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RESUME

Le paludisme a Plasmodium falciparum est I’une des plus importantes maladies
infectieuses du monde et son contréle reste compromis par la propagation de la résistance du
parasite aux antipaludiques disponibles. Le présent travail a évalué a travers différentes
études cliniques la sélection des marqueurs de résistance de Plasmodium falciparum en
réponse aux traitements antipaludiques ainsi que I’efficacité thérapeutique de la DHA-PQ et
la pharmacocinétique de la PQ au jour 7.

Les résultats de la premiere étude montrent que AL sélectionne les séquences de types
sauvages des génes pfcrt (K76) et pfmdrl (N86 et Y184) et que AQ-SP sélectionne le type
mutant dans le géne pfdhfr (511, 59R et 108N). Le traitement a la DHA-PQ n’a pas favorisé
la sélection des polymorphismes testés. L’analyse d’échantillons supplémentaires de la
deuxieme étude clinique avec la DHA-PQ a confirmé I’absence de sélection des
polymorphismes de pfcrt et pfmdrl. Dans la troisieme étude clinique, I’analyse de la sélection
des polymorphismes montre que contrairement au TPl a la DHA-PQ, le TPI saisonnier a
I’AQ-SP sélectionne de facon significative les séquences mutantes des genes pfcrt (76T) et
pfdhfr (511 et 108N). Ces résultats suggérent que la PQ qui est structurellement proche de la
CQ et I’AQ n’aurait peut-étre pas la méme pression de sélection et probablement pas les
mémes mécanismes de résistance que ces deux antipaludiques. Cependant, en raison de la
complexité des mécanismes de sélection, il serait bien d’envisager a I’avenir, I’ajout d’un
autre médicament de longue demi-vie & la DHA-PQ en vue d’empécher la sélection des
parasites résistants a la PQ. Par ailleurs, la DHA-PQ a montré une excellente efficacité avec
de bonnes tolérance et sécurité bien qu’il y ait eu prés de 20% d’échec chez les enfants de
moins de 5 ans. Les échecs reportés étaient dans la plupart des cas associés a une faible
concentration en PQ, particulierement chez les enfants de moins de 5 ans. Ainsi, la
concentration plasmatique en PQ au jour 7 était plus faible chez les patients ayant eu des
infections récurrentes. Les patients ayant une concentration en PQ inferieure & 57 ng/ml (seuil
établi) avaient trois fois le risque d’infection récurrente.

L’efficacité de la DHA-PQ est donc excellente mais les infections récurrentes au cours
des 42 jours de suivi sont fréquentes, particulierement chez les petits enfants. L’optimisation
de la dose chez les jeunes enfants serait donc idéale pour combler le manque en concentration

plasmatique de la pipéraquine dans ce groupe.



ABSTRACT

Plasmodium falciparum malaria is one of the most important infectious diseases in the
world and its control remains hampered by the spread of parasite resistance to available
antimalarial drugs. The present work evaluated throught different clinical trials the selection
of Plasmodium falciparum resistance-mediating polymorphisms following antimalarial
treatment and the efficacy of DHA-PQ and day 7 pharmacokinetics of PQ in the treatment of
uncomplicated malaria.

The results of the first trial showed that after prior AL therapy selected for wild-type
sequences in pfcrt (K76) and pfmdrl (N86 et Y184) and that AQ-SP selected for mutant in
pfdhfr (511, 59R, 108N). After prior DHA-PQ therapy did not selected for the tested
polymorphism. An analysis of additional samples from the second clinical study with DHA-
PQ confirmed the lack of selection for polymorphisms in pfcrt and pfmdrl. In the third
clinical study, the analysis of polymorphisms selection showed that seasonal IPT with SP-AQ
selected significantly for mutant sequences in pfcrt (K76) and pfdhfr (511 , 108N and triple
mutant 511,59R,108N) and that again, IPT with DHA-PQ did not select for the tested
resistance-mediating polymorphisms .

These results suggest that PQ which is structurally related to CQ and AQ might not
have the same selection pressure and probably not the same mechanisms of resistance .
However, due to the complexity of the mechanisms of selection of resistance mediating
polymorphisms, consideration should be given to adding a long-acting drug to DHA-PQ to
protect against resistance selection to PQ.

DHA-PQ demonstrated excellent efficacy with good tolerability and safety, although
treatment failures, generally due to new infections over 42 days after therapy, were seen in
20% of children less than 5 years of age. Reccurents parasitemia were mainly associated with
low concentration of PQ, especially in children under 5 years. Thus, plasma concentration of
PQ on day 7 was lower in patients with recurrent infections. Patients with capillary PQ
concentration bellow 57 ng / ml (threshold) had a three-fold higher risk of recurrent
parasitemia compared to patients with a concentration above this threshold.

Thus, DHA-PQ have demonstrated excellent efficacy against uncomplicated falciparum
malaria. However, recurrences within 42 days after therapy were common, especially in
young children. These results suggest that dose optimisation for DHA-PQ may improve its
antimalarial efficacy in young children.
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I INTRODUCTION

Le paludisme est une parasitose due a un parasite du genre Plasmodium transmis a
I’homme par la pigQre de la femelle d’un moustique du genre Anopheles. Le paludisme a
Plasmodium falciparum est I’une des plus importantes maladies infectieuses du monde et son
contrble demeure compromis par la propagation de la résistance du parasite aux
antipaludiques disponibles (Greenwood et al., 2005). Pour pallier & cette chimiorésistance,
I’Organisation Mondiale de la santé (OMS) a recommandé I’utilisation des combinaisons
thérapeutiques a base d’artémisinine (CTA) pour le traitement de paludisme simple (White,
2008a; WHO, 2001). Toutes les CTA résultent de I’association de dérivé d’artémisinine a
action rapide et d’un composé a action prolongée. L’utilisation des CTA a comme avantage
I’amélioration de I’efficacité des antipaludiques via une destruction massive des parasites
infectants gréce a I’action rapide de I’artémisinine et une élimination des parasites récurrents
grace a la longue durée de vie du médicament associé (Adjuik et al., 2002; Olliaro et
Mussano, 2003). Malgré la mise en place des combinaisons thérapeutiques par les systemes
de santé, P. falciparum s’adapte en permanence et développe des résistances, méme contre
les CTA (Dondorp et al., 2009; Noedl et al., 2008; Wongsrichanalai et Meshnick, 2008).

Plusieurs méthodes ont couramment été utilisées pour la surveillance de la
chimiorésistance. Avec I’essor de la biologie et la connaissance actuelle du génome de P.
falciparum, la caractérisation des marqueurs moléculaires est de nos jours introduite dans les
méthodes d’évaluation et de surveillance de I’efficacité des antipaludiques. Ainsi, la
résistance a la chloroquine (CQ) a été principalement associée a la mutation 76T au niveau du
géne pfcrt (P. falciparum chloroquino-resistance transporter) (Djimde et al., 2001; Fidock et
al., 2000) et un certain nombre de mutations au niveau géne pfmdrl (P. falciparum multidrug
resistance 1) contribueraient au phénotype résistant, notamment la mutation 86Y dont la
présence semble étre liée a celle de pfert 76T (Tinto et al., 2003). Ces mémes
polymorphismes sont associés a la résistance a I’amodiaquine (AQ) (Tinto et al., 2008), une
amino-quinoléine structurellement proche de la CQ. Cependant, ’AQ demeure efficace
contre certaines souches chloroquino-résistantes et il semble que les mutations pfmdrl jouent
un réle plus important dans cette résistance que dans celle de la chloroquine (Dokomajilar et
al., 2006b; Happi et al., 2006; Ochong et al., 2003; Roepe, 2009). Pour la sulfadoxine-
pyriméthamine (SP), plusieurs marqueurs de résistances ont été identifiés au niveau des genes
P. falciparum dihydrofolate reductase (Pfdhfr) et P. falciparum dihydropteroate synthase



(Pfdhps) avec notamment la triple mutation au niveau des codons 51, 59 et 108 du gene
Pfdhfr et la double mutation 437 et 540 du géne Pfdhps (Gregson et Plowe, 2005; Kublin et
al., 2002). La pipéeraquine (PQ) est une bi-quinoléine qui a été largement utilisée en
monothérapie en Chine entre 1970 et 1980 et en conséquence, des résistances clinique et in
vitro de cette molécule ont été rapportées (Davis et al., 2005). L apparition récente de
phénotype résistant a I’artémisinine dans les frontiéres Thai-Cambodgiennes (Denis et al.,
2006; Dondorp et al. , 2009; Noedl et al., 2009) suscite de nos jours de nouvelles inquiétudes
pour le contrdle du paludisme, menagant de ce fait tous les efforts de contrble et
d’élimination de la maladie. Des mutations au niveau de plusieurs génes candidats ont été
associées a la résistance in vitro de I’artémisinine. Tres récemment, Ariey et ses
collaborateurs ont identifié un marqueur de résistance a I’artémisinine en établissant une forte
corrélation entre la présence des mutations du géne « K13-propeller », la survie in vitro des
parasites et la clairance parasitaire in vivo (Ariey et al., 2014). Les mécanismes moléculaires
de la résistance a la PQ demeurent cependant encore inconnus.

L’évaluation du polymorphisme de génes conférant la résistance des parasites
récurrents a la suite d’un traitement antipaludique est I’une des méthodes les plus sensibles
permettant d’identifier la sélection précoce des souches de parasites présentant une
diminution de sensibilité aux antipaludiques. De telles études en Afrique ont en effet montré
que la CQ (Djimde et al. , 2001; Sutherland et al., 2002) , I’AQ (Dokomajilar et al. , 2006b;
Holmgren et al., 2006; Holmgren et al., 2007; Humphreys et al., 2007) et les combinaisons a
base d’AQ (Djimde et al., 2008; Holmgren et al. , 2007; Nsobya et al., 2007) sélectionnent
les mutations de résistance au niveau des genes pfcrt et pfmdrl, et que I’artéméther-
luméfantrine (AL) sélectionne les types sauvages de ces mémes loci (Dokomajilar et al.,
2006a; Humphreys et al. , 2007; Martensson et al., 2005; Zongo et al., 2007b). Pour la SP ou
les combinaisons thérapeutiques a base de SP la sélection des polymorphismes de résistance
se situe au niveau des géenes pfdhfr et pfdhps (Djimde et al. , 2008; Dokomajilar et al. ,
2006b; Tinto et al., 2007; Zongo et al. , 2007b). La DHA-PQ est I’'une des CTA ayant montré
une excellente efficacité en Afrique (Kamya et al., 2007; Zongo et al., 2007a). L’intérét de
cette étude résulte du fait que trés peu d’études ont évalué I’efficacité et la sélection des
marqueurs de résistance sous la pression médicamenteuse de la DHA-PQ au Burkina Faso.
Le présent travail a donc pour buts d’évaluer I’effet des pressions médicamenteuses de AL,
AQ-SP et DHA-PQ sur le polymorphisme de genes conférant la résistance de P. falciparum
et d’évaluer I’efficacité thérapeutique de trois antipaludiques, ainsi que d’analyser la
pharmacocinétique au jour 7 de la PQ dans le traitement du paludisme simple.



Il GENERALITES

1.1 LE BURKINA FASO

I1.1.1 Situation géographique du Burkina Faso

Le Burkina Faso est un pays sahélien enclavé situé au cceur de I’Afrique de I’Ouest
avec une superficie de 274200 km?2. 1l est limité au Nord et & I’Ouest par le Mali, au Nord-Est

par le Niger, au Sud-Est par le Bénin et au Sud par la C6te d’lvoire, le Ghana et le Togo.

11.1.2 Données environnementales et climatiques du Burkina

Plusieurs facteurs environnementaux et climatiques influencant la prolifération des
vecteurs sont associés a I’endémicité du paludisme. Ces facteurs sont la pluviométrie, la
température et le couvert végétal. Le Burkina Faso est sous un climat tropical de type
soudanien dans lequel alternent une longue saison séche (octobre a avril) et une courte saison
humide (mai a septembre). La durée de la saison des pluies et la pluviométrie totale annuelle
permettent de distinguer trois zones climatiques :

* Une zone soudanienne, plus arrosée avec une pluviométrie comprise entre 1000 et
1300 mm d’eau sur une période qui s’étale sur au moins 5 mois. La végétation est
composée de foréts claires et de galeries forestiéres en bordure de cours d’eau
permanents ;

* Une zone soudano-sahélienne recevant une pluviométrie comprise entre 600 et 1000
mm d’eau sur une période d’environ 4 a 5 mois. La végétation est une juxtaposition
de formations arbustives et herbeuses ;

» Une zone sahélienne caractérisée par une pluviométrie annuelle comprise entre 400 et
600 mm d’eau sur une période de 3 a 4 mois. La bande sahélienne est caractérisee par
une steppe arborée de balanite et d’Acacias radia avec un tapis de graminées sur les
dunes et le long des dépressions.

Le réseau hydrographique du Burkina s’organise en trois bassins qui drainent annuellement
environ 8 milliards de métre cube d’eau. Ce sont :

* le bassin de la Volta constitué par trois sous-bassins majeurs que sont : le Mouhoun,
du Nakambé et de la Pendjari ;

* le bassin de la Comoé et le bassin du Niger.



Les trois principaux cours d’eau sont : le Mouhoun (anciennement Volta Noire), le Nakambé
(Volta Blanche) et le Nazinon (Volta Rouge). Le Mouhoun est le seul fleuve permanent du
pays avec la Comoé qui coule au sud-ouest. De nombreuses mares temporaires et
permanentes existent par ailleurs sur I’ensemble du territoire mais ne sont pas répertoriées. Il
existe également des barrages hydroélectriques (entre autres ceux de Bagré, de la
Kompienga, du Sourou, de Samandeni) aux abords desquels des aménagements agricoles et
maraichers ont été réalisés. Ces mares et aménagements sont souvent sources de prolifération

des vecteurs dont I’anophele responsable de la transmission du paludisme (Guinko, 1984).

11.1.3 Les faciés de transmission du paludisme au Burkina Faso

On distingue trois faciés de transmission du paludisme au Burkina Faso (figure I)

e Un faciés de transmission permanente au Sud-Ouest du pays dans lequel la
transmission commence en Mai

» Un faciés de transmission saisonniere longue au centre dans lequel la transmission
commence en Mai et dure de 4-6 mois

» Un faciés de transmission saisonniére courte au nord du pays d’une durée de 2-3
mois avec des risques potentiels d’épidémies de paludisme.

