de ces mutations (T93S majoritaire) n’avaient pas d’impact sur la susceptibilité à l’AQ. En 

revanche, les mutations G353V et F145I associées à la résistance à la PPQ étaient significativement 

associées à la susceptibilité accrue des parasites à l’AQ.  

En Afrique, les polymorphismes N86Y-Y184F-D1246Y du gène Mdr1 sont sélectionnés par la LM et 

semblent sensibiliser les parasites à l’AQ (268). Cette observation a encouragé le développement 

d’une triple combinaison AS-LM-AQ. Aucun polymorphisme associé à des variations de susceptibilité 

à l’AQ en Afrique n’ayant été identifié dans cette étude, cette triple-combinaison semble donc 

possiblement inadaptée au Cambodge.  

Cette étude a cependant été réalisée sur un petit nombre de patients, et sur une durée de 28 jours. 

Un plus grand nombre d’échantillons sont actuellement testés en AQSA à l'Institut Pasteur du 

Cambodge, afin d’affiner la recherche de marqueurs moléculaires de résistance à l’AQ.  

En conclusion, ces résultats ne satisfont pas les critères de validation des CTA par l’OMS. L’ASAQ n’est 

donc pas un traitement adapté pour le traitement des infections à P. falciparum au Cambodge. Les 

raisons de l’émergence de la résistance à l’AQ au Cambodge restent inconnues. L’utilisation massive 

de la CQ pourrait avoir favorisé la sélection de clones AQ-résistants. Grâce au développement de 

l’AQSA, le profil moléculaire de résistance à l’AQ des parasites cambodgiens a pu être observé et 

s’avère être différent de celui des parasites africains. L’AQSA pourrait aussi être utilisé en Afrique pour 

évaluer la surveillance de l’efficacité de l’ASAQ.  
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 3. Article 

Clinical and in vitro resistance of Plasmodium falciparum to artesunate-amodiaquine in Cambodia 

Melissa Mairet-Khedim, Rithea Leang, Camille Marmai, Nimol Khim, Saorin Kim, Sopheakvatey Ke, 

Chhayleang Kauy, Nimol Kloeung, Rotha Eam, Sophy Chy, Brigitte Izac, Denis Mey Bouth, Maria Dorina 

Bustos, Pascal Ringwald, Frederic Ariey, Benoit Witkowski 

Article soumis dans le journal « Clinical Infectious Diseases », en cours de réponse après revue.  
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Figure 1 
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Figure 2
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Figure 3
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Figure 4  
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Figure 5 
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Figure 6 
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III. ÉTUDE DU MÉCANISME DE RÉSISTANCE A L’ARTÉMISININE  

1. Introduction 

La découverte de l’ART, récompensée par le Prix Nobel de physiologie ou médecine en 2015, a été 

l’avancée majeure réalisée au cours du XXème siècle pour la lutte contre le paludisme. Les CTA ont 

participé à réduire la prévalence mondiale du paludisme de 37% entre 2010 et 2015 (269). Bien 

qu’ayant une demi-vie très courte, l’ART et ses nombreux dérivés semi-synthétiques sont 

extrêmement actifs (rapidité d’action et dose), en faisant la classe d’antipaludique majeure de 

l’arsenal chimio-thérapeutique.  

L’émergence de souches résistantes à l’ART à la frontière Thaïlande/Cambodge en 2006 (43), et leur 

diffusion en Asie du Sud-Est (45) représentent cependant une menace pour l’élimination du 

paludisme. Aucune autre molécule n’est à l’heure actuelle en mesure de remplacer l’ART dans le cas 

où la résistance viendrait à diffuser massivement, notamment en Afrique.  

Le mécanisme de résistance à l’ART a largement été exploré au cours des dix dernières années. 

Certains polymorphismes dans le gène K13 ont été associés avec la résistance à l’ART d’isolats collectés 

en Asie du Sud Est (caractérisée par un retard de clairance et une augmentation des échecs 

thérapeutiques) (120,121). Les mécanismes biologiques impliqués dans cette résistance sont 

complexes. Il est admis que les parasites résistants à l’ART ont la capacité de mettre leur métabolisme 

en dormance au stade très jeune ring pour déjouer l’action de l’ART (118,126). Ils présentent aussi 

une capacité de réponse et de réparation améliorée face au stress oxydatif et à l’alkylation générés 

par l’ART (123,124). Plus récemment, il a été montré que l’import d’hémoglobine au sein des parasites 

résistants était diminué afin de minimiser l’activation de l’ART (135,136). 

Tous ces mécanismes ont été en partie associés au gène K13, mais font nécessairement intervenir 

d’autres acteurs (129,132,133). La résistance à l’ART a en effet déjà été observée en l’absence de 

mutation dans le gène K13 (140). De plus, pour une même mutation dans ce gène, les niveaux de 

résistance observés par RSA variaient considérablement (120,121). Enfin, plusieurs études 
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transcriptomiques ont mis en évidence une régulation complexe de nombreux gènes au sein des 

parasites résistants à l’ART (124,126,270). Le rôle de ces différents acteurs dans la résistance n’a 

cependant jamais été précisé et ces gènes ne sont pas utilisés pour la surveillance de la résistance à 

l’ART (120,139,270). 