Le paludisme demeure au Burkina Faso, le principal motif de consultation et
d’hospitalisation ainsi que la premiere cause de mortalité. En effet, en 2011, le paludisme
représentait respectivement 45,4%, 52,5% et 34,2% des consultations, hospitalisations et
déces dans les formations sanitaires de districts au Burkina Faso. En terme de vulnérabilite,
les enfants de moins de 5 ans représentent la population la plus a risque avec plus de 50 % en
2011 des cas de consultations, 80,38% des cas d’hospitalisations et environ 87,9% des cas de

déces enregistrés dans les formations sanitaires de districts (Sante, 2011b).
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Figure | : Facies de transmission du paludisme au Burkina Faso (Source : MARA/ARMA)

112 LE PALUDISME

11.2.1 Historique du paludisme

Le paludisme (du latin palus, paludis, marais), ou malaria (de I’italien mal’aria,
mauvais air), est une parasitose due & un hématozoaire du genre Plasmodium qui sévit depuis
la haute antiquité. Les connaissances sur le paludisme et le développement de la lutte
antipaludique se sont acquises sur quatre principales périodes. La période empirique s’étend
de la création de I’homme jusqu’en 1880, date de la découverte des parasites responsables du
paludisme par Laveran & Constantine. La période naturaliste (de 1880 jusqu’a la seconde
guerre mondiale) et la période chimique sont marquées par un développement considérable
des opérations de lutte antipaludiques ayant contribué significativement a la régression de la
maladie partout dans le monde. La période actuelle correspond a celle du changement de
stratégie de lutte a partir de 1970 suite a la profonde désillusion de la stratégie d’éradication.
Les principales dates de I’histoire des découvertes sur le paludisme dans le monde se

résument comme suit :



Premier millénaire avant Jésus-Christ : les propriétés antipaludiques de Artemisia
annua sont utilisées en Chine.

Cinquiéme siecle avant Jésus-Christ: Hippocrate décrivit les fievres tierces
bénignes et quarte en Gréce

1600 : Juan Lopez, un jésuite fut guéri avec la poudre de quinquina par un
tradipraticien Indien, Pedro Liva, en Equateur.

1643 : Le cardinal Juan de Lugo conduisit un essai du produit péruvien a I’hopital
Santo-Spirito de Rome

1649 : Utilisation de I’écorce de quinquina adoptée par les jésuites

1712 : Torti séparait les fievres qui cédent a la quinine de celles qui y résistent

1820 : Caventou et Pelletier isolaient la quinine et la quinidine.

1822 : la quinine fut utilisée par les francais au Sénégal

1854 : la Quinine fut distribuée comme prophylaxie aux ouvriers des chemins de fer
aux Etats-Unis

1880 : Alphonse Laveran découvrit et décrivit les parasites du paludisme dans le sang.
1885 : Ross découvrit le rdle des oocytes en Italie

1886 : Golgi décrivit P. vivax et P. malariae

1889-1890 : Celli et Marchiafava décrivirent P. falciparum

1922 : Stephens décrivit P. ovale

1934 : Découverte de la chloroquine

1935-39 : Pulvérisations domiciliaires de pyréthrine en Afrique du Sud

1936-39 : Découverte et utilisation des propriétés insecticides du DDT

1953 : Apparition de la résistance des anopheles aux insecticides

1955 : Lancement du programme global d’éradication

1960-1966 : développement de la sulfadoxine-pyriméthamine

1961 : Apparition de la résistance aux médicaments en Ameérique latine, en Asie du
Sud et au Cambodge

1969 : L’OMS révisa les stratégies de lutte contre le paludisme

1985 : utilisation des moustiquaires imprégnées

1985 : développement de I’artémisinine

1992 : conférence ministérielle sur la stratégie de lutte antipaludisme & Amsterdam

en Hollande



1995 : lancement du programme «faire reculer le paludismex»(Bruce-Chwatt et al.,
1993).

Au Burkina Faso, les principales dates ayant marquées la lutte antipaludique sont :

1941 : début des études épidémiologiques dans la région de Bobo-Dioulasso

1947 : création d’une section Paludisme au sein du Service Général d’Hygiéne Mobile
et de Prophylaxie chargée du programme d’éradication et de la chimio-prophylaxie de
masse;

1972-1974 : introduction de la chimio-prophylaxie avec la CQ chez les enfants de
moins de 5 ans et chez les femmes enceintes pendant la période de transmission
intense ;

1979 : intégration du traitement présomptif a la dose de 10 mg/kg de chloroquine de
tout acces fébrile et de la chimio-prophylaxie chez la femme enceinte suite aux études
du Centre Muraz ;

1982 : création du Reseau Ouest Africain de Traitement antipaludiques

1984 a 1985: mise en ceuvre d’un programme de lutte anti-vectorielle a
Ouagadougou ;

1985 : création du centre de Référence de la Chimiosensibilité du Paludisme (CRCP)
au Centre Muraz ;

1987 : création du Centre National de Lutte contre le Paludisme (CNLP) assurant la
coordination des activités de contrdle de I’endémie au Burkina

1988 : détection de foyers de chimiorésistance et révision de la posologie du
traitement par la chloroquine a 25 mg/Kg de poids ;

1991 : adoption d’un schéma thérapeutique standard pour le traitement du
paludisme et création du Programme National de Lutte contre le Paludisme (PNLP) ;
1993-1995: expérimentation et présentation des résultats encourageants sur
I’imprégnation des rideaux et des moustiquaires ;

1995 : restructuration du PNLP dans le cadre de la politique nationale de lutte contre
le paludisme ;

1996 : adoption de la Prise en Charge Intégrée des Maladies de I’Enfant (PCIME) ;
1997-1998 : lancement de I’initiative Africaine de lutte contre le paludisme au XXle
siecle par ’OUA et mise en ceuvre du Programme d’Accelération de la Lutte
Antipaludique (PALAP) ;

1998 : lancement du programme «Faire Reculer le Paludisme (FRP)» ;



* 1999 : restructuration du CNLP en Centre National de Recherche et de Formation sur
le Paludisme (CNRFP);

e 2002 : lancement officiel de I’initiative FRP au Burkina Faso a partir de Koupéla,
élaboration du premier plan stratégique de lutte contre le paludisme et approbation de
la requéte du Burkina au financement du Fonds Mondial Série 2 volet paludisme ;

e 2003 : confirmation du phénomene de chimiorésistance a la chloroquine (26,9% a
63,3%) et a la Sulfadoxine-Pyriméthamine (10%) ;

e 2003: création du reseau d’Afique de I’Ouest pour le Traitement Antipaludique
(RAOTAP) dont le siege au Centre Muraz de Bobo-Dioulasso

e Février 2005 : révision et adoption d’une nouvelle politique thérapeutique avec
introduction des CTA et du TPI a la Sulfadoxine-Pyriméthamine chez la femme
enceinte et élaboration du deuxieme plan stratégique de lutte contre le paludisme et
son plan intégré de communication ;

e 2007 : disponibilité effective des CTA dans les formations sanitaires et nouvelle
approbation de la requéte du Burkina a la série 7 du fonds mondial

e 2008 : lancement de la stratégie de prise en charge a domicile (PECADO) du
paludisme dans 3 districts sanitaires (Kaya, Saponé, Nouna) ;

e 2009 : introduction des TDRs pour le diagnostic du paludisme dans les CSPS et mise
en ceuvre de la requéte a la série 8 du Fonds Mondial et campagne de distribution
universelle de moustiquaires imprégnées a longue durée d’action (MILDA) dans un
district pilote (Diébougou) ;

e 2010: passage a I’échelle de la PECADO, premiére campagne nationale de
distribution universelle des MILDA et début de la campagne de pulvérisation
intradomiciliaire (PID) dans un district pilote (Diébougou) ;

» Février 2010 : révision des modules de formation prenant en compte la confirmation
de tous les cas de paludisme dans les formations sanitaires ;

e 2010: couverture universelle de la population en moustiquaires imprégnées
d’insecticide(Santé, 2011a).

11.2.2 Les vecteurs du paludisme

Le vecteur du paludisme est la femelle d’un moustique hématophage appartenant a
I’ordre des Diptéeres, de la famille des Culicidae, de la sous-famille des Anophelinae et au

genre Anopheles. Il existe environ 500-600 espéces d’anopheles mais seulement 70 a 80



d’entre elles sont vectrices de parasites (dont Plasmodium) a I’lhomme (Boete, 2009; Pages et
al., 2007). Ces vecteurs sévissent principalement en Afrique sub-saharienne, en Asie et dans
les régions néo-tropicales. Au Burkina Faso, les principaux vecteurs du paludisme
couramment rencontrés sont Anophéles gambiae s.I, Anopheles. funestus s.l., (Costantini et
al., 1999; Rossi et al., 1986) Anopheles moucheti (Gentilini, 1993).

11.2.3 Les plasmodies

11.2.3.1 Taxinomie et morphologie du Plasmodium

Les plasmodies sont des protozoaires appartenant au regne des protistes (sous Alveolata
sous Eukaryota), au Phylum des organismes parasites obligatoires, les Apicomplexa
(anciennement Sporozoa, « capables de germer d’autres cellules») et a I’ordre des
Haemosporida, a la famille des Plasmodiidae et au genre Plasmodium. En terme
morphologique, les Apicomplexa se caractérisent par la présence d’un complexe apical qui
leur permet de pénétrer a I’intérieur de la cellule héte. Les hémosporidies sont toutes
caractérisées comme I’indique leur nom par leur présence dans le sang des vertébrés. Elles
ont toutes deux hotes : un héte vertébré chez lequel se passe la reproduction asexuée (hote
intermédiaire), et un hote invertébré, un insecte piqueur chez lequel se passe la reproduction

sexuée (I’hote definitif).

11.2.3.2 Les principales especes de Plasmodium et leurs répartitions

Il existe environ 140 espéces de Plasmodium inféodées a diverses espéces animales
mais seulement 5 espéces sont pathogénes pour I’lhnomme (Bruce-Chwatt et al. , 1993): les 4
anciens connus sont P. falciparum, P. vivax, P. malariae et P. ovale qui différent entre elles
par des criteres biologiques, cliniques, par leur répartition géographique et par leur capacité a
développer des résistances aux antipaludiques. Récemment, Plasmodium knowlesi,
généralement retrouvé dans la nature chez les singes macaques, a été identifié comme étant la
cinquiéme espece de Plasmodium causant le paludisme dans les populations humaines en
Asie du Sud-est (Bronner et al., 2009; White, 2008b).

a) Plasmodium falciparum

Il est largement distribué dans la ceinture tropicale du globe : Afrique subsaharienne
avec une forte predominance, Amérique du Sud, et Asie du Sud-Est (Hay et al., 2009). Il est

responsable de la fievre tierce maligne et présente des particularités biologiques :



Au niveau du foie : P. falciparum évolue successivement des stades trophozoite,
mérozoite, schizonte jeune jusqu’au schizonte exo-érythrocytaire mature. Cette
évolution se fait sans interruption car P. falciparum ne présente pas de réviviscence
schizogonique (reprise de la multiplication des schizontes aprés une phase
d’interruption).

Au niveau du sang, la schizogonie de P. falciparum se déroule dans les capillaires
viscéraux ou les hématies parasitées sont séquestrées du fait de leur adhérence a
I’endothélium. Chaque schizogonie dure 48 heures et conduit & la destruction du

globule rouge hote et a la libération de nouveaux mérozoites.

b) Plasmodium malariae

Il se développe sous les tropiques comme en zone tempérée mais aujourd’hui sa

distribution est sporadique et surtout tropicale. A la phase hépatique, la multiplication

asexuée par schizogonie de P. malariae est plus lente que celle de P. falciparum. C’est

I’agent responsable de la fievre quarte bénigne ou fievre quartane (acces fébriles survenant

tous les quatre jours). L’espéce P. malariae peut causer a la longue des lésions rénales graves

pouvant évoluer vers I’insuffisance rénale.

¢) Plasmodium ovale et Plasmodium vivax

Plasmodium ovale est essentiellement observé en Afrique tropicale mais aussi en Asie

du Sud-Est tandis-que P. vivax sévit en zone tropicale et subtropicale (surtout Amérique du

centre et du Sud, Asie du Sud-Est, Afrique de I’Est, Proche et Moyen-Orient). Ces deux

especes different de P. falciparum en ce sens que :

au cours de la phase hépatique, une partie des trophozoites évoluent directement
jusqu’aux schizontes matures. Les autres trophozoites ont une schizogonie tissulaire
retardée et a déclenchement périodique expliquant I’existence des rechutes a long
terme, responsables des acces de réviviscence schizogonique.

la schizogonie sanguine s’effectue dans des vaisseaux de gros calibres, et détermine
de fagon générale des acces sans gravité. Ces deux espéces sont responsables de la
fievre tierce bénigne (acces fébriles apparaissant tous les trois jours).

Des quatre especes de Plasmodium, P. falciparum représente I’espece la plus redoutable a

I’origine des formes graves du paludisme notamment chez les enfants de moins de 5 ans.
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11.2.3.3 Cycle évolutif de Plasmodium falciparum

Le cycle évolutif de Plasmodium est un processus complexe comportant deux phases :
une phase sexuée qui se déroule chez I’insecte vecteur, I’anophele femelle et une phase
asexuée observée chez I’héte intermédiaire vertébré. La figure « Il » ci-dessous résume le

cycle biologique de Plasmodium falciparum.
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Figure 11: Cycle évolutif de Plasmodium falciparum

Source : http://www.dpd.cdc.gov/dpdx

a) La phase asexuée

Elle débute chez I’homme avec I’inoculation des sporozoites lors de la piqlre de
I’anophéle femelle et est caractérisée par la multiplication asexuée du parasite par
schizogonie. On distingue deux types de schizogonie que sont la schizogonie exo-

érythrocytaire et la schizogonie endo-érythrocytaire.

i) Laschizogonie exo-érythrocytaire
Pendant son repas sanguin, I’anophéle femelle infesté inocule a I’homme des
sporozoites représentant la forme infectante du parasite. Le nombre de sporozoites inoculés
est estimé entre 20 et 200 (Yamauchi et al., 2007). Ces sporozoites, issus d’un processus

complexe de développement chez le moustique restent environ une demi-heure dans la peau,

11



la lymphe et le sang. Au cours de leur migration vers le foie, beaucoup de sporozoites sont
détruits par les macrophages mais certains parviennent a gagner les cellules du foie (Figure
I11). Dans les hépatocytes, les sporozoites se multiplient et évoluent en schizontes pré-
érythrocytaires ou « corps bleus » aprés une a deux semaines de maturation. Ces schizontes
éclatent et libérent dans le sang (figure 1) des milliers de mérozoites variant selon I’espece
qui initieront la phase érythrocytaire. La schizogonie hépatique est unique dans le cycle du
fait que les hépatocytes ne peuvent étre infectés que par des sporozoites (Prudencio et al.,
2006; Tardieux et Menard, 2008). L’invasion des hépatocytes se fait soit a travers la
membrane plasmique ou soit par la formation d’une vacuole essentielle a sa différenciation
(Silvie et al., 2004). Des travaux scientifiques montrent que I’invasion des hépatocytes par
les sporozoites est régulée par I’interaction entre la «Circumsporozoite Protein» ou CSP
(protéine majeure exprimée a la surface des sporozoites), la «Thrombospondin-Related
Anonymous Protein» (TRAP) exprimée également a la surface des sporozoites, les CD81
(tétraspanine), les « cell-traversal protein for ookinetes and sporozoites » (CelTOS), et les
glycosaminoglycanes (GAG) des sinusoides hépatiques (Silvie et al., 2008). Des études in
vitro ont montré qu’un changement de température est nécessaire pour I’infection des
hépatocytes par les sporozoites (Siau et al., 2008). Chez les espéces telles que P. ovale et P.
vivax , certains sporozoites peuvent rester quiescents dans les hépatocytes sans se transformer
en corps bleu donnant ainsi naissance a des hypnozoites responsables des accés de
reviviscence tardif (Mazier, 1991). Cette phase de multiplication est asymptomatique et dure

de 8 a 15 jours selon les espéces (de Gentile, 2008).
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Figure 111 : Invasion des hépatocytes par Plasmodium falciparum (Prudencio et al., 2006)
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Figure 1V : Libération des mérozoites hépatiques dans la circulation sanguine (Prudencio et al., 2006)

ii) La phase de schizogonie endo-érythrocytaire
La phase erythrocytaire est initiée par I’invasion aléatoire des hématies saines par des
mérozoites libérés suite a la rupture des schizontes hépatiques (Tamez et al., 2009). C’est un
processus complexe faisant intervenir de multiples interactions entre ligands et récepteurs.
L’invasion des hématies qui se fait grace a un processus d’endocytose dure environ 30
secondes et se passe en cing phases :
a) la phase de contact entre le manteau glycoprotéique du mérozoite (Merozoite Surface
Protein 1 pour MSP1) et la surface de I’hematie ;
b) la phase de réorientation de la région apicale du mérozoite au contact de la membrane
de I’hématie ;
c) la phase de libération d’une sérine proteéase « merozoite surface sheddase (MESH ; en
vert sur la figure) suivie de I’amorce de I’invagination de I’hématie;
d) la phase d’invagination avec détachement progressif du manteau glycoprotéique
e) la phase d’endocytose avec formation de la vacuole parasitophore (figure V).
Au sein de la vacuole parasitophore, le parasite se différencie en trophozoite jeune, puis en
trophozoite agé. A ce moment commence une phase de réplication de I’ADN donnant
naissance au schizonte érythrocytaire. Ce schizonte qui montre aprés segmentation une forme
caractéristique de rosace, libére des mérozoites (16 a 32 pour P. falciparum, 16 & 20 P. Vivax,
8 a 16 pour P. ovale et 6 a 12 pour P. Malariae) qui réinfectent rapidement de nouvelles
hématies saines (Rowe et al., 2009). Cependant, I’infection de I’érythrocyte humain par
Plasmodium vivax nécessite obligatoirement la présence d’un antigene & la surface des

globules rouges appelé, « Duffy Antigen Receptor for Chemokines (DARC) ». L’interaction
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entre P. vivax et I’érythrocyte est médiée alors par une protéine de liaison, le «Duffy—Binding
Protein » (PvDBP) (Chitnis et Sharma, 2008; Rayner, 2009).

Chaque cycle de schizogonie endo-érythrocytaire dure 48 heures pour P. falciparum, P.
vivax et P. ovale et 72 heures pour P. malariae. Seule cette phase sanguine est responsable
des manifestations cliniques observées au cours du paludisme. Aprés plusieurs schizogonies,
un petit pourcentage de mérozoites ne se multiplient pas aprés invasion des érythrocytes,
mais plutbt, se différencient dans les hématies parasitées en formes sexuées appelées
gamétocytes. Ces gamétocytes ne peuvent poursuivre leur développement que s’ils sont
ingérés au cours d’un repas sanguin par un anophele femelle (Prudencio et al. , 2006; Rowe
etal., 2009).

(a)

Salare ey (RO EETE R B S TR TN

Figure V : Invasion des érythrocytes par des mérozoites de Plasmodium falciparum (O’Donnell et al.,
2006). (a) : phase de contact, (b) : phase de réorientation, (c) : phase de libération d’une serine protéase,
(d) : phase d’invagination, (e) : phase d’endocytose.

b) La phase sexuée

La transmission de Plasmodium a son hote définitif nécessite son développement chez
le vecteur (Dinglasan et al., 2007). La phase sexuée ou, le parasite passe par plusieurs stades
de développement successifs se déroule chez les femelles de certaines especes d’anophéle
(figure V1). Lors d’un repas sanguin sur un individu infecte, I’anophéle femelle ingere les
différents stades du parasite. Les éléments asexués sont digérés dans I’estomac du moustique.
Seuls les gamétocytes males (micro-gamétocytes) et femelles (macro-gamétocytes)
poursuivront leur développement (étapes 1 et 2, figure VI). Ceux-ci parviennent dans
I’estomac du moustique et se transforment en gameétes (étapes 3 et 4, figure VI). Le gaméte

male subit un processus d’ex-flagellation (étape 4 figure 6) a la suite duquel les gameétes
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femelles sont fécondés (étape 5, figure VI). 1l en résulte un zygote appelé ookinete (étapes 6
et 7, figure 6). Environ 24 heures apreés la formation du zygote, I’ookinéte mature traverse
d’abord la matrice péri-trophique (ligne orange ovalaire au sein du moustique), puis
I’épithélium stomacal (étape 8, figure VI) avant de se différencier en oocyste (étape 9, figure
V1). Cette phase diploide est breve et s’acheve par une division méiotique suivie de plusieurs
mitoses aboutissant au développement de sporoblastes, puis de sporozoites aprés une dizaine
de jours (étapes 10 et 11, figure VI). L’éclatement de I’oocyste libére ces éléments haploides
(5000 & 10 000 sporozoites) mobiles dans I’hémolymphe (étape 12, figure VI) et gagnent
préférentiellement les glandes salivaires de I’anophéle par leurs propres moyens d’ou ils
pourront étre & nouveau injectés avec la salive lors d’une nouvelle pigdre infestante (étape 13,
figure VI). La reconnaissance et I’invasion des glandes salivaires du moustique se fait a
travers I’interaction entre les protéines de surface de ces glandes salivaires et la TRAP
exprimée a la surface des sporozoites (Ghosh et Jacobs-Lorena, 2009; Vlachou et al., 2006).
La durée du cycle sporogonique varie de 10 a 40 jours en fonction de la température
extérieure et de I’espéce plasmodiale (Pages et al. , 2007).

Current Opinion in Microbiology

Figure VI : Cycle sporogonique de Plasmodium falciparum chez I'anophéle femelle (Ghosh et al., 2009)
11.2.3.4 Structure moléculaire et diversité génétique du Plasmodium

Le génome de P. falciparum est constitué de 25 a 30 méga bases d’ADN nucléaire, soit
approximativement 5000 genes repartis sur quatorze chromosomes linéaires. Il code pour 43
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acides ribonucléiques de transfert (ARNt) représentant lI'ensemble des anticodons. Les plus
polymorphiques de ces génes, entre autres les genes de surface des mérozoites sont largement
utilisés comme marqueurs genétiques dans les enquétes épidémiologiques investiguant sur la
diversité génétique des souches de P. falciparum (Babiker et al., 1997; Snounou et Beck,
1998). Ce sont particuliérement les génes codant pour des protéines du méme nom: merozoite
surface protein-1 (msp-1), merozoite surface protein-2 (msp-2), merozoite surface protein 3
(msp-3) et le glutamate-rich protein (glurp), Circumsporozoite protein (csp) erythrocyte
binding antigen-175 (eba-175), apical membran antigen 1 (ama-1). D’autres genes
polymorphiques sont également utilisés dans les études moléculaires investiguant les
marqueurs de résistances in vivo et in vitro du Plasmodium aux antipaludiques disponibles.
Ce sont entre autres les génes : P. falciparum multidrug-resistance 1 (pfmdrl), P. falciparum
chloroquino-resistance transporter (Pfcrt), P. falciparum Multidrug Resistance-associated
Protein (Pfmrp), P. falciparum multidrug transporter (Pfmdt) P. falciparum dihydrofolate
reductase (pfdhfr), P. falciparum dihydropteroate synthase (pfdhps), P. falciparum Na*/H*
exchanger (pfnhe-1), P. falciparum cytochrome b (Pfcytb), P. falciparum Sarco (endo)
plasmic Reticulum Ca* ATPase (Pfserca). Plusieurs mécanismes sont évoqués dans le
polymorphisme génétique de P. falciparum: la duplication génique, la conversion, la
translocation, les délétions et les insertions géniques (Kemp, 1992). Aussi, les
recombinaisons intragéniques qui se produisent généralement dans les segments répétitifs du
géne conduisent a des motifs différant par leur taille d’une souche plasmodiale a une autre
(Meyer et al., 2002). En conséquence de ce polymorphisme, les individus au sein de I’espece
et de I’h6te sont différents les uns des autres.

a) Le géne merozoite surface protein-1 (msp-1)

Le gene msp-1 situé sur le chromosome «9» (Triglia et al., 1992) peut étre diviseé en 17
blocs plus ou moins conservés entre les souches de P. falciparum . Le bloc 2 constitue une
exception au dimorphisme car en plus des familles alléliqgues K1 et MAD20, on trouve
fréquemment dans ce bloc une troisieme famille d’alleles nommée RO33 (figure VII). Ce
gene code pour la synthese d’une protéine mérozoitique de surface de grande taille (185-200
KDa) fortement impliquée dans I’invasion de I’érythrocyte.
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Figure V11 : Structure du géne merozoite surface protein-1 (Sakihama et al. 2007)
b) Le gene «merozoite surface protein-2» (msp-2)

Le gene msp-2, présent sur le chromosome «2» a été isolé et séquencé (Fenton et al.,
1991) a partir de plusieurs souches de P. falciparum. Ce gene tres polymorphe, code pour la
synthése d’une protéine a la surface du mérozoite. Il présente une structure en 5 blocs de
séquences (figure VIII) comportant 345 résidus acides aminés (A-Elbasit et al., 2007; L.E. et
al., 2007) . Les blocs 1, 2, 4 et 5 du géne possedent une structure stable tandis que le bloc 3
comporte une région variable dimorphique pouvant étre classée entre deux familles alléliques
sur la base des séquences :

e La famille Indochina 1(1C1 ou 3D7) caractérisée par une courte séquence

(Glycine-serine-alanine) répétée de 4 a 8 résidus d’acides aminés.
» La famille FC27 pauvre en glycine-serine-alanine mais contenant une ou plus d’une
copie répétée d’une séquence de 32 acides aminés.

Elcly f ¢ ! . ]

| | | o

Figure V111 : Structure du gene merozoite surface protein-2 (Ekala et al., 2002)

c) Le géne Plasmodium falciparum multidrug resistance 1(Pfmdrl)

Ce gene a été mis en évidence suite a des études sur des cellules cancéreuses multi-
résistantes de mammifeéres. Le géne Pfmdr-1 est localisé au niveau du chromosome «5» du P.
falciparum. Il code pour une protéine de 162 KDa connue sous le nom PfMDR1 ou phgl (P-
glucoprotein homolog 1). Cette protéine située sur la membrane de la vacuole digestive est
constituée de 2 blocs homologues comportant chacun six domaines transmembranaires et un
domaine conservé de liaison nucléotidique (figure 1X) (Duraisingh et Cowman, 2005; Peel,
2001) . Deux alleles de pfmdrl ont été identifiés dans des isolats de terrain chloroquino-
résistants : I’alléle K1 (contenant le point de mutation N86Y) et 7G8 contenant les mutations
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Y184F, S1034C, N1042D et D1246Y. Des études in vitro ont reporté une association

partielle entre la mutation N86Y et la chloroquino-résistance (Cooper et al., 2002).
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Figure IX : Structure de la protéine PFIMDR1 (Cowman, A.F. and S. Karez, 1993).

d) Le géne P. falciparum chloroquino-resistance transporter

Le gene pfcrt a été identifié au niveau du chromosome «7» et code pour une protéine
transmembranaire de 45 KDa (PfCRT) située au niveau de la membrane de la vacuole
digestive dans laquelle ont lieu non seulement la dégradation, détoxification de
I’hémoglobine mais aussi I’accumulation de la chloroquine(Cooper et al. , 2002). La protéine
PfCRT est constituee de dix domaines transmembranaires (figure X). Des séries de mutations

du gene pfcrt sont associées a la chloroquino-résistance en Afrique, en Amérique du Sud et
en Asie de I’Est (Bray et al., 2005).
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Figure X : Structure de la protéine PFCRT (Bray et al., 2005)

e) Les génes P. falciparum dihydrofolate reductase (pfdhfr) et P. falciparum
dihydropteroate synthase (pfdhps)

La dihydrofolate réductase (DHFR) et la dihydropteroate synthase (DHPS) sont des
enzymes intervenant dans la voie de synthese du folate de P. falciparum. Ces deux enzymes
sont respectivement codées par le géne P. falciparum dihydrofolate reductase-thymidylate
synthase (pfdhfr-ts) situé sur le chromosome «8» et le gene P. falciparum dihydroteroate
synthase (pfdhps) situé sur le chromosome «4». Des points de mutations spécifiques sont

associés a la résistance a la sulfadoxine, a la pyriméthamine et au chlorcycloguanile.

11.2.4 Répartition géographique du paludisme dans le monde

Le paludisme est la maladie parasitaire la plus répandue dans le monde (World Health
Organization., 2010b). La répartition géographique du paludisme est extrémement variable
d’un continent a I’autre, d’un pays a I’autre, mais également au sein d’un méme pays. Cette
répartition géographique est fortement influencée par la distribution des anophéles vecteurs,
la capacité vectorielle, les caractéristiques biologiques des différentes especes de
Plasmodium, les conditions climatiques etc. Aprés avoir sévi presque dans tout le monde

entier, le paludisme touche de nos jours environ 97 pays essentiellement les plus pauvres
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d’Afrique, d’Asie et d’Amérique. Environ 3,4 milliards de la population mondiale est
exposée au risque de paludisme et on estimait a 207 Millions le nombre de cas en 2012 dont
85% dans la région Africaine. Toujours en 2012, environ 627000 déces dus au paludisme ont
éteé enregistrés dont 90% en Afrique au sud du Sahara (WHO, 2013).
La répartition géographique des différentes espéeces de Plasmodium peut se résumer ainsi
(Hay et al. , 2009):
e P. falciparum : est largement distribué dans toute la ceinture tropicale du globe :
Afrique subsaharienne, Amérique du sud, et Asie du sud-est.
» P. malariae : peut se développer sous les tropiques comme en zone tempérée mais
aujourd’hui sa distribution est sporadique et surtout tropicale.
e P.ovale : est essentiellement observé en Afrique tropicale mais il est aussi signalé en
Asie du sud-est (Vietnam).
» P. vivax : sévit en zone tropicale et subtropicale (surtout Amérique du centre et du
sud, Asie du sud-est, Afrique de I’est, Proche et Moyen — Orient).
Quant a la cinquiéme espéce, Plasmodium knowlesi découverte en 2004, elle sévit dans le
Sud-Est asiatique. La figure XI ci-dessous donne la cartographie de la distribution mondiale

du paludisme en 2011.
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Figure X1 : Répartition géographique du paludisme dans le monde (WHO, 2011)
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11.2.5 Symptomatologie et évolution du paludisme a Plasmodium falciparum

11.2.5.1 Le paludisme asymptomatique

Le paludisme asymptomatique se définit comme étant I’absence de manifestations
cliniques chez un individu présentant des formes asexuées du parasite a I’examen du sang.
Un tel sujet est un porteur sain et constitue un important réservoir du parasite en zone
d’endémie. Ce portage asymptomatique peut évoluer a tout moment vers un paludisme

clinique simple ou grave.