Cette partie vise à comprendre les mécanismes indépendants ou additionnels au gène K13, impliqués 

dans la résistance à l’ART.  

Le phénotype de résistance d’échantillons K13-sauvages collectés au Cambodge a d’abord été évalué 

par RSA0-3h afin de déterminer si une sélection de souches ART-résistantes pouvait être observée au 

Cambodge indépendamment de K13. En parallèle, un isolat K13-C580Y fraichement collecté a été 

adapté en culture pendant 8 mois en l’absence d’ART, puis remis sous pressions successives d’ART. 

L’évolution de la susceptibilité de cette souche à l’ART a été mesurée tout au long du cycle 

dérive/culture pendant plus d’un an. Les transcrits de la souche initiale (isolat non adapté en culture), 

de la souche à la fin de la période de dérive, et de la souche à la fin de la période de pression ont 

ensuite été comparés par « Single Cell RNA sequencing » (en collaboration avec les Dr. Anthony 

RUBERTO & Anthony BOUILLON, Institut Pasteur de Paris). La combinaison de la culture au long terme 

et de l’étude transcriptomique pourrait permettre d’identifier de nouveaux acteurs impliqués dans la 

résistance à l’ART. Cette étude est en cours et les résultats présentés notamment sur l’analyse 

transcriptomique sont préliminaires.  

2. Méthodes 

a) Évaluation de la sensibilité à l’ART des isolats K13-sauvages  

Les échantillons sanguins de patients infectés par P. falciparum ont été prélevés dans le cadre de 

différentes études d’efficacité thérapeutique réalisées au Cambodge entre 2012 et 2019 et 

cryopréservés. La région codant pour le domaine hélice du gène K13 a été séquencée par méthode 

Sanger, comme précédemment décrit (120). Les échantillons présentant un génotype K13-sauvage 

ont été rétrospectivement décongelés et adaptés en culture selon la méthode précédemment décrite 
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(116). La susceptibilité de ces échantillons à l’ART  a été déterminée par RSA0-3h (116). Le pourcentage 

de survie parasitaire a été déterminé par ratio entre la parasitémie de l’échantillon exposé à la DHA 

rapportée à la parasitémie dans l’échantillon contrôle après 72h de culture. Un pourcentage de survie 

supérieur à 1% en RSA0-3h a été le référentiel pour caractériser ces souches comme résistantes à l’ART. 

b) Souche « initiale » P. falciparum utilisée pour la dérive en culture 

Le sang du patient infecté a été prélevé le 13 mars 2017, à 25 jours après traitement avec la DHA-PPQ, 

correspondant à la date de l’échec thérapeutique. Le sang infecté a été reçu à l'Institut Pasteur du 

Cambodge (Phnom Penh) 24 heures après prélèvement. Une partie des parasites a directement été 

adaptée en culture (cet échantillon a été appelé « INITIAL »), et l'autre partie a été cryo-conservée 

dans de l'azote liquide. Le gène K13 a été séquencé, et l'haplotype mutant C580Y a été confirmé. La 

souche a aussi été identifiée comme étant monoclonale.  

c) Génération des souches « dérive » et « pression » par culture in vitro  

L'isolat « INITIAL » a été maintenu en culture pendant 8 mois selon les méthodes standard 

précédemment décrites (116). Une fois par mois au cours de cette période, la susceptibilité de la 

souche à la DHA a été évaluée par RSA0-3H (116). À chaque mesure, un échantillon sanguin a été 

conservé dans l'azote liquide. La souche parasitaire obtenue après les 8 mois de dérive en culture a 

été nommée « DÉRIVE ». Les parasites ont ensuite été maintenus en culture mais ont cette fois été 

exposés à 700 nM de DHA au moins une fois par mois pendant une période de 5 mois en suivant la 

méthode du RSA0-3h. La souche exposée à la DHA a chaque fois été remise en culture après le test. La 

souche parasitaire obtenue après cette période de pression de DHA a été appelée "PRESSION". 

d) Enrichissement des parasites au stade rings avec la Streptolysine O 

Les souches INITIAL, DÉRIVE et PRESSION ont été rétrospectivement décongelées et adaptées en 

culture dans 800 μL de sang frais (fourni par la banque du sang de Phnom Penh). Après multiplication 

des parasites jusqu’à 5% de parasitémie, les trophozoïtes et les schizontes ont été éliminés par lyse 

osmotique avec 5% de D-sorbitol pour ne conserver que les stades rings. 36 heures après, les 
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schizontes ont été collectés en utilisant un gradient de densité de 75% de Percoll, et remis en culture 

pendant 3 heures avec 200 μL de sang frais pour obtenir les rings 0-3 heures post invasion (0-3h p.i). 

Les parasites ont ensuite été synchronisés au D-sorbitol 5% afin d’éliminer les schizontes restants, et 

lavés une fois avec du RPMI 1640 (ThermoFisher Scientific, Singapour). 800 unités de streptolysine O 

(SLO, Sigma-Aldrich, Singapour) ont ensuite été ajoutées à 200 μL de culot sanguin (la SLO a été activée 

avec 10mM de dithiothréitol (DTT) pendant deux heures à 37°C). La suspension a été maintenue six 

minutes à température ambiante sous agitation manuelle et lavée deux fois avec du RPMI 1640. Le 

culot obtenu après lyse contenait une grande majorité de globules rouges infectés par des rings 0-3h 

p.i, mais aussi quelques gamétocytes et fantômes de globules rouges. Un gradient de Percoll 75% a 

été par la suite réalisé pour éliminer les fantômes de membrane et les schizontes résiduels. Un frottis 

sanguin a été effectué pour évaluer l'enrichissement final.  

e) Traitement des parasites enrichis à la DHA 

Les rings 0-3h p.i enrichis des souches INITIALE, DÉRIVE et PRESSION ont été exposés à 700 nM de DHA 

ou diméthylsulfoxide (DMSO, solvant de la DHA utilisé comme témoin sans médicament) sans dilution 

préalable. Après 6 heures d'exposition, les parasites ont été lavés avec du RPMI et une suspension 

contenant environ 1000 globules rouges infectés/μL a été préparée dans du RPMI contenant 0,5% de 

BSA pour chaque condition. Cette suspension a été utilisée pour le tri cellulaire. 

En parallèle, les parasites enrichis des souches INITIAL, DÉRIVE et PRESSION ont également été testés 

en RSA0-3h en partant de 1% de parasitémie initiale (après dilution avec du sang frais). Les parasites ont 

été exposés au DMSO ou à 700 nM de DHA pendant 6 heures. Après lavage, les parasites ont été remis 

en culture dans un milieu complet pendant 66 heures. Le pourcentage de survie de chaque souche 

après exposition à la DHA a ensuite été évalué par énumération de 10000 globules rouges via un frottis 

sanguin coloré au Giemsa. 
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f) Préparation des librairies « single cell » et séquençage des ARN  

Avant le tri unicellulaire, les globules rouges ont été dilués à environ 1000 globules rouges/μL dans du 

RPMI 1640 contenant 0,5% de BSA afin de minimiser l'apparition de doublets. 12000 globules rouges 

ont ensuite été déposés sur une Puce B contenant des GEMs 10X V3 (Gel Beads-in-emulsion) et un 

master mix afin de générer des bibliothèques de cellules individuelles à code-barres. Pour minimiser 

la lyse de globules rouges par stress osmotique pendant le processus de tri (se faisant dans de l’eau 

pure), nous avons modifié le protocole par usage de RPMI 1640. Les bibliothèques cellulaires ont 

ensuite été préparées selon le protocole recommandé par 10X Genomics et séquencées à l'aide d'un 

séquenceur Illumina XTen (Macrogen, Corée du Sud).

g) Alignement, attribution des codes-barres, et qualité des transcrits 

La qualité des séquences ARN obtenues a été confirmée en utilisant FASTQC (271). Les transcrits ont 

été pseudo-alignés aux transcrits de la souche 3D7 (PlasmoDB.org, version 44) grâce au logiciel Kallisto 

(v0.39.3), en utilisant les paramètres par défaut recommandés par le guide pour single-cell RNA-seq 

« kallisto bus » (https://www.kallistobus.tools/) (272). Les matrices comptées à partir des librairies 

ont été analysées via R (v 3.6.0) pour des analyses plus poussées.  

h) Filtre et normalisation  

Afin de filtrer les cellules sans GEMs et d’obtenir seulement les séquences dérivées de rings, nous 

avons utilisé la fonction « emptyDrops » (273) avec un seuil de « fausse découverte » de 0,0001, et 

une taille de cellule minimum de 100 « identifiants moléculaires uniques » (UMIs).  Les matrices 

énumérées ont été lues via Seurat (v3.1.0; https://github.com/satijalab/seurat), en excluant les gènes 

qui n’étaient pas exprimés dans au moins 0,5% du total des rings détectés dans chaque condition.  Afin 

de déterminer le nombre de doublets, les rings présentant une déviation absolue de la médiane (MAD) 

>3 ont été exclus ainsi que les cellules avec un total de gènes uniques <2 MAD. Les matrices de 

données filtrées ont été combinées. Les combinaisons de données ont été normalisées via la fonction 

LogNormalize (Seurat). Le nombre de gènes compté pour chaque cellule a été divisé par le nombre 
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total de gènes, et multiplié par un facteur 1000. Ce nombre a ensuite été transformé en natural-log 

en utilisant log1p. Les caractéristiques hautement variables (HVFs) ont été détectées en utilisant la 

fonction « FindVariableFeatures » avec le paramètre suivant : selection.method = "vst", nfeatures = 

440. 

i) Réduction dimensionnelle et populations de rings  

Après normalisation, l’échelle des données a été adaptée. Une analyse par réduction (« principal 

component analysis » (PCA) et « Uniform Manifold Approximation and Projection » (UMAP)) a été 

réalisée afin de faciliter la visualisation des différents groupes de gènes. Une approche non-supervisée 

a ensuite été utilisée pour identifier différents groupes de cellules. Un graphique « shared nearest 

neighbor » (SNN) a d’abord été construit en utilisant la fonction FindNeighbours (Seurat) avec les 

paramètres suivants : reduction = "pca", dims = 1:10, k = 20. Après optimisation de la modularité du 

graphique SNN par algorithme Louvain, les différents groupes de cellules ont été identifiés via la 

fonction FindClusters (Seurat), avec une résolution de 0,3. À cette résolution, 6 groupes de cellules 

ont pu être identifiés. L’expression de gènes au sein de chaque groupe a ensuite été déterminée.  