11.2.5.2 Le paludisme simple a Plasmodium falciparum

C’est un acceés palustre classique sans aucun signe de malignité avec une période
d’incubation de 7 a 15 jours (Gentilini, 1993). La phase d’invasion au cours de I’accés
palustre simple est caractérisée par une fiévre continue (39°-40°) accompagnée de céphalées,
nausées ou vomissements. A la phase d’état, les acces prennent une évolution de type tierce
(schizogonies toutes les 48 h). Ces acces sont typiques : fievre de 39°- 40°, frissons, sueurs
accompagnées de céphalées, de vomissements et d’une splénomégalie parfois d’une
hépatomeégalie. Sous un traitement bien suivi I’évolution de I’accés palustre simple est
favorable en quelques jours. Non traité, I’acces peut tout de méme guérir aprés quelques jours
de fievre. Mais a tout moment, le risque d’évolution maligne vers la forme grave est possible.
Globalement, les acces simples a P. falciparum représentent 90 % des cas de paludisme dus a
cette espéce (Gentilini, 1993).

11.2.5.3 Le paludisme grave
Selon I’OMS, le paludisme grave se définit par la présence de formes asexuées des

parasites a I’examen microscopique du sang périphérique, associée a une ou plusieurs des
manifestations suivantes (WHO, 2000c).

» Altération de I’état de conscience : coma (score de Blantyre < 3) persistant pendant au

moins 30 minutes, ne pouvant étre rapporté a une autre cause ;

e Convulsions généralisées et répétées ;

* Anémie sévére (normocytaire, hématocrite <15 % ou taux d’hémoglobine <5 g/dl)

» Insuffisance rénale (diurése <12 ml/kg/24 heures ou créatinine > 265 umol/l) ;

e cedeme aigu du poumon (ou syndrome de détresse respiratoire aigué) ;

* Hypoglycémie (glycémie < 2,2 mmol/l ou 0,4 g/l) ;

» Collapsus circulatoire ;
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» Hémorragie diffuse (ou coagulation intravasculaire diffuse) ;

» Hémoglobinurie massive ;

» Acidose sanguine (pH artériel < 7,25 ou bicarbonates < 15 mmol /1) ;
» Prostration ou faiblesse extréme ;

» Ictére (clinique ou bilirubine > 50umol/l ou >30 mg/l).

L’acces palustre grave dd a P. falciparum représente la complication la plus redoutable
car le taux de létalité lié au paludisme grave est tres élevé. Les complications les plus
courantes et les plus graves de I’atteinte par P. falciparum sont le paludisme cérébral et
I’anémie sévere.

Au Burkina Faso, la prévalence du paludisme cérébral est plus élevée en milieu urbain
tandis que I’anémie sévére sévit plus fortement en milieu rural (Modiano et al., 1999). Les
formes anémiques plus fréquentes en milieu rural constituent en Afrique une importante
cause de mortalité chez les enfants (Newton et al., 1997). Dans le cas des accés palustres
graves, un traitement d’urgence doit étre instaure afin de circonscrire au plus tét d’éventuelles

complications notamment neurologiques.
11.2.6 Diagnostic du paludisme

11.2.6.1 Diagnostic clinique

La reconnaissance des signes cliniques du paludisme est la méthode de diagnostic la
plus couramment utilisée en Afrique subsaharienne. Elle est de réalisation peu colteuse et ne
nécessite aucun équipement spécial ou de fournitures (Tangpukdee et al., 2009). Malgré la
non spécificité des symptdmes du paludisme, I’usage du diagnostic clinique reste néanmoins
justifiable dans les endroits qui ne disposent pas de moyens de diagnostic biologique (WHO,
2000b).

11.2.6.2 Le diagnostic biologique

Un diagnostic de certitude d’un acces palustre est apporté par la mise en évidence du
parasite dans le sang. L’examen biologique le plus couramment utilisé est la microscopie.
Elle consiste en une observation d’une goutte épaisse et d’un frottis sanguin, généralement

confectionnés sur la méme lame.

a) Le diagnostic microscopique de goutte épaisse /frottis sanguin

L’examen microscopique de goutte épaisse (GE)/ frottis sanguin (FS) demeure la

technique de référence (Gold-standard) préconisée par I’OMS pour un diagnostic de certitude
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de I’acces palustre (WHO, 2000a). Il a une bonne sensibilité et une bonne spécificité pour la
détection du Plasmodium. 1l est peu colteux en moyens et en réactifs et demeure la technique
la plus utilisée. Cependant, ses performances en terme de sensibilité et de fiabilité dépendent
directement de I’expérience du microscopiste et du niveau de la parasitémie du sujet infecté
(Makler et al., 1998).

La réalisation de la GE consiste a prélever une goutte de sang sur une lame porte-objet.
Ce sang sera défibriné immédiatement par un mouvement en spirale a I’aide du coin d’une
autre lame. Ce mouvement permet également d’étaler le sang sur une surface d’environ un
centimetre de diameétre. Le prélévement est séché puis coloré, sans fixation préalable, a I’aide
d’une solution aqueuse de Giemsa. Apreés la coloration, seuls les leucocytes et les parasites
éventuels resteront sur la lame. La numération se fait en comptant les parasites au hombre de
leucocytes.

Le FS consiste en I’étalement mince d’une goutte de sang prélevée sur une lame de
verre suivi de la fixation et de la coloration au Giemsa. En plus de la détermination de la
densité parasitaire, le FS permet également d’identifier I’espéce de Plasmodium en cause a
partir des criteres morphologiques des parasites et des hématies parasitées. Le seuil de
détection du FS est de I’ordre de 100 parasites / uL (De Gentile et F., 2000) d’ou la nécessité
d’associer le FS a la GE qui détecte des parasitémies plus faibles de I’ordre de 10 a 20
parasites / uL (Delaunay et al., 2008).

Le diagnostic microscopique du paludisme, peut étre pris a défaut dans les formes
pauciparasitaires (cas des voyageurs) et éventuellement dans certains cas d’infection par P.
falciparum, ou les parasites séquestrés dans les capillaires et autres organes profonds ne sont
pas assez présents dans le sang circulant (Brenier-Pinchart et al., 2000). 1l serait d’une grande
nécessité en cas de forte suspicion clinique avec des examens microscopiques négatifs, de
répéter le prélevement sanguin 6 a 12 heures plus tard. Cette attitude ne doit en aucun cas
retarder I’initiation d’un traitement spécifique dans un contexte clinique grave. Le diagnostic
microscopique peut également se heurter a des difficultés d’identification d’espeéce
particulierement en présence de parasites altérés par un traitement présomptif ou en cas de

tres faibles parasitémies.

b) Les tests de diagnostic rapide (TDRs)

Les tests de diagnostic rapide (TDRs) du paludisme reposent sur le principe de
I’immunochromatographie utilisant des bandelettes sensibilisées par des anticorps
monoclonaux spécifiques détectant des antigenes plasmodiaux (Colin et al., 2000). La
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réalisation des TDRs ne nécessite aucun appareillage. Trois principaux groupes d’antigenes
parasitaires sont visés par les TDRs :
 Histidin-Rich Protein 2 (HRP-2) spécifiques a P. falciparum ; antigéne soluble
abondant, thermostable présent dans le cytoplasme et sur la membrane des hématies
parasitées,
» P. Lactate Déshydrogenase (pLDH) spécifique a P. falciparum et P. Vivax.
» Aldolase (pan-spécifique ; enzyme glycolytique du parasite).
Les TDRs sont d’exécution rapide et de lecture facile pouvant étre réalisés par un personnel
moyennement formé. Ils sont indiqués particulierement dans les structures non spécialisées
lorsque I’examen microscopique n’est pas disponible (Hance et al., 2005). Leurs
performances dépendent essentiellement de la parasitémie (Minodier et al., 2005). Ils sont
également moins performants avec les especes autres que P. falciparum, particulierement P.
ovale (Grobusch et al., 2002). Les TDRs doivent étre considérés comme un complément des
autres méthodes diagnostiques. Leurs résultats doivent étre vérifiés et complétés si possible
par I’examen microscopique. Leur positivité permet une prise en charge adéquate et rapide
des patients. En revanche, leur négativité ne doit pas écarter le diagnostic (Hance et al. ,
2005).

c) Laserologie

La serologie est basée sur la détection des anticorps antipaludiques spécifiques (IgG ;
IgM) dans le sérum des patients. Elle utilise des techniques d’immunofluorescence indirecte
et des tests immuno-enzymatiques (ELISA). Des marqueurs sérologiques ont été identifiés
pour chacune des quatre especes de Plasmodium. En zone d’endémie palustre, la sérologie
n’a pas de place dans le diagnostic des acces palustres aigus en raison de I’apparition tardive
des anticorps (AC) antipalustres par rapport a I’émergence des parasites dans le sang. Le
diagnostic sérologique se confronte également a des difficultés d’interprétation. En effet, la
présence d’AC spécifiques peut témoigner soit d’une infection palustre évolutive soit d’un
paludisme antérieur dans la mesure ou les AC peuvent persister longtemps apres I’infection
(Camara et al., 2009). Le diagnostic immunologique est indiqué dans certaines formes
cliniques chroniques telles le paludisme viscéral évolutif et la splénomégalie palustre hyper-
immune au cours desquelles les AC sont & des concentrations élevées alors que les recherches
parasitologiques sont le plus souvent négatives. La sérologie est aussi utile en rétrospectif en
cas de traitement présomptif ou d’automédication. Elle reste par ailleurs, trés utilisée dans le
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dépistage des donneurs de sang dans le cadre de la prévention du paludisme post-
transfusionnel et dans les enquétes épidémiologiques.

d) Les techniques de biologie moléculaire

Les techniques de biologie moléculaire basées sur I’amplification des génes par la
réaction de polymérisation en chaine (en anglais « polymerase-chain reaction » pour PCR)
sont utilisées dans le diagnostic du paludisme, mais surtout dans la surveillance
épidémiologique de la pharmacorésistance du Plasmodium (Figueiredo et al., 2008). La PCR
demeure la technique la plus sensible qui puisse permettre la détection de trés faibles
parasitémies de I’ordre de 0,3 parasite/ul avec récemment une possibilité de quantification
de ’ADN du parasite grace a la PCR quantitative (de Monbrison et al., 2003) . Lorsque la
PCR est réalisée dans de bonnes conditions, sa valeur prédictive négative est trés bonne et sa
spécificité absolue (Hanscheid et Grobusch, 2002). Malgré ces nombreux avantages, la
biologie moléculaire ne peut remplacer en pratique courante les méthodes classiques de
diagnostic du paludisme en raison du temps de réalisation relativement long, de ses exigences

en matériels et personnel qualifié et de son co(t.
11.2.7 Traitement et prévention du paludisme

11.2.7.1 Traitement du paludisme

La prise en charge efficace des cas de paludisme est un élément fondamental de la lutte
antipaludique en Afrique subsaharienne ou, la plupart des infections paludéennes sont dues a
P. falciparum et donc sont potentiellement mortelles (Greenwood et al. , 2005). Le traitement
du paludisme fait appel a différents antipaludiques qui possedent des mécanismes d’action
différents. L’arsenal thérapeutique utilisé dans le traitement du paludisme est tres réduit a
cause de la chimiorésistance. Par conséquent, le choix du traitement est basé sur la fréquence
des cas de résistances dans la zone considérée, et sur I'importance d’éventuels effets
indésirables provoqués par certains antipaludiques. Les antipaludiques sont classés soit en
fonction de leur origine naturelle (Tableau 1) ou de synthése. Ils peuvent également étre
classés selon leur action sur diverses formes évolutives du parasite chez I’homme. Parmi eux,
on distingue les schizonticides, actifs sur les stades asexués intra-érythrocytaires et les
gamétocytocides, actifs aussi bien sur les gamétocytes sanguins que sur les stades intra-
hépatiques (hypnozoites). Enfin, ils peuvent étre classés suivant leur mode d’action rapide
(quinines et amino-4-quinoléines) pour lesquels I’apparition de la chimiorésistance est
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longue; et les antipaludiques d’action lente (antifoliques et antifoliniques) dont I’'usage génere
beaucoup plus vite la chimiorésistance rendant inefficaces certains traitements (Oliver et al.,
2008; Pradines et al., 2003).

Tableau 1 : Les différents médicaments antipaludiques

Origines Dérivés Molécules Action Sites d’action
. . Alcaloides - _Qum!ne, . Schizonticides \(acuqle
Antipaludiques quinidine, cinchonine, digestive
Naturels . Artémisinine, : ‘s Vacuole
Quinghaosu Artémether, Artésunate Schizonticides digestive
Amino-4- Chloroguine, Schizonticides Vacuole
Quinoléines Amodiaquine, digestive
Aryl-Amino- Méfloquine, : - Vacuole
Alcools Halofantrine Schizonticides digestive
Antifoliques et Sulfadoxine : -
o L ! izonticides Cytoplasme
Antifoliniques Pyriméthamine Sch ytop
Naphtoquinones Atovaquone Schizonticides Mitochondrie
Antipaludiques Cvcli
A TR yclines, . - .
de synthése Antibiotiques Macrolides, Schizonticides Ribosome
Primaquine,
Tafénoquines,
Amino-8- Quinocides, Gamétocytocides Mitochondrie
quinoléines Bulaquines,
Pamagquines,
Plasmocides

En réponse a Il’augmentation croissante de la résistance de P. falciparum aux
antipaludiques, I’OMS a recommandé aux pays d’endémie palustre [I’utilisation des
combinaisons thérapeutiques a base d’artémisinine (CTA) dans le traitement du paludisme
simple a P. falciparum (WHO, 2006). L’antipaludique a associer aux dérivés de
I’artémisinine doit avoir une efficacité thérapeutique en monothérapie supérieure a 80% dans
la zone cible. Les options thérapeutiques actuellement recommandées par I’OMS sont les
suivantes : artéméther-luméfantrine ; artésunate-amodiaquine ; artésunate plus sulfadoxine-
pyriméthamine ; artésunate plus méfloquine (AS + MQ) ; dihydroartémisinine-pipéraquine.
Au Burkina Faso, AL et AS-AQ ont été adoptés depuis février 2005 comme traitements de
premiere ligne du paludisme simple (MS, 2005).

11.2.7.2 Prévention du paludisme

Les stratégies de prévention du paludisme incluent la prophylaxie par la prise de
médicaments, I’éradication des moustiques et la prévention des piqlres de moustiques. En
raison de I’échec des différents programmes d’éradication du paludisme et des difficultés de

mise en ceuvre des mesures collectives de prévention, la prévention du paludisme a I’échelle
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individuelle semble beaucoup plus envisageable. En zone émie palustre, la prévention
individuelle s’adresse prioritairement aux couches vulnérables (enfants <5 ans, femmes
enceintes et les personnes agées) et aux sujets non-immuns se rendant en zone impaludée.
Une prévention efficace doit associer une protection contre les pigdres de moustiques et une
chimioprophylaxie médicamenteuse adaptée en fonction du contexte épidémiologique de la
zone en question. La prescription d’une chimioprophylaxie reléve d’une consultation
specialisée et personnalisée. Il est par ailleurs important de signaler que méme I’observation
scrupuleuse de ces mesures préventives n’assure pas une protection a 100% contre le
paludisme. Elle constitue un traitement préventif des accés cliniques et ne met pas a I’abri
d’un acces de reviviscence tardif a P. vivax ou P. ovale.

En zone d’endémie palustre d’Afrique subsaharienne, la SP est recommandée pour le
traitement préventif intermittent (TPI) chez les femmes enceintes (World Health
Organization., 2008), des nourrissons (Armstrong Schellenberg et al., 2010) et des enfants
(Sesay et al.,, 2010) au détriment de la CQ. Plus récemment, ’'OMS a recommandé
I’utilisation de I’AQ-SP pour la chimio-prévention du paludisme saisonnier chez les enfants

de 0 a 59 mois vivant en zone de forte transmission saisonniere (WHO, 2011).

11.2.8 Immunité antipaludique

L acquisition de I’immunité contre P. falciparum en zone d’endémie palustre résulte
d’une exposition répétée au parasite et augmente avec I’age des sujets (Doolan et al., 2009).
Elle baisse au contraire avec I’age lorsque I’exposition diminue (O'Meara et al., 2008). Une
exposition répétée favorise I’atténuation de I’impact clinique de la maladie. Dans les zones ou
la transmission du paludisme est intense et pérenne, il s’établit progressivement chez I’héte
un état de tolérance a la présence du parasite se traduisant par une faible parasitémie
(immunité antiparasitaire) d’une part et I’absence de symptdmes (immunité clinique) d’autre
part. Cet état est appelé «état d’ immunité relative ou de prémunition». De nombreuses études
ont également montré que le paludisme au cours des premiers mois de vie est un phénoméne
rare. Elle s’explique par la transmission transplacentaire d’anticorps antipalustres maternels
d’une part (Duffy, 2007; Riley et al., 2001) et la présence de I’hnémoglobine feetale (HbF) qui
inhibent le développement du parasite dans les hématies. Les nouveau-nés seraient également
protégés par des facteurs tels que la lactoferrine et les IgA sécrétoires (Gwamaka et al., 2012;
Kassim et al., 2000). Les mécanismes effecteurs de la réponse immune chez I’lhomme sont
peu connus en raison de la difficulté a définir des criteres épidémiologiques, cliniques ou
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parasitologiques simples susceptibles de caractériser cet état de prémunition et de définir
clairement quels sont les individus « protégés » (Baird et Snow, 2007).

Outre les facteurs immunologiques de résistance au paludisme, des facteurs génétiques
peuvent conférer une protection contre le paludisme grave. Au nombre de ces facteurs, on
peut citer :

» Ladrépanocytose (du grec drepanos, «faucille» au regard de la forme allongée qu’ont
un certain nombre d’hématies) aussi appelée hémoglobinose «S», sicklémie ou
anémie falciforme : une modification dans la chaine «» de I’hémoglobine entraine
une déformation des globules rouges, ce qui produit des hétérozygotes qui protégent
mieux contre le paludisme. Les hématies sont déformées, I’hémoglobine cristallise,
empéchant ainsi I’entrée du parasite dans I’hématie. Ce changement entraine
cependant une mauvaise oxygénation des organes et donc, de séveres complications,
allant jusqu’au déces pour les sujets homozygotes (HbS/HbS). La prévalence de la
drépanocytose (HbA/HbS) est élevée dans les populations africaines soumises a une
forte pression du paludisme en raison de la résistance qu’elle procure contre les acces
graves de la maladie (Ohashi et al., 2004; Verra et al., 2007).

» le groupe sanguin «O» qui protége contre les formes séveéres par I’inhibition de la
formation de rosettes (Pathirana et al., 2005; Rowe et al., 2007) ;

* les thalassémies (Mockenhaupt et al., 2004); le sujet est porteur du gene SS entrainant
une modification des taux de synthése des chaines de globines avec pour conséquence
une mauvaise circulation du sang et une fatigue constante ;

* le déficit en Glucose-6-Phosphate Déshydrogénase (G6PD) ou favisme, une enzyme
antioxydante protégeant contre les effets du stress oxydatif dans les globules rouges,
donne une protection accrue contre le paludisme grave (Guindo et al., 2007) ;

» I’absence de I’antigéne Duffy sur les érythrocytes de certains sujets peut conférer une
protection contre I’infection par P. vivax ou par P. knowlesi. Cela constitue un
exemple davantage sélectif de la population Ouest-Africaine, ou ce groupe sanguin est
tres fréquent. Cependant, cette situation pourrait étre revue, P. vivax ayant réussi a
s’adapter a Madagascar suite au brassage génétique entre population africaine et
asiatique (Rayner, 2009) et plus récemment au Mali (Bernabeu et al., 2012) ;

» le groupe « Antigene de Leucocyte Humain» (en anglais HLA pour Human
Leucocyte Antigen) est associé a un faible risque de paludisme grave. Cette molécule
de complexe majeur d’histocompatibilité (CMH) de «classe I» présente dans le foie
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est un antigene des lymphocytes «T» contre le stade sporozoite. Cet antigéne, encodé
par I’Interleukin-4 (IL4), produit par les cellules «T» favorise la prolifération et la
différenciation de la production d’anticorps-cellules «B». Une étude des Peuls du
Burkina Faso, ayant moins de deux épisodes de paludisme avec des niveaux plus
élevés d’anticorps antipaludiques que les groupes ethniques voisins, a montré que
I’allele 1L4-524T était associé a des niveaux élevés d’anticorps contre le paludisme,
suggérant la possibilité que cet allele pourrait étre un facteur d’augmentation de la

résistance au paludisme (Zhang et al., 2009).
11.2.9 Résistance de Plasmodium falciparum aux antipaludiques

11.2.9.1 Définition de la résistance

La résistance de P. falciparum aux antipaludiques constitue un obstacle majeur dans la
lutte contre le paludisme. En dépit de la découverte de nouveaux médicaments antipaludiques
et de I’adoption effective par les systémes de santé de combinaisons thérapeutiques pour le
traitement du paludisme, P. falciparum s’adapte en permanence et développe des résistances,
y compris contre les CTA (Dondorp et al. , 2009; Noedl et al. , 2008). L’organisation
mondiale de la santé (OMS) a défini en 1967 la résistance comme étant la capacité du
parasite a survivre et/ou a se multiplier en dépit de I’administration et de I’absorption d’un
médicament donné a doses égales ou supérieures a celles habituellement recommandées mais
dans les limites de la tolérance du malade (WHO Scientific Group on Chemotherapy of
Malaria. et World Health Organization., 1967). Il a été ajouté a cette définition en 1986 que
la forme active du médicament devait pouvoir atteindre le parasite ou accéder a I’intérieur de
I’érythrocyte infecté pendant la durée nécessaire a son action normale (Bruce-Chwatt et al.,
1986). Il s’agissait de tenir compte du fait que les individus pouvaient différer par leur
capacité a métaboliser les antipaludiques comme les sulfonamides et les sulfones, que les
molécules antipaludiques pouvaient se lier fortement aux protéines plasmatiques et que des
médicaments administrés de facon simultanée pouvaient avoir un effet antagoniste sur
I’efficacité de I’antipaludique (ex. I’acide folique peut altérer I’effet de la sulfadoxine-
pyriméthamine). La résistance aux antipaludiques est encore plus compliquée par le
phénomeéne de la résistance croisée qui se produit entre les médicaments appartenant a la

méme famille chimique ou ayant le méme mode d’action.
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11.2.9.2 Emergence et propagation de la résistance

Le développement de la résistance peut s’expliquer d’abord par la grande diversité
génétique de P. falciparum due a un taux élevé de mutations dans son génome et ensuite par
les masses trés importantes de parasites portées par les individus infectés. En effet, les
mutations conférant la résistance a un nouveau médicament sont extrémement rares et peu
probables mais les fortes densités parasitaires favorisent I’apparition et la sélection des
mutations sous I’effet de la pression médicamenteuse. Aussi, les erreurs de réplication de
I’ADN dans les cellules introduisent des mutations au hasard dans le génome, permettant
ainsi le processus d’évolution. Les mutations sont & I’origine de la grande variabilité
génétique de P. falciparum et lorsque celles-ci ne sont ni létales pour le parasite, ni
silencieuses, elles peuvent dans certains cas avantager sa survie en lui permettant par exemple
d’échapper au systeme immunitaire de son hote, de supporter la présence de molécules
toxiques dans son environnement ou de se multiplier plus rapidement que d’autres clones.
Certains parasites mutants qui survivent en présence d’un antipaludique deviennent ainsi
résistants et transmettent par la suite la mutation a leurs descendants, générant ainsi une
population capable de résister a une molécule (World Health Organization., 2010a). Les
évenements génétiques sont caractérisés par les mutations ou les changements du nombre de
copies des genes qui déterminent la cible du médicament ou qui affectent la pompe régulant
la concentration intra-parasitaire du médicament. Un seul événement génétique pourrait étre
suffisant mais dans certaines situations plusieurs évenements génétiques sont nécessaires
(\Valderramos et al., 2010). La fréquence des mutations et la vitesse a laquelle les résistances
se développent dépendent des caractéristiques de la molécule utilisée, du contexte
épidémiologique et de la fagon dont les médicaments sont utilisés.

L’exposition des parasites a des concentrations de médicaments inferieures au seuil
thérapeutique favorise davantage la sélection des parasites mutants résistants aux
médicaments (White et Pongtavornpinyo, 2003). En effet, une concentration inadéquate de
médicament élimine seulement les parasites sensibles. La prévention de la propagation de la
résistance devient difficile une fois que les parasites résistants émergent et sont sélectionnés
au détriment des parasites sensibles. Toutefois le phénotype de résistance acquis aprés
mutation n’est pas toujours un avantage en I’absence de pression médicamenteuse (Felger et
Beck, 2008). Aussi, la propagation des nouvelles résistances émergeantes dépend de la
recrudescence et de la transmission subséquente d’une infection ayant généré un nouveau

parasite résistant (World Health Organization., 2010a). La production de gamétocytes a partir
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de I’infection recrudescente devrait étre prévenue par I’administration précoce du traitement
approprié. IL existe une fenétre de temps durant lequel le niveau du médicament avantage la
survie du parasite résistant par rapport au parasite sensible (Stepniewska et White, 2008). La
propagation subséquente des parasites mutants est facilitte par I’administration des
médicaments a longue durée d’action. L’activité antipaludique résiduelle présent aprés
traitement sert de « filtre sélectif », prévenant seulement I’infection des parasites sensibles.
Ainsi, Les médicaments tels que la chloroquine, la méfloquine et la pipéraquine qui persistent
longtemps dans le sang apreés leur administration représentent des filtres sélectifs (Yeung et
al., 2004).

Le niveau de transmission du paludisme dans une zone influence également la
propagation de la résistance du parasite aux antipaludiques (Hastings et Mackinnon, 1998).
Des études épidémiologiques ont montré que les zones de faible transmission sont les
premiéres origines de la résistance (Roper et al., 2004). En effet, dans les zones a faible
transmission, la plupart des infections sont symptomatiques et de ce fait, plusieurs personnes
recoivent des traitements antipaludiques favorisant ainsi les opportunités de sélection de
mutants. Les zones a forte transmission sont moins susceptibles a I’émergence de la
résistance principalement parce-que la plupart des infections sont asymptomatiques et les
infections se répetent le long de la vie. Dans ces zones, il s’établit progressivement chez
I’héte une immunité partielle se traduisant par une faible parasitémie ou par I’absence de
symptémes. L’ immunité peut également jouer un réle considérable dans le ralentissement de
I’émergence et de la propagation de la résistance. Le systéme de défense de I’hdte posséde un
effet antiparasitaire majeur. Tout parasite résistant généré entre en compétition non seulement
avec I’antipaludique mais aussi avec le systeme immunitaire de I’h6te qui tue les parasites
sans tenir compte de leur phénotype de résistance réduisant ainsi leur probabilité de survie a
tous les stades de leur cycle de transmission.

Les autres facteurs favorisant I’émergence de résistances sont (White, 1999) :
* une mauvaise utilisation des antipaludiques par les individus infectés conduisant a des
traitements incomplets,
e une indisponibilité¢ des médicaments efficaces ou le déploiement inadéquat des
médicaments sous forme de monothérapies
» la consommation de contrefagcons sous dosées qui est un facteur permettant a des
parasites viables de survivre a des concentrations sub-optimales d’antipaludiques et

d’étre sélectionnés pour leur aptitude a résister.
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11.2.9.3 Surveillance de I’efficacité et de la résistance des antipaludiques

L’OMS a fait des efforts considérables pour standardiser les méthodes d’évaluation
d’efficacité de médicaments antipaludiques pendant les 40 dernieres années, mais les
recommandations les concernant ont changé plusieurs fois, en fonction de I’avis des experts
de chaque époque et de I’avancée des connaissances. La méthode de référence de diagnostic
et de surveillance des résistances est donc le test in vivo de I’'OMS développé en 1965 et
révisé en 1967, en 1972, en 1996 et enfin en 2001 (WHO, 2005). La confirmation de la
résistance exige la preuve :

 que les parasites sont recrudescents chez un patient qui a récemment regu le traitement
a dose adaptée et

» que la concentration sanguine efficace du médicament ou de ses métabolites actifs a
été maintenue pour au moins quatre cycles parasitaires (WHO, 2005).

En effet, des résistances apparentes peuvent en fait étre dues a des différences
interindividuelles de pharmacocinétique des antipaludiques testés. C’est le cas par exemple
de I’atovaquone, la méfloquine, I’halofantrine et la luméfantrine. Les tests in vivo consistent a
administrer une dose standard d’antipaludique a des malades infectés par Plasmodium et a
suivre pendant au moins 28 jours la disparition des manifestations cliniques et de la
parasitémie. Les principales limitations des tests in vivo sont liées a leur dépendance :

 a I’observance thérapeutique, la posologie et la qualité des médicaments qui doivent
normalement étre strictement contrélées au cours des essais,

e aux variations interindividuelles de pharmacocinétique (absorption, élimination,
biotransformation-métabolisme du médicament absorbe etc.),

 al’immunité naturellement acquise des individus qui biaise les résultats

 aI’état nutritionnel du patient et

e a la sensibilité et la spécificité du diagnostic parasitologique des rechutes ou de
I’absence de clairance parasitaire ainsi que de la distinction entre véritable rechute et
nouvelle infection.