j) Analyse de l’expression différentielle de gènes  

Afin de révéler les gènes enrichis dans chaque groupe, la fonction FindAllMarkers (Seurat) a été 

utilisée suivant les paramètres : only.pos = F, min.pct = .50, logfc.threshold = 0.1, min.diff.pct = .1, 

test.use = "wilcox". Les gènes n’étant pas exprimés dans au moins 50% de toutes les cellules dans un 

groupe donné n’ont pas été considérés.  

k) Enrichissement fonctionnel des mécanismes biologiques 

Les gènes identifiés ont été entrés dans PlasmoDB. Une analyse de l’ontologie de gènes (GO) a été 

réalisée en utilisant les gènes différemment surexprimés ou sous-exprimés (p.adj< 0,05). Les 

processus biologiques identifiés ont ensuite été téléchargés sur REVIGO (un outil bio-informatique en 

ligne qui liste l’ontologie de gènes) (274). Les termes redondants ont été supprimés. L'analyse du 
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réseau des processus biologiques a été visualisée à l'aide de la fonction « interactive graph » sur le 

site Web de REVIGO. 

2. Résultats 

a) Prévalence des isolats K13-sauvages au Cambodge de 2012 à 2019  

La susceptibilité à l’ART de 134 isolats K13-sauvages collectés de 2012 à 2019 a été testée en RSA0-3h. 

Les RSA ont été effectués deux fois pour chaque isolat trouvé résistant. Six échantillons présentaient 

un taux de survie supérieur à 1% (points rouges, figure 27), représentant 4,5% du total des échantillons 

K13-sauvages collectés de 2012 à 2019. La moyenne de survie des échantillons résistants était de 

6,62% [1,65 – 25,33]. Les taux de survie moyens par année ont été comparés par test de Mann 

Whitney et aucune différence significative entre les groupes n’a été observée. Ces échantillons 

résistants ont été collectés dans les provinces de Kampong Thom (centre), Kampong Speu (Ouest), 

Mondulkiri, Ratanakiri et Stung Treng (Est). L’absence de mutation dans la région BTB-POZ du gène 

K13 a aussi été confirmée pour les 6 échantillons K13-sauvages résistants à l’ART. 

Figure 27 : Evolution de la susceptibilité des isolats K13-sauvages collectés au Cambodge de 2012 à 
2019. Les points rouges sont les isolats considérés résistants à l’ART (seuil de résistance fixé à 1%). Les barres 
correspondent à la moyenne ainsi que l’écart type de la moyenne des pourcentages de survie pour chaque 
groupe. 
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b) Evolution de la susceptibilité à l’ART de l’isolat INITIAL au cours de la dérive en culture  

La souche INITIALE correspond au premier RSA0-3h effectué après adaptation de l’isolat frais prélevé 

du patient. L’échantillon INITIAL était K13-C580Y, monoclonal, et présentait un taux de survie en RSA 

de 37%.  

L’échantillon DÉRIVE obtenu à la fin de la période d’adaptation de 242 jours sans exposition à la drogue 

présentait toujours la mutation K13-C580Y, mais présentait un taux de survie de 0,64% (inférieur au 

seuil de résistance à l’ART). La baisse de susceptibilité de la souche INITIALE à la DHA a été très rapide 

pendant les deux premiers mois de culture, puis plus lente ensuite.  

Dès les premières expositions à 700 nM de DHA (à partir du jour 221), la tolérance de l’isolat à l’ART a 

augmenté jusqu’à atteindre 12% de survie après deux mois sous pressions médicamenteuses 

successives. Du jour 260 au jour 399 (dernier jour de culture), le taux de survie de la souche oscillait 

entre 10 et 15%. La susceptibilité à la DHA de la souche PRESSION (au dernier jour de culture) était de 

11% en RSA (figure 28).  

Figure 28 : Evolution de la susceptibilité de l’isolat INITIAL à l’ART pendant la dérive en culture. La 
souche INITIALE a été cultivée pendant 221 jours en l’absence de DHA (ligne noire), puis pendant 178 jours sous 
expositions répétées d’ART (700 nM de DHA pendant 6 heures), suivant le protocole du RSA0-3h (ligne rouge). La 
présence de la mutation K13-C580Y a été vérifiée pour les souches INITALE, DÉRIVE et PRESSION (étoile). 
L’évolution de la susceptibilité à la DHA a été mesurée environ tous les mois par RSA0-3h au cours de la dérive en 
culture (points noirs) et de la mise sous pression (carrés rouges).  
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c) Enrichissement des souches INITIALE, DÉRIVE et PRESSION au stade ring 0-3h p.i. 