Les tests in vivo impliquent le suivi prolongé d’individus (>28 jours) et donc une
logistique importante et des ressources humaines qualifiées pour ce type d’étude clinique. lls
ne permettent de tester qu’un seul médicament par individu et qu’un petit nombre de
médicaments par étude. Les tests in vitro permettent par contre d’étudier simultanément la
sensibilité de P. falciparum a plusieurs antipaludiques en faisant abstraction des facteurs liés

au patient. lls sont cependant chers et complexes a mettre en ceuvre, ils nécessitent des
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infrastructures importantes, des personnels trés qualifiés et spéecialisés et I’utilisation de
parasites vivants. Cela implique des délais brefs de réalisation aprés le prélévement des
souches et le respect de régles strictes de biosécurité. Par ailleurs, leurs résultats n’ont pas
toujours été corrélés aux résultats des tests in vivo et ne sont pas toujours reproductibles
d’une equipe a I’autre en raison de différences entre les techniques et les protocoles utilisés.
Pour ces raisons, les tests in vitro sont utilises pour la surveillance de la chimiosensibilité
mais n’ont pas d’utilité en clinique. 1l existe enfin des tests « moléculaires ». 1l s’agit des
méthodes de génotypage réalisées sur I’ADN du parasite. Ces méthodes ont profité de I’essor
de la biologie moléculaire et de la connaissance récente du génome de P. falciparum. 1l s’agit
de chercher les modifications des génes du parasite impliqués dans sa résistance aux
antipaludiques. Ces différents marqueurs moléculaires de résistance sont présentés dans le

tableau suivant.
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Tableau 2 : Les marqueurs de résistance associés aux différents antipaludiques

Médicaments

Marqueurs de résistance

Alléle associé a la résistance ou a la

Niveau de validation

Genes N .
diminution de sensibilité
Pfcrt Lys 76 Thr Association in vivo
Chloroquine
Pfmrp His191Tyr et Ser437Ala Association in vitro
Pfmdrl Asn86Tyr Association in vitro
Amodiaquine
Pfmrp His191Tyr et Ser437Ala Association in vitro
Meéfloquine Pfmdrl Nombre de copie > 1 Association in vivo
Pfdhfr Ser108Asn Association in vivo
Pfdhfr Ser108Asn + Asn51lle L
+ Cys59Arg Association in vivo
Sulfadoxine- Pfdhps Alad37Gly Association in vivo
Pyriméthamine Pfdhps Ala437Gly + Lys540Glu Association in vivo
Ser108Asn + Asn51llle + Cys59Arg + o
Pfdhfr+pfdhps Association in vivo
Ala437Gly+ Lys540Glu
Pfmrp Lys1466Arg Association in vivo
Pfdhfr Serl08Thr + Alal6Val Association in vivo
Proguanile Ser108Asn + Asn51lle et/ou + S
Pfdhfr Association in vivo
Cys59Arg
Atovaquone Pfcytb Tyr268Asn ou Tyr268Ser Association in vivo
. ] Sélection d’alléle en cas
Luméfantrine Pfmdrl Asn86 &Nombre de copie > 1 .
d’échec thérapeutique
Nombre de motifs : DNNND >2 ou o
Pfnhe-1 Association in vitro
Quinine NHNDNHNNDDD<3
Doxycycline pftetQ Nombre de copie > 1 Association in vitro
Arthémeter Pfserca Ser769Asn Association in vitro
Artémisinine K13 propeller M4761, C580Y, R539T, Y493H Association in vitro

Association in vitro
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111 MATERIELS ET METHODES

I11.1 SITES D’ETUDE

Le matériel biologique de cette étude proviennent de trois études cliniques qui ont été
conduites par une équipe de recherche sur le paludisme de I’IRSS-DRO respectivement dans
les districts sanitaires de D6 (CSPS de Colsama, Sarfalao), du secteur 15 (Centre de Santé et
de promotion sociale (CSPS) de Ouezzin-ville) et de LENA (CSPS de Satiri, Balla et
Kadomba). Les échantillons ont été acheminés dans les laboratoires de I’IRSS-DRO et de la
division des maladies infectieuses de « University of California, San Francisco (UCSF) ».

111.1.1 Le district sanitaire de Do

Le district sanitaire de D6 est I’un des huit districts de la Région des Hauts Bassins.
Avec une superficie de 3208,5 km? il couvre la commune urbaine de Bobo-Dioulasso et les
communes rurales de Péni, de Karangasso/Sambla et de Toussiana. Le district sanitaire de Do
comprend vingt huit (28) formations sanitaires publiques dont un (01) Centre Médical avec
Antenne chirurgicale (CMA) et vingt sept (27) CSPS. Les formations sanitaires privées sont
au nombre de quatre vingt neuf (89) dont une infirmerie de Garnison, 07 infirmeries des
écoles, 9 formations sanitaires privées confessionnelles, 18 infirmeries de I’office de santé
des travailleurs, 27 formations sanitaires privées et 27 officines. La population du district
etait de 504895 habitants en 2013 (Recensement général de la Population 2006 réactualisée).
Sa densité moyenne est estimée a environ157,36 habitants au kilométre carré. Le paludisme
avec 38,83% de prévalence, demeure la premiére cause de consultation au niveau des
formations sanitaires. Les participants des deux premieres études ont été recrutés dans trois

formations sanitaires que sont les CSPS de Colsama, Sarfalao et Ouezzin-Ville.

111.1.2 Le district sanitaire de LENA

Le district sanitaire de LENA créé en 2007 est situé a I’ouest de la ville de Bobo-
Dioulasso, région des Hauts-Bassins. Avec une superficie de 1756,5 Km2, il se décompose
en 13 formations sanitaires issues de 30 villages et 44 hameaux de culture. Les participants de
I’étude « Efficacité et tolérance de la Dihydroartémisinine-Pipéraquine pour le traitement
intermittent saisonnier préventif du paludisme chez les enfants de 3-59 mois a Bobo-
Dioulasso, Burkina Faso» ont été recrutés dans trois formations sanitaires du district de Léna
que sont les CSPS de Satiri, Balla et Kadomba.
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111.1.3 L’ Institut de Recherche en Sciences de la Santé, Direction Régionale de I’Ouest
(IRSS-DRO)

Créé en 1997, I’institut de Recherche en Sciences de la Santé (IRSS), un des quatre
instituts que compte le Centre National de la Recherche Scientifique et Technologique
(CNRST) s’est donné pour mission de contribuer au développement de la santé du Burkina
Faso par la Recherche-Développement. L’IRSS-DRO, la seule direction régionale de I’IRSS
a vu le jour en 1999 a Bobo-Dioulasso sous la direction du Professeur Jean-Bosco
OUEDRAOGO. Les thématiques de recherche de cette institution sont essentiellement le
paludisme (parasitologie et entomologie), la nutrition, la microbiologie (bactériologie et

virologie), la pharmacologie et pharmacognosie.

111.1.4 La division des maladies infectieuses de I’Université de Californie, San Francisco
(UCSF)

La division des maladies infectieuses a I'université de Californie (USA) est une
division académique dans le département de Médecine focalisée aussi bien sur la recherche
tout comme la clinique. Cette division offre un programme rigoureux de bourses en sciences
basique et en recherche clinique afin de produire des scientifiques et chercheurs de calibre
exceptionnel. C’est dans ce cadre que nous avons eu |I’opportunité de séjourner a plusieurs
reprises dans le laboratoire du Professeur Phillip John ROSENTHAL ou nous avons effectué

une partie de nos travaux de laboratoire.

111.2 SOURCES ET PERIODES DE COLLECTE DU MATERIEL BIOLOGIQUE

Le matériel biologique du présent travail a été fourni par trois études cliniques
conduites dans des CSPS de la région de Bobo-Dioulasso :

e Un premier essai clinique, randomisé comparant I’efficacité thérapeutique de I’AQ-
SP, ’AL et la DHA-PQ dans le traitement du paludisme simple au Burkina Faso. Cet
essai a été conduit entre juillet et décembre 2006 dans les CSPS de Colsama, Ouezzin-
ville et Sarfalao.

» Un second essai clinique non randomisé évaluant la pharmacocinétique et I’efficacité
de la DHA-PQ dans le traitement du paludisme simple au Burkina Faso. Il a été
également conduit dans les CSPS de Colsama, Ouezzin-Ville et Sarfalao entre juillet
et Décembre 2007.

» Un troisieme essai clinique randomisé ouvert comparant I’efficacité et la tolérance de

la DHA-PQ et de la SP-AQ dans le traitement préventif intermittent du paludisme des
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enfants de 3-59 mois a Bobo-Dioulasso, Burkina Faso. Cet essai a été conduit entre
aolt et décembre 2009 dans les CSPS de Satiri, Balla et Kadomba.

111.3 POPULATION D’ETUDE

111.3.1 Estimation de la taille de I’échantillon des différentes études.

Pour le premier essai clinique randomisé comparant I’efficacité thérapeutique de I’AQ-

SP, I’AL et la DHA-PQ dans le traitement du paludisme simple au Burkina Faso, nous avons
estimé que le risque de récurrence parasitaire aprés 42 jours de suivi serait différent dans
chaque bras de traitement. Sur la base des études antérieures ayant estimé les récurrences
parasitaires a 15% et 5% respectivement apres traitement a AL et AQ-SP, nous avons estimé
aprés qu’un total de 176 patients (avec des perdus de vue estimés a 10%) serait suffisant dans
chaque bras de traitement pour détecter une différence de 10% dans le taux de récurrence
parasitaire avec une puissance de 80% et un seuil de risque a 5%.
Dans la deuxieme étude évaluant la pharmacocinétique et I’efficacité de la DHA-PQ nous
avons évalué I’association entre la faible concentration en pipéraquine et les réponses au
traitement. Les ressources disponibles nous avaient permis de suivre 300 patients jusqu’a la
fin de I’étude. Avec une estimation de 10% de perdus de vue au cours des 42 jours de suivi
nous avons inclut 330 patients dont 200 d’entre eux agés entre 2 et 10 ans ont participé a
I’étude de la pharmacocinétique.

La taille totale de I’échantillon de notre troisiéme essai clinique, a été calculée en se
référant a I’incidence des épisodes palustres (4%) chez les enfants du méme groupe d’age
rapporté par Sokhna et collaborateurs en 2008. Pour déterminer si la DHA-PQ était aussi
efficace que I’association I’AQ-SP avec une marge de 4% avec 10% de perdus de vue, 1500
enfants ont été randomisés pour une puissance de 90% et 95% d’intervalle de confiance (seuil
de 2,5%). La marge de 4% a éteé retenue en estimant que I’incidence du paludisme chez les
enfants n’ayant pas recu le TPI sera de 40% et celle chez les enfants sous TPI, moins de 5%

avec 4% la plus grande marge jugée non importante.

111.3.2 Critéres d’inclusion

Les criteres d’inclusion des deux premiers essais étaient identiques : les patients ayant
été diagnostiqués positifs a la goutte épaisse ont été évalués pour I’inclusion dans les essais
suivant les criteres ci-dessous :

» N’avoir pas encore participé a cette étude en cours
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» Etre agé de plus de 6 mois
» Avoir un poids >5 kg
» Fievre (>37.5°C axillaire) ou histoire fébrile les dernieres 24 h
» Absence d’effet secondaire grave au médicament a I’étude
» Absence de maladies concomitantes associées avec le paludisme
» Provision d’un consentement éclairé et habilité a respecter le suivi
 Pas de prise d’autres antipaludiques dans les 2 derniéres semaines
» Absence de signes de danger ou de paludisme grave.
Les criteres d’inclusion du troisieme essai clinique étaient sensiblement identiques a
ceux des deux essais précédents a quelques exceptions préts :
» Etre 4gé entre 3 et 59 mois
» Accepter de visiter la formation sanitaire en cas de fiévre ou autres maladies et éviter
de prendre des médicaments en dehors de I’étude

» Accepter les visites a domicile (par le personnel de I’étude)

111.3.3 Critéres de non inclusion

 Allergie connue aux médicaments de I’étude : SP, AQ, DHA-PQ

» Présence d’une condition ou affection médicale nécessitant une hospitalisation au
moment du screening.

* Intention de quitter la zone d’étude pendant le suivi

 Affection médicale chronique

* Infection VIH connue
111.4 COLLECTE DES DONNEES

111.4.1 Les prélévements sanguins

Pour chaque participant des deux premiers essais cliniques des prélévements sanguins
ont été effectués au bout du doigt pour la confection de goutte épaisse (GE) / Frottis Sanguin
(FS) au jour 0 a I’inclusion et aux jours 2, 3, 4, 7, 14, 21, 28, 35 et 42 apres le début du
traitement. Quelques gouttes de sang ont également été recueillies aux mémes périodes sur du
papier filtre pour les analyses génétiques de P. falciparum. Pour Les participants agés de 2 a
10 ans dans le deuxiéme essai clinique, les prélévements sanguins du jour 7 comprenaient
environ 200ul de sang capillaire et 2-5ml de sang veineux conservé dans un tube EDTA. Pour

le troisieme essai clinique, des confettis et GE/FS ont été réalisés chez tous les participants a
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chaque round de traitement préventif, a I’enquéte finale ainsi qu’a chaque visite imprévue du

participant au site d’étude.

111.4.2 Examens microscopiques des parasites

Pour I’examen microscopique des parasites, nous avons effectué une goutte épaisse et
un frottis sanguin. Le frottis a été fixé au méthanol. Les lames ont été ensuite colorées au
Giemsa 10% pendant 10 minutes, puis séchées et lues a I’objectif 200X du microscope sous
huile a immersion. Les densités parasitaires (DP), exprimées en nombre de parasites par
microlitre (uL) de sang ont été calculées a partir de la lecture des gouttes épaisses selon la
méthode suivante : le nombre de parasites par microlitre de sang est établi par rapport au
nombre de leucocytes fixé a 8.000/ par microlitre de sang. La densité parasitaire (DP) est
donc obtenue suivant la formule :

DP= («n» * 8.000) / X. n = nombre de parasites comptés et X= nombre de leucocytes
comptes. Si le nombre de parasites « n » est = 10 on compte au moins X = 200 leucocytes.
DP=n *8.000 / 200 = n *40. Si le nombre de parasites « n » est < 10, on compte au moins
X =500 leucocytes et la densité parasitaire sera :

DP =n *8.000 /500 =n *16

Le FS a servi principalement a I’identification des espéces de Plasmodium.

111.4.3 Mesure de la concentration en PQ

Les échantillons de sang veineux et capillaires prélevés ont été ensuite centrifuges a
2000g pendant 10 minutes et le plasma séparé a été conservé a -20 °C jusqu’a I’envoi au
Département de pharmacologie clinique de la faculté de Médecine Tropicale, de I’Université
de Mahidol, Bangkok en Thailande. La concentration plasmatique en PQ a été déterminée
par une méthode validée de spectrophotométrie de masse de chromatographie liquide
(Lindegardh et al., 2008).