Une suspension de rings 0-3h p.i a été préparée pour les souches INITIALE, DÉRIVE et PRESSION ainsi 

que pour un isolat cambodgien contrôle K13-sauvage. Cette suspension a été enrichie en globules 

rouges infectés par lyse à la SLO. La parasitémie en ring 0-4h p.i obtenue après enrichissement pour 

la souche contrôle K13-sauvage était de 48%. Les parasitémies obtenues pour les souches INITIALE, 

DÉRIVE et PRESSION étaient respectivement de 42, 71 et 67% (figure 29). Quelques gamétocytes qui 

n’ont pas pu être éliminés au cours des différentes étapes d’enrichissement ont été observés dans 

chacune des cultures. Cependant, leur proportion était inférieure à 1%. La proportion de globules 

rouges infectés par plusieurs rings était d’environ 50% pour chaque condition.  

Figure 29 : souche PRESSION après enrichissement à la SLO. 

d) Susceptibilité des souches INITALE, DÉRIVE et PRESSION après enrichissement 

Les cultures obtenues ont été exposées à 700 nM de DHA ou DMSO pendant 6 heures, sans dilution 

préalable (figure 30). Afin d’évaluer l’impact des étapes d’enrichissement sur la susceptibilité des 

parasites à l’ART, un RSA0-3h a été réalisé en parallèle pour chaque culture enrichie ajustée à 1% de 

parasitémie par ajout de globules rouges non-infectés. Les taux de survie des souches INITIALE, DÉRIVE 

et PRESSION en RSA0-3h étaient respectivement de 40%, 4,4% et 22,4%. Les taux de croissance (rapport 



 
 

190 
 

des parasitémies DMSO / avant exposition x100) des souches INITIALE, DÉRIVE et PRESSION étaient 

respectivement de 3,58%, 3,53% et 7,15%. 

Figure 30 : Susceptibilité des parasites à la DHA après enrichissement, évaluée par RSA0-3h. 
Après 6 heures d’exposition à la DHA, une suspension cellulaire non diluée a été préparée pour chaque condition 
a été triée par la technique 10X genomics décrite dans la partie méthodes.  En parallèle, cette même suspension 
enrichie a été diluée avec du sang frais afin de réduire la parasitémie à près de 1%. Un RSA0-3h a ensuite été 
réalisé dans les conditions standard sur les souches INITALE, DÉRIVE et PRESSION.  
 

e) Analyse transcriptomique après tri monocellulaire des souches INITIALE, DÉRIVE et 

PRESSION 

Après enrichissement à la SLO, les échantillons INITIAL, DÉRIVE et PRESSION ont été exposés à 6h de 

DMSO ou DHA, puis analysés via la technique 10X genomics afin de séparer chaque cellule et d’en 

séquencer le contenu en ARN.  Une librairie de transcrits a ainsi pu être créée, et différents groupes 

de gènes ont pu être distingués pour chaque condition (figure 31-AB). Ces données sont préliminaires 

et les analyses encore incomplètes. Les données de l’échantillon contrôle K13-sauvage n’ont pas été 

présentées en raison de résultats non interprétables. Les analyses statistiques n’ont pas encore été 

réalisées.  

Six groupes de parasites ont été identifiés par étude transciptomique après traitement au DMSO ou à 

la DHA. Tous les parasites exprimaient les gènes du groupe 0 (rose) seulement après exposition à la 

DHA. Ce groupe semble donc être associé aux parasites morts ou mourants.  
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Des différences dans les groupes de gènes exprimés par les souches INITIALE, DÉRIVE et PRESSION ont 

aussi été observées. Si l’on prend en compte uniquement la condition DMSO, le nombre de parasites 

du groupe 2 (vert foncé) a été fortement réduit par la dérive en culture, et augmenté de nouveau 

après mise sous pression. Ce groupe semble donc être associé à la résistance phénotypique à l’ART. 

Les parasites DÉRIVE présentent un nouveau groupe de parasites (groupe 3, bleu), qui n’est quasiment 

pas observé chez les parasites INITIAL et PRESSION. Les nombre de parasites du groupe 3 de 

l’échantillon DÉRIVE semble également diminué après traitement à la DHA.  

Une analyse préliminaire des mécanismes biologiques associés montre que le groupe 3 contient des 

parasites exprimant des gènes associés au métabolisme des médicaments, ainsi que des gènes 

associés à la phosphorylation (résultats non présentés). Il est cependant impossible de proposer une 

interprétation construite à ce stade de l’analyse. 
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Figure 31: A. Visualisation par réduction dimensionnelle des différents groupes de parasites des 
souches INITIALE, DÉRIVE et PRESSION après 6 heures de traitement au DMSO ou DHA – données 
préliminaires. UMAP : Uniform Manifold Approximation and Projection. B. Expression relative de 
chaque groupe (en nombre et proportion de parasites). 
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3. Discussion 

Cette étude a été réalisée dans le but de mieux comprendre l’implication de gènes additionnels à K13 

dans la résistance à l’ART.  

La présence d’isolats K13-sauvages résistants à l’ART au Cambodge démontre que le phénotype de 

résistance à l’ART n’est pas exclusivement associé à des mutations dans le gène K13. Ces isolats ont 

été observés dans une faible proportion (<5%), et présentaient pour la majorité un RSA inférieur à 

10% de survie. Des souches K13-sauvages résistantes à l’ART avaient déjà été observées dans une 

précédente étude au Cambodge, dans une proportion et un niveau de résistance similaires (140). 

Ces souches n’étaient pas associées à des échecs au traitement, bien qu’un tiers d’entre elles 

présentaient une amplification du gène Pm2 ou Mdr1. Leur sous-représentation ne permet pas 

d’analyser la relation génotype-clinique avec précision. 

Cette étude prouve néanmoins que la résistance à l’ART sans mutations dans le gène K13 est possible. 

Le séquençage du génome complet des six échantillons K13-sauvages résistants est en cours 

d’analyse. Il sera comparé à celui d’isolats K13-sauvages sensibles afin d’identifier des modifications 

génétiques potentiellement impliquées dans la résistance à l’ART. Une analyse phylogénétique 

permettra de déterminer si ces parasites proviennent d’un groupe de parasites K13-sauvages distinct. 

L’expérience de dérive-pression d’un isolat K13-C580Y a aussi permis de confirmer l’implication 

d’acteurs additionnels à K13 dans la résistance à l’ART. Cette longue période d’adaptation en culture 

a conduit à la perte du phénotype de résistance à l’ART de cet isolat. Ce phénomène avait déjà été 

décrit pour plusieurs antipaludiques incluant la DHA (275). La mutation C580Y dans le gène K13 a en 

revanche été conservée par l’isolat pendant toute la durée de l’expérience, montrant une stabilité 

importante de ce génotype. De précédentes études ont démontré un coût important de la résistance 

associée à la mutation C580Y sur le fitness des parasites (276,277). La perte du phénotype de 

résistance a aidé le parasite à réduire ce coût afin de faciliter sa croissance (comme le montre 

l’augmentation du taux de croissance parasitaire entre les souches INITIALE et PRESSION).  



 
 

194 
 

L’exposition de la souche DÉRIVE à la DHA a conduit à un regain rapide du phénotype de résistance. 

Pour un même profil K13 et un même fond génétique, les variations de susceptibilité à l’ART de cet 

échantillon étaient donc très importantes. Cela suggère l’implication de mécanismes de régulation 

génétiques et possiblement épigénétiques, faisant intervenir ou non le gène K13 en amont. 

Notre étude vise à compléter l’important travail déjà effectué pour décrire le transcriptome des 

parasites résistants à l’ART par techniques conventionnelles (études d’association pangénomiques 

(GWAS) et études d’association transcriptomiques (TWAS)). Rocamora et al. avaient aussi adopté une 

stratégie de culture au long terme, mais dans une logique inverse, en induisant la résistance de la 

souche 3D7 en culture. Cette étude avait identifié une surexpression de gènes impliqués dans les 

mécanismes de réparation (Unfolded Protein Response (UPR)) et dans la réponse au stress oxydatif 

des parasites devenus résistants, en l’absence de mutation dans le gène K13 (123). Ces résultats 

concordaient avec une précédente étude transcriptomique effectuée sur des parasites collectés dans 

la région du Grand Mékong, ayant aussi identifié l’importance de ces voies  biologiques dans la 

résistance à l’ART (124). Plus récemment, les niveaux de transcription de 325 gènes ont été identifiés 

comme étant associés à la résistance à l’ART de parasites collectés dans la région du Grand Mékong 

(270).  

Le cycle de dérive-pression a permis d’obtenir trois souches de même fond génétique, mais présentant 

des niveaux de résistance à l’ART significativement différents. La comparaison des transcriptomes de 

ces souches devrait apporter un éclairage important sur les mécanismes de régulation 

transcriptionnelle que subit une souche lorsqu’elle perd sa résistance, mais aussi sur la façon dont elle 

la regagne après remise sous pression. Nous avons pour cela utilisé la technique « 10X genomics », 

qui permet le séquençage de nouvelle génération des transcrits présent dans une cellule individuelle 

(single cell RNA sequencing). Cette méthode a l’avantage d’être hautement résolutive et capable 

d’identifier des différences minimes entre populations cellulaires, ou bien encore des populations 

cellulaires rares. Le protocole technique adapté à notre problématique a été validé. Le nombre de 
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cellules collectées, ainsi que la qualité des ARN et des séquences obtenues étaient satisfaisants. Les 

gènes potentiellement impliqués dans cette régulation sont en cours d’identification. Les candidats 

pourront par la suite être comparés à ceux identifiés au cours de précédentes études (123,124,270).  

Après analyse préliminaire des séquences ARN des souches INITIALE, DÉRIVE et PRESSION exposées 

ou non à la DHA, six groupes de parasites ont pu être identifiés. L’exposition à la DHA semblait moduler 

la répartition de ces groupes, pour les trois souches testées. Des différences de proportions au sein 

de ces différents groupes ont aussi pu être observées entre les souches INITIAL, DÉRIVE et PRESSION 

exposées au DMSO.  

L’analyse est maintenant orientée vers l’identification de modifications impliquées dans la perte de la 

résistance à l’ART entre les souches INITIALE et DÉRIVE. Les souches INITIAL et PRESSION semblent 

présenter un transcriptome similaire, puisqu’elles présentent un phénotype résistant à l’ART. 