Pour le contréle de qualité, des standards de 4,5, 20 et 400 ng/ml ont été analysés avec
chaque lot pour assurer la précision de chaque essai. La déviation standard des échantillons
de contrdle de qualité était en dessous de 5%, indiquant ainsi une excellente performance de
I’essai. La limite inferieure de quantification était fixée a 1.50 ng/ml.
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111.4.4 Techniques de génotypage de P. falciparum

111.4.4.1 Extraction de I’acide désoxyribonucléique (ADN)

L’ADN du parasite a été extrait des confettis a partir de la méthode de chelex (Plowe et
Wellems, 1995). Les érythrocytes ont été lysées dans une solution contenant 1ml de
« phosphate Buffered Saline » (PBS) 1X, 50uL de saponine 10% puis I’ADN fut séparé des

autres composants cellulaires dans 100uL d’eau et 50uL de chelex dilué a 20%.

111.4.4.2 Amplification des extraits d’ADN par la «polymerase chain reaction » (PCR)

Pour les échantillons des échecs thérapeutiques des deux premiers essais, nous avions
d’abord amplifié les régions polymorphiques répétitives du bloc 2 de msp-1, du bloc 3 de
msp-2 par une PCR nichée « nested PCR » pour étudier le polymorphisme de P. falciparum
(Viriyakosol et al., 1995) afin de distinguer les recrudescences des nouvelles infections. Nous
avions par la suite procédé au génotypage de quatre microsatellites (TA40, TA60, PfK2,
TA81) pour confirmer ou infirmer les résultats obtenus. Des échantillons ont été également
sélectionnés au hasard dans chacun des trois essais pour évaluer par la PCR nichée les
polymorphismes génétiques de pfmdrl (N86Y, Y184F, S1034C, N1042D, D1246Y), pfcrt
(K76T), pfdhr (N511, C59R, S108N, 1164L) et pfdhps (S436A, A437G, K540E).

La technique de la PCR nichée consistait & utiliser au cours de la premiéere amplification un
premier couple d’amorces pour amplifier le segment du gene comprenant la région de
polymorphisme puis a la deuxieme amplification un second couple d’amorces spécifiques
aux différentes familles alléliques (K1, MAD 20 et RO33 pour mspl et FC27 et 3D7 pour
msp2) ou aux points de mutations étudiés des génes pfmdrl, pfcrt, pfdhfr et pfdhps. Les
mélanges de la réaction ont été préparés sous une hotte avec du matériel stérilisé

conformément a la composition décrite dans le tableau 3.
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Tableau 3 : Composition des mélanges de la réaction PCR

PCR1 PCR 2
Réactifs ] Volumes (uL) a . Volumes (pL) &
Concentrations Concentrations
prélever prélever
H,O ultra pure 15,3 15,3
Amorce sens 10 uM 0,5 10 uM 0,5
Amorce antisens 10 uM 0,5 10 uM 0,5
Buffer 10X 2,5 10X 2,5
dNTPs 2mM 2,5 2 mM 2,5
MgCl, 25 mM 15 25 mM 15
Taq polymérase 5 U/uL 0,2 5U/uL 0,2
Extrait d’ADN Inconnue 2 inconnue 2
Volume final = 25 uL

Apreés avoir nettoyé les mains a I’aide d’un antiseptique, nous désinfections la surface
de manipulation a I’aide d’alcool 70°. Cela avait pour but de limiter les contaminations qui
pourraient étre liées aux manipulations antérieures. Des microtubes de 0,2 ml (ou des plaques
PCR) étaient alors numérotés selon le nombre d’échantillons a amplifier. Les volumes
individuels des réactifs et solvants qui entraient dans la composition du mélange étaient alors
calculés et multipliés au nombre total d’échantillons & amplifier plus un témoin positif et un
témoin négatif. Pour chaque mélange préparé, on ajoutait un extra de 10% du nombre
d’échantillons en prévision des erreurs de pipetage. Les volumes requis étaient
successivement ajoutés dans I’ordre : eau distillée, amorces, buffer, dNTP, Mgcl2, Taq
polymérase en utilisant pour chaque réactif un cone différent. Un volume de 23uL de mix
était ensuite distribué dans chaque puits de PCR. A ces 23uL, on ajoute 2uL d’ADN et on
incubait les tubes (ou la plaque) dans un thermocycler (S1000 et C1000, Biorad) pour
I’amplification suivant un programme spécifique.

La seconde réaction consistait a ajouter 2 uL de la premiére amplification dans un
mélange préparé dans les mémes conditions que celles de la premiére. Pour cette seconde
réaction, seul le changement des amorces marquait la différence avec la premiere réaction.
Les programmes d’amplification préalablement enregistrés dans le thermocycler se résument
généralement en trois grandes étapes :

» L’étape de dénaturation : Elle se déroulait entre 94-95°C et durait environ 5 minutes
pour le premier cycle. Il s’agissait de dénaturer I’ADN double brin en mono brins.
o L’étape d’hybridation des amorces ou “annealing” : La température d’hybridation

variait selon les amorces utilisées. La durée était d’environ 1 minute 30 secondes,
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juste le temps aux amorces de s’hybrider correctement, I’ADN total plus long n’aura
pas le temps de se réhybrider.
» L’étape d’élongation : La température d’élongation généralement 72°C correspondait
a la température optimale de la Tag polymérase.
Dans cette étude, nous avons choisi de génotyper 4 des douze microsatellites validés pour le
génotypage des échantillons de sang sur papier filtre (confettis). Les amorces ont été
synthétisées pour une PCR simple. Les amorces «Sens» étaient marquées a I’extrémité 5’
avec un fluorophore HEX ou 6-FAM tandis-qu’une «queue» 5’ GTGTCTT a été ajoutée aux
amorces «antisens» pour promouvoir I’addition en extra de base d’adénosine afin
d’uniformiser la taille des produits PCR. Les conditions de la réaction ont été optimisées de
sorte a favoriser la détection des alleles rares. Les tableaux 4 et 5 ci-dessous récapitulent les

séquences des amorces et les programmes d’amplification des différents génes.

Tableau 4 : Séquences d’amorces et programmes d’amplification des génes MSP1 et MSP2

\ . . Programmes
Genes Amorces et séquences (5’-3") d"amplification
01:5- 94°C x 3min; (94°C
PCR 1. CACATGAAAGTTATCAAGAACTTGTC-3" | x 25s; 50°C x 35s;
02 :5’-GTACGTCTAATTCATTTGCACG 3’ |68°C x 2min 30s) x
MSP1 30; 72°Cx 3min
94°C x 3min;
bCR 2 N1:5-GCAGTATTGACAGGTTATGG-3’ )E%“SSC é‘sfgs;gom%
) N2 : 5’-GATTGAAAGGTATTTGAC-3’ ’ oo
30s) x30; 72°Cx
3min
94°C x 3min;
oor1 | 53 5-GAAGGTAATTAAAACATTGTC-3' (9;‘ 1(r:n;(n'2255;°é2xc
' S2: 5-GAGGGATGTTGCTGCTCCACAG-3’ L _
2min,) x30;
72°C X 3min
MSP2 94°C x 3min;
bCR 2 S1: 5-GAGTATAAGGAGAAGTATG-3’ (931%;‘”_2%;0500)((:
' S4: 5’-CTAGAACCATGCATATGTCC-3’ L _
2min,) x30;
72°C X 3min
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Tableau 5 : Séquences d'amorces et programmes d’amplification de pfmdrl, pfcrt et microsatellites

Microsatellites

gtotctt TTTTTCCATCATATAAATTGGTATCT
TAB81 sens : HEX-
AGGGAAGGTGAGGAAAAGGA
TAS81 antisens :
gtotctt TTCATACATTTCACACAACACAGG
PfPK2 sens HEX-
TCCTCAGACTGAAATGCATGA
PfK2 antisens :
gtgtctt CCTTTCATCGATACTACGATTATTTG

, Genes Amorces , A
étapes de la 6 3" Programme d’amplification
poR | B
pimgr1 | MPR-AL:TGT TGAA AGATGG GTA AAG 04C x 2min
BOEI8% | MDR-A3: TACTTT CTT ATT ACA TAT GAC | 30X (94°C xImin, 45°Cxmin, 72°C x
ACC ACA AAC A 45s),72°C x 5 min, Garder a 4 °C
MDR-A4 : AAA GAT GGT AAC CTC AGT o .
stsfrgtdlrslzl ATC AAA GAA GAG 30x (94°C 914 (':X522T"1]' in, 72°C
PCR 2 MDR-A2: GTC AAA CGT GCAT TT TTT ATT X (34°Cx1min, 52°x1min, 72°C x
AAT GAC CAT TTA 45s), 72°C x 5 min, Garder & 4°C
Pfmdri- MDR-0O1: AGA AGA TAT TTC TGT AAT 94°C x 2min
1034, 1042, TTG ATA CAA AAA GC 30 x (94°Cx1min. 52°C xLmin. 72°C
1246 MDR-02: ATG ATT CGA TAA ATT CAT CTA | 30X (94°Cx1min, 52°C x el
PCR 1 TAG CAG CAA 45s) ,72°C x 5 min, Garder 4 4°C
1034F : AGA ATT ATT GTA AAT GCA GCT
Pfmdrl TTATGG GGA CTC 94°C x 2min
1034&1042 1042R : AAT GGATAATAT TTC TCA AAT 30 x (94°Cx1min, 52°Cx1min, 72°C x
PCR 2 GAT AAC TTA GCA 45s), 72°C x 5 min, Garder & 4°C
1246F: ATG ATC ACATTA TAT TAA AAA
Pfmdl ATG ATATGA CAA AT 94°C x 2min
1246 MDR-02: ATG ATT CGA TAA ATT CAT CTA | 30 x (94°C x1min, 52°Cx1min, 72°C x
PCR 2 TAG CAG CAA 45s), 72°Cx5min, Garder a 4°C
PCR semi-nichée
94°C x 3min
Pfcrt K76T CRT-1: GACGAGCGTTATAGAGAATTA o o . o
PCR1 CRT-2 : CCAGTAGTTCTTGTAAGACC 40 x (34°C x30s, 47°Cx1min, 72°C x1,
5min), 72°C x 3 min, Garder & 4°C
94°C x 5min
Pfcrt K76T CQR-A: TGTGCTCATGTGTTTAAACTT .
. 30 x (94°C x30s, 52°C x1min, 72°C
PCR2 CQR-B : CAAAACTATAGTTACCAAT x1min), 72°C x 3 min, Garder 4 4°C
TA40 Sens : 6FAM-
TTTTGGTTTCCAAGGGATTG
TAA40 antisens :
gtgtctt TTAAGGCCACGAGGAAATTG
TAG60 sens : HEX-
CCAAGAGAAAGCGATCCTCA 94°C x5 min
PCR TAG0 antisens : 10 x (94°C x 20s, 60°C x 30s,

decreasing 0.5°/cycle, 68°Cx 25 s), 30
X (94°C x20s, 55°C x30s, 68°C x255s),
68°C x10 min
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111.4.4.3 Electrophorese des produits d’amplification

Les produits de la PCR pour msp1, msp2 et les marqueurs de résistance ont été analysés
par électrophorese sur gel d’agarose 2,5% contenant 7,5uL de bromure d’éthidium (5-éthyl-
3,8-diamino-6-phénylphénanthidine). Le gel était déposé dans une cuve a électrophorése
contenant un tampon TBE 1X (Trizma Boric acid EDTA). Un volume de 2 uL de bleu de
charge a eté melangé avec chaque produit de la PCR puis 15 uL de ce mélange a été déposé
dans un puits du gel d’électrophorése. La forte densité du bleu de charge lui permettait de
maintenir la solution d’ADN dans le puits d’électrophoréese. L’électrophorése a été réalisée a
une intensité de 350mA sous une tension de 80-90 volts pendant 1h-1h30min. Le bromure
d’éthidium a la propriété de s’intercaler entre les fragments d’une molécule d’ADN et
d’émettre une fluorescence a 300 nm quand il est excité aux rayons ultra-violets (UV). La
révélation de I’électrophorése a été faite sous UV en utilisant un systéme de documentation
des images couplé a un ordinateur donnant la possibilité d’estimer avec précision la taille
exacte des bandes d’ADN.

Les produits de la PCR pour microsatellites ont été dilués dans de I’eau ultra pure avant
I’électrophorese. Par la suite on a mélangé 2uL du produit dilué avec 10uL de HI-DI
Formamide (highly deionized formamide) et 0.2uL de Genescan 400HD ROX (applied
biosystem) puis dénaturer le tout pendant 5 minutes a 95°C. L’électrophorése capillaire a été
réalisée avec un analyseur d’ADN 3730xI (Applied Biosystem) et les alléles ont été mesurés

avec un logiciel « GeneMapper » (Applied Biosystem).

111.4.4.4 Interprétation des résultats

Une bonne réaction de PCR se traduit par la présence de bandes de tailles précises
correspondant aux différents contréles positifs et par I’absence de bande dans le contrdle
négatif. La polyclonalité se traduisant par la présence simultanée dans le méme extrait des
bandes de tailles différentes, car chaque bande représentant un clone ou un alléle. Les
marqueurs de polymorphisme mspl, msp2, TA40, TA60, PfK2 et TA81 ont été utilisés pour
distinguer les parasites recrudescents de ceux nouvellement infectant. Pour un méme patient,
nous avons comparé le nombre et la position des bandes ou les pics de fragments d’ADN du
jour d’inclusion (JO) et du jour d’échec thérapeutique. Les résultats ont été exprimés en terme
de «recrudescence », « nouvelle infection » ou « indéterminé ». Le résultat est considéré
comme valide lorsqu’il existait au moins une bande d’ADN de I’alléle étudié. Deux alléles
ont été considérés identiques lorsqu’ils différaient de seulement 10 paires de base pour mspl,
msp2 et d’une seule paire de base pour les microsatellites. Dans de telles situations le parasite
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est dit recrudescent (Cattamanchi et al., 2003) . Les marqueurs de résistance des genes pfcrt,
pfmdrl, pfdhfr et pfdhps ont été interprétés en terme d’infection sauvage, mutant et mixte. Un
parasite a été considéré sauvage lorsqu’il présentait uniquement toutes les bandes du témoin
sauvage. Il a été considéré mutant lorsqu’ il présentait uniquement les bandes du témoin

mutant et mixte lorsqu’il présentait les bandes du sauvage et du mutant.

111.5 CONSIDERATIONS ETHIQUES

Les protocoles de ces études ont regu les approbations des Comités d’Ethique
Institutionnel du Centre Muraz et de I’Université de Californie, San Francisco (USA). Ces
études ont été enregistrées sur www.clinicaltrials.gov respectivement sous les numéros
IRSCTN94367569, IRSCTN59761234 et NCT00941785. Par ailleurs tous les participants de

ces études, leurs parents ou leurs tuteurs légaux ont manifesté leurs accords de participation

aux différentes études et de I’utilisation ultérieure des échantillons collectés par la signature
de consentement éclairé. La prise en charge médicale des participants était entierement

gratuite et I’anonymat a été garanti durant toutes les analyses de laboratoire.