Toutefois, la souche PRESSION (RSA = 10-20%) n’a jamais regagné la résistance de la souche INITIALE 

(RSA = 30-40%). Cette observation peut s’expliquer par un coût trop important d’un niveau de 

résistance élevé sur la croissance parasitaire. L’analyse transcriptomique en cours devrait permettre 

d’observer par quels mécanismes biologiques les parasites adaptés réduisent ce coût biologique. 

Si un ou plusieurs gènes venaient à être identifiés, il serait intéressant de les comparer avec les gènes 

potentiellement impliqués dans la résistance des parasites K13-sauvages. Il serait aussi pertinent de 

mesurer l’expression de ces gènes par qPCR pour d’autres parasites collectés au Cambodge mais aussi 

en Afrique. Leur association avec la résistance à l’ART devra ensuite être confirmée par édition du 

génome (modification de ces gènes candidats par CRISPR-Cas9 par exemple). 
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Conclusion générale  
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P. falciparum co-évolue avec l’Homme depuis environ 50000 ans (278). En interagissant avec ses hôtes 

(Homme et anophèle), le parasite est exposé à de nombreuses pressions environnementales (système 

immunitaire, compétition entre parasites, pression médicamenteuse, etc.). Sa survie et sa 

transmission nécessitent par conséquent un remodelage constant de son génome, lui permettant 

d’acquérir de nouveaux traits biologiques.  

En Asie du Sud-Est, une faible biomasse parasitaire a été massivement exposée aux thérapies 

antipaludiques depuis près d’un siècle. En conséquence, le parasite a développé des résistances à une 

longue liste de traitements, incluant les CTA. Le Cambodge est l’épicentre de l’émergence de ces 

résistances probablement en raison d’une combinaison de facteurs (forte exposition aux 

antipaludiques, grande majorité de souches monoclonales, hémoglobinopathies, taux de mutations 

important…). L’élimination de P. falciparum est envisageable en Asie du Sud-Est, néanmoins la 

problématique des résistances pourrait rendre cet objectif inatteignable. Il est donc absolument 

nécessaire de mettre en place des stratégies de surveillance et d’élimination des résistances.  

Nous avons montré que l’utilisation récente de l’AS-MQ au Cambodge a conduit à l’émergence de 

parasites résistants à cette combinaison, au détriment des parasites résistants à la DHA-PPQ qui 

tendent aujourd’hui à disparaitre. Malgré une efficacité encore satisfaisante de l’AS-MQ, un 

changement rapide des politiques de traitement pourrait permettre de limiter la sélection des clones 

résistants, portant ainsi le coup de grâce au peu de parasites persistant au Cambodge.  

Un rare profil de parasites « triple-mutants » doublement résistants à la PPQ et MQ identifié au 

Cambodge a aussi été décrit. Les deux mécanismes de résistance étant antagonistes, ce degré de 

multi-résistance souligne l’extrême capacité d’adaptation de P. falciparum.  

Afin de ne pas laisser s’installer de tels profils de résistance, il est important de renouveler 

régulièrement le panel de molécules utilisées. L’AS-PYR semble à l’heure actuelle et parmi les 

nouvelles combinaisons testées la seule en mesure de remplacer l’AS-MQ. L’AS-PYR est cependant 
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utilisé depuis 2017 au Cambodge et il n’est pas exclu que des clones résistants à cette combinaison 

existent déjà. Il est donc nécessaire de poursuivre le développement de nouvelles molécules.  

De façon étonnante, l’utilisation massive de CTA en Afrique n’a pas encore conduit à l’émergence de 

parasites résistants. L’excellente efficacité de la DHA-PPQ au Cameroun en est un bon exemple. La 

densité parasitaire et les niveaux de transmission sont tels que la compétition entre parasites prévaut, 

le coût de la résistance sur leur croissance étant probablement désavantageux. Malgré l’absence de 

résistance aux CTA en Afrique, il est nécessaire de poursuivre la surveillance afin d’identifier une 

émergence indépendante, ou d’éviter une potentielle diffusion de parasites résistants de l’Asie vers 

l’Afrique, comme ce fut le cas pour la CQ et la SP, entrainant des conséquences dramatiques en termes 

de santé publique.  

La meilleure compréhension du mécanisme de résistance à l’ART permettrait d’optimiser la 

surveillance de la résistance aux CTA, notamment en Afrique. Nous avons montré que la résistance à 

l’ART était possible en l’absence de mutation dans le gène K13. De plus, les mécanismes de régulation 

conduisant à la variation des niveaux de résistance à l’ART semblent se mettre en place rapidement. 

L’utilisation massive d’ART pourrait donc sélectionner des parasites résistants non-détectables via les 

outils génétiques actuels. La découverte de nouveaux acteurs impliqués dans la résistance à l’ART par 

« single cell RNA sequencing » pourrait élargir le panel de marqueurs diagnostiques, aujourd’hui limité 

au gène K13.   
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RÉSUMÉ 

Les combinaisons thérapeutiques à base d’artémisinine (CTA) sont depuis vingt ans les médicaments 
de référence pour le traitement du paludisme causé par Plasmodium falciparum. Les CTA se 
composent de deux molécules antipaludiques : un dérivé d’artémisinine à action rapide et brève, et 
une molécule partenaire à action plus lente mais prolongée. Leur mise en place globale a contribué à 
la diminution drastique de la mortalité liée au paludisme.  

La mondialisation des CTA a permis à de nombreux pays endémiques de tendre vers l’élimination du 
paludisme. L’accomplissement de cet objectif se heurte cependant à l’émergence de résistances à 
l’artémisinine et aux composés partenaires. Cette problématique est particulièrement présente au 
Cambodge, et s’étend maintenant à une grande partie de l’Asie du Sud-Est. La perte de l’efficacité des 
CTA en Afrique aurait de lourdes conséquences en termes de santé publique, c’est pourquoi des 
stratégies de surveillance des résistances doivent être mises en place pour pallier à ce risque.  

De précédentes études ont permis de mettre en place de nouveaux tests phénotypiques participant à 
la découverte de marqueurs moléculaires de résistance aujourd’hui utilisés pour la surveillance de 
l’efficacité des traitements. La première partie de ce travail a visé à mieux définir, en utilisant ces 
outils, l’épidémiologie de la résistance de Plasmodium falciparum aux CTA en Asie et en Afrique. Nos 
recherches se sont concentrées sur deux pays stratégiques : le Cambodge, pays à faible transmission 
mais qui est l’épicentre de l’émergence des résistances aux composés antipaludiques, et le Cameroun, 
pays à forte transmission d’Afrique centrale, dont la résistance aux CTA n’a pas encore été rapportée. 
Dans une deuxième partie, de nouvelles options thérapeutiques ont été testées cliniquement et/ou 
in vitro sur des parasites multi-résistants isolés au Cambodge. Enfin, une troisième partie a étudié les 
mécanismes de résistance à l’artémisinine additionnels aux polymorphismes du gène Kelch13, en 
associant culture in vitro à long terme et séquençage ARN de cellules individuelles.  

L’ensemble des travaux présentés s’inscrit dans une stratégie de surveillance de la résistance aux 
antipaludiques au Cambodge et au Cameroun. Les études épidémiologiques des résistances décrites 
dans cette thèse permettront de mieux adapter les traitements antipaludiques pour limiter la 
sélection de parasites résistants dans ces deux pays. De nouvelles données concernant les 
mécanismes cellulaires impliqués dans la résistance à l’artémisinine ont aussi été apportées. Parmi les 
nouvelles options thérapeutiques testées, certaines étaient efficaces sur les parasites multi-résistants, 
et pourraient remplacer les traitements de première ligne actuels en cas d’augmentation du nombre 
d’échecs thérapeutiques au Cambodge.  

Mots clés : Plasmodium falciparum, résistance, Combinaisons Thérapeutiques à base d’Artémisinine, 
Cambodge, Cameroun, mécanisme, nouvelles options thérapeutiques.  
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ABSTRACT 

Artemisinin-based Combination Therapies (ACT) are the standard treatments for uncomplicated 
Plasmodium falciparum malaria. ACTs are composed of two antimalarial molecules: a fast-acting 
artemisinin derivative, and a long-acting partner drug. The global use of this efficient formulation has 
enable to reduce malaria-related mortality by sixty percent over the last 20 years.  

After ACT introduction, many endemic countries moved into the elimination phase of the disease. 
However, parasite eradication is still being undermined by the emergence of parasite resistance to 
artemisinin and partner drugs. Plasmodium falciparum resistance issue is particularly present is 
Cambodia. The global spread of resistance to ACT would be a public health disaster. Therefore, new 
resistance control strategies have to be set up. Those strategies include: i) a performant diagnosis of 
resistance ii) the epidemiologic study of resistance iii) a better understanding of cellular mechanisms 
involved in resistance and finally iv) new therapeutic options discovery.  

Previous studies have designed new phenotypic assays to detect resistance, which helped to discover 
molecular markers that are now used for global drug resistance surveillance. The first part of this work 
aimed, using those tools, to better define the epidemiology of ACT resistance in Asia and Africa 
focusing on two strategic countries: Cambodia, a low-transmission country, which is the epicentre of 
drug resistance emergence, and Cameroon, a high-transmission country where resistance to ACT has 
not yet been reported. The second part focused on testing of new antimalarial compounds, clinically 
and/or in vitro, on multi-resistant parasites collected in Cambodia. Finally, the last part explored the 
mechanism of artemisinin resistance using long term in vitro culture and Single Cell RNA sequencing.  

The presented work is part of the global strategy for reduction of malaria prevalence. Through a better 
understanding of the epidemiology of resistant P. falciparum in Cambodia and Cameroon, this work 
helped to survey and adapt current treatments to avoid selection and spread of drug-resistant 
parasites. Moreover, new interesting data on artemisinin resistance mechanism were also generated. 
Among the new antimalarial compounds tested, some were efficient and could be considered as new 
therapeutic options to replace the current first-line treatment in Cambodia in case of increasing 
treatment failures.  

Keywords: Plasmodium falciparum, resistance, Artemisinin-based Combination Therapies, Cambodia, 
Cameroon, mechanism, new therapeutic options 

 