111.6 ANALYSE STATISTIQUE DES DONNEES

Les résultats de I’efficacité de la DHA-PQ ont été analysés en intention de traiter et per
protocole avec STATA version 11.0. Les seuils de la concentration en PQ au jour 7 utilisés
étaient respectivement 30ng/ml et 57ng/ml pour le sang veineux et capillaire. Les tests de chi-
deux (x%) ou de Fisher exact ont été utilisés pour comparer les différentes proportions. Les
variables continues (distributions normales ou transformées en logarithme) ont été comparées
en utilisant le test «t» de Student. Une valeur de probabilité « p » <0,05 était considérée
comme statistiquement significative. Nous avons utilisé la méthode de survie de Kaplan
Meier pour estimer le risque de récurrence parasitaire durant la période de suivi.

Pour évaluer la sélection des polymorphismes apres le traitement dans notre premiere
étude, nous avons comparé les prévalences de chaque polymorphisme étudié dans 150 (pour
pfert et pfmdrl) ou 39 (pour pfdhfr et pfdhps) échantillons sélectionnés au hasard avant le
traitement a celles des parasites causant une nouvelle infection dans la période de 42 jours
apres le traitement. Dans la deuxiéme étude, la comparaison des proportions a été faite entre
111 échantillons sélectionnés au hasard et toutes les nouvelles infections. Les données ont été
saisies et vérifiées avec SPSS ou EPI Info 6.04 et les analyses ont été faites avec STATA
version 8.0. Les analyses de la troisiéme étude ont consisté a comparer avec SPSS version 17
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les prévalences des différents marqueurs de résistance avant la prise de la premiére dose de
TPI a celles des patients ayant successivement recu les trois doses de TPI.
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IV RESULTATS

IV.1 SELECTION DES POLYMORPHISMES DE RESISTANCE DE P.
FALCIPARUM PAR AL, AQ-SP ET NON PAR LA DHA-PQ

IV.1.1 Profils des études et caractéristiques des populations

Les échantillons de cette partie proviennent de trois études cliniques conduites a Bobo-
Dioulasso. La premiere étude comparant en 2006 I’efficacité thérapeutique de AL, AQ-SP et
DHA-PQ dans le traitement du paludisme simple a été ralisé sur au total de 843 patients
examinés. Cing cent quatre vingt (580) patients remplissant les critéres d’inclusion ont été
randomises pour recevoir I’AQ-SP, I’AL ou la DHA-PQ. Sur un total de 559 patients ayant
recu le traitement et inclus pour un suivi de 42 jours, seuls 517 ont termineé le suivi avec un
résultat de traitement dont 169 patients pour le bras AQ-SP, 176 pour AL et 172 pour DHA-
PQ (Figure XII).

La deuxiéme étude avait pour objectif d’évaluer I’efficacité et la pharmacocinétique
de la DHA-PQ dans le traitement du paludisme simple a Bobo-Dioulasso. Sur un total de 445
participants diagnostiqués avec le paludisme, 386 remplissant les critéres d’inclusion ont été
enrblés dans I’étude. Les principales raisons de non inclusion étaient la parasitémie <2000
Pf/ul, >200000 Pf/ul ou I’incapacité de suivi. Sept participants ont été retirés de I’étude apres
le jour 1 principalement pour des raisons de vomissements persistants donnant a la fin une
cohorte de 379 patients suivis. De cette cohorte, 96,3% ont bénéficié d’un suivi complet
(figure XI11). La moyenne d’age de la population était de 6 ans (0,6 -50 ans) avec 36,0% de la
population ayant moins de 5 ans. La dose journaliere moyenne de PQ administrée était de
18,5 mg/kg (6,5-24). L’étude de pharmacocinétique a concerné 226 participants agés de 2-10
ans ayant fourni 226 échantillons de sang capillaire et 198 échantillons de sang veineux au
jour 7.

Dans la troisieme étude, 1500 enfants agés de 3-59 mois ont été randomisés 1:1 au
mois d’aolt 2009 pour recevoir mensuellement (Aolt, Septembre et  Octobre) un traitement
préventif a la DHA-PQ (Duocotexin®, Dihydroartemisinine 40 mg -pipéraquine phosphate
320 mg, Holley Cotec, China) ou a I’AQ-SP (Camoquin®, Parke-Davis sirop 60 ml 5ml/mg /
Fansidar® Roche 500mg/25 mg comprimés). Pour estimer I’incidence du paludisme chez les
enfants ne recevant pas de traitement préventif intermittent (TPI), une cohorte de 250 enfants
a éte enrolée et également suivie de la méme maniére de Septembre @ Novembre 2009. Pour
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I’analyse de PCR au laboratoire nous avons sélectionné au hasard 120 pairs d’échantillons
(Jour 0O et jour d’enquéte finale) dans chaque bras de traitement et 120 dans le bras de
Contréle. Au total, 360 échantillons ont été sélectionnés au hasard pour évaluer la prévalence
des polymorphismes avant et & la fin du TPI (figure XIV).

843 patients examinéd

263 patients exclus
dont 114 incapacités

de suivi
1 1
187 patients 107 patints randomisés & la
randomisés a AQ-SP randomisés a I’AL DHA-PQ
3 exclus dont : 1DP< 9 exclus dont : 9 exclus dont :2 DP<
- 2000 et 2 = 6 DP<2000 - 2000 et 1

vomissements vomissement

3 vomissements

=1 184 patients enr6lés | f=={ 188 patients enrdlés | p==§ 187 patients enrolés

15 patients exclus en | |_J 12 patients exclus enf |__1 15 patients exclus en
cours de suivi cours de suivi cours de suivi

176 patients avec
- résultats de
traitementde suivi

169 patients avec
résultats de traitement

172 patients avec
résultats de traitement

Figure XI1 : Profil de I'étude comparant les efficacités thérapeutiques de AL, AQ-SP et DHA-PQ
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59 Non sélectionnés dont :
- 34 pour DP< 2000 ou > 200 000 /uL.
- 5 cas de paludisme grave

- 14 pour incapacités de suivi
- 4 utilisations récentes d’antipaludiques
- 2 infections mixtes

445 patients Examinés

7 Retraits avant jour 1 dont:

- 2 pour parasitémie inadéquate apres
relecture des lames
- 5 Vomissements répétés au jour 0

386 patients
sélectionnés pour le
traitement

14 Exclus durant le suivi :
- 6 retraits de consentement
- 4 ont manqué une dose
- 3 perdus de vue
- 1 traitement concomitant

379 Inclus dans la cohorte

A

Y

365 ont Complété le suivi
dont :

- RCPA: 325
-ECT: 10
- EPT: 30

Figure XI11: Profil de I’étude évaluant I’efficacité et la pharmacocinétique de la DHA-P
ETP= Echec Thérapeutique Précoce, ECT=Echec Clinique Tardif, RCPA=Réponse Clinique et Parasitologique Adéquate,

EPT= Echec Parasitologique Tardif
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360 échantillons
d'enquéte Initiale

99 PCR
Négatives
retirées

Pfcrt analysés: 261, Echec PCR :0
Pfmdrlanalysés: 261, Echec PCR :1
Pfdhfr analysés: 261, Echec PCR :1
Pfdhps analysés: 261, Echec PCR :1

120 du groupe control)

360 échantillons d'enquéte
finale(240 du Groupe SMC et

Groupe SMC : 240
7 perdus de vue
85 PCR négatives retirées

23 exclus de I'analyse
dans le groupe AQ-SP

29 exclus de I'analyse
dans le groupe DHA-PQ

Groupe contr6le : 120
28 PCR négatives retirées

Pfert analysés: 92, Echec PCR :0

Pfmdrlanalysés: 92, Echec PCR :0
Pfdhfr analysés: 92, Echec PCR :0
Pfdhps analysés: 92, Echec PCR :0

Groupe AQ-SP:

Groupe DHA-PQ

Pfcrt analysés: 48, Echec PCR : 1 Pfcrt analysés: 46, Echec PCR : 0
Pfmdrlanalysés: 48, Echecs PCR : 2
Pfdhfr analysés: 48, Echecs PCR : 4 Pfdhfr analysés: 46, Echecs PCR :
Pfdhps analysés: 48, Echec PCR : 0

Pfmdrlanalysés: 46, Echec PCR : 1

Pfdhps analysés: 46, Echec PCR : 0

4

Figure X1V : Profil de I’analyse de laboratoire de la troisiéme étude
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1VV.1.2 Sélection de polymorphismes de génes de résistance dans les parasites de
nouvelles infections dans I’étude randomisée comparant AL, AQ-SP et DHA-PQ*

Pour évaluer les différences de proportions de polymorphisme avant le traitement et
dans les nouvelles infections, nous avons comparé les proportions de chacun des
polymorphismes étudiés dans 150 échantillons sélectionnés au hasard avant le traitement
(pour pfert et pfmdrl) ou 39 échantillons (pour pfdhfr et pfdhps) avec celles des parasites de
nouvelles infections au cours du suivi de 42 jours. Nous avons évalué les polymorphismes au
niveau des genes pfcrt (K76T) et pfmdrl (N86Y, Y184F, D1246Y) associés a la résistance a
laCQetal’AQ et ceux au niveau de pfdhfr (N511, C59R, S108N) et pfdhps (A437G, K540E)
associés a une diminution de la réponse au traitement a la SP. Nous n’avons pas évalué par
contre les mutations au niveau des codons 1034, 1042 de pfmdrl et 164 de pfdhfr ou encore
les altérations du nombre de copies de pfmdrl qui sont d’une importance capitale dans
certains pays mais qui a notre connaissance n’ont pas encore été observées au Burkina Faso.

Aprés traitement a I’AL, les nouvelles infections étaient fréquentes en raison
probablement de la courte durée de vie de la luméfantrine comparée a celle des autres
médicaments partenaires de I’artémisinine. Comme précédemment reporté, le traitement a
I’AL a sélectionné significativement les génotypes sauvages de pfcrt-K76, pfmdrl- N86 et
Y184 et pfmdrl (Tableau 6).

Les nouvelles infections apres traitement a I’AQ-SP et a la DHA-PQ étaient trés peu
fréquentes, limitant de ce fait la puissance statistique de I’identification de la sélection de
polymorphismes dans les parasites de nouvelles infections. La sélection de génotypes mutants
apres traitement a I’AQ-SP était significative pour pfdhfr 511, 59R et 108N. Nous avons
également noté une sélection non significative de pfmdrl- 86Y (Tableau 6).

Le traitement du paludisme a la DHA-PQ n’a pas favorisé de sélection au niveau des
polymorphismes étudiés dans les genes pfcrt et pfmdrl. Il faut cependant noter que la
puissance statistique était limitée pour ces analyses puisque seulement 9 nouvelles infections

ont été reportées durant le suivi de 42 jours apres traitement & la DHA-PQ.

! Ces résultats ont déja fait I’objet d’une publication sous la référence : Somé A.F, Séré YY, Dokomajilar C, Zongo |,
Rouamba N, Greenhouse B, Ouédraogo JB, Rosenthal PJ, 2010. Selection of known Plasmodium falciparum resistance-
mediating  polymorphisms by artemether-lumefantrine and amodiaquine-sulfadoxine-pyrimethamine but not
dihydroartemisinin-piperaquine in Burkina Faso. Antimicrob Agents Chemother.; 54(5):1949-54
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Tableau 6 : Sélection de polymorphismes apres traitements a AL, AQ-SP ou DHA-PQ

Prévalence (%)
Génes  SNP®  polymorphismes avant

Sélection (%) dans les nouvelles
infections apres traitement avec
b

Sélection par °

traitement -
AL AQ-SP DF'j(';‘ AL AQ- DHA-
(n=48)  (n=13) (n=9) SP PQ
Pfert  K76T 72,7 52,1 76,9 778 © 508) (8' 83) (ON 82)
N86Y 36,0 18,7 61,5 33,3 © (?25) (gl ig) (0N 82)
Pmdrl v 184r 66,7 45,8 69,2 78 © (?09) (gl 82) (0N gg)
Non Non Non
D1246Y 93 6.2 n 0 ©07)  (©07)  (042)
M
S108N 308 76,9 (0,005)
Pfdhfr N511 30,8 61,5 (0'\85)
C59R 28,2 76,9 © '(\)%2)
A437G 76,9 69,2 Non
Pfdhps ’ ’ (0.41)
K540E 0 0 Non

% n=150 pour pfcrt et pfmdr1 ; n=39 pour pfdhfr et pfdhps

® Proportion des infections classées mixtes ou mutants a chaque alléle

¢Single Nucleotid Polymorphism

¢ valeur indiquant la sélection du type sauvage (S), mutant (M) ou I’absence de sélection (Non). Les valeurs de
« p » sont entre parenthéses.

1V.1.3 Sélection de polymorphismes de génes de résistance dans les parasites des
nouvelles infections aprés traitement a la DHA-PQ

Le nombre limité de nouvelles infections apres traitement & la DHA-PQ dans notre
étude précédente nous a permis d’initier le deuxiéme essai clinique évaluant I’efficacité et la
pharmacocinétique de la DHA-PQ dans le traitement du paludisme simple a Bobo-Dioulasso.
Dans cette étude nous avons comparé les proportions de chacun des polymorphismes étudiés
dans 111 échantillons sélectionnés au hasard avant le traitement avec celles des parasites de
nouvelles infections au cours du suivi de 42 jours. Nous avons également noté I’absence de
sélection de polymorphismes de pfcrt et pfmdrl. Les prévalences de pfcrt 76T, pfmdrl 86Y,
184F et 1246 étaient identiques entre les échantillons avant traitement et ceux des nouvelles
infections apres traitement a la DHA-PQ (Tableau 7).
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Tableau 7 : Sélection de polymorphisme apres traitement & la DHA-PQ

Prévalence (%) Prévalence (%) )
. _ _ . Sélection par
Geénes SNP polymorphisme avant le polymorphisme apres le
_ _ la DHA-PQ
traitement traitement

Pfcrt K76T 66,7 59,5 Non (0,43)
N86Y 38,7 40,5 Non (0,85)

Pfmdrl Y 184F 67,6 73,0 Non (0,54)
D1246Y 3,6 8,1 Non (0,50)

1VV.1.4 Seélection de polymorphismes de génes de résistance de P. falciparum sous I’effet

de la chimioprévention saisonniére du paludisme au Burkina Faso®.

Au total, 360 échantillons ont été analysés pour déterminer la prévalence des
polymorphismes a la visite initiale. Dans le groupe de traitement préventif a I’ AQ-SP, 77/120
participants étaient positifs a la PCR en fin de suivi et 48/77 n’ont point développé de
paludisme clinique et ont de ce fait recu trois rounds de traitement préventif a I’AQ-SP. Dans
le groupe de traitement a la DHA-PQ, 71/120 participants étaient positifs a la PCR et 46/71
ont recu trois rounds successifs de traitement a la DHA-PQ. Tous les échantillons négatifs a
la PCR n’ont pas été pris en compte dans I’analyse des résultats de génotypage (Figure XV).
Les polymorphismes ont été évalués dans les génes pfcrt, pfmdrl, pfdhfr et pfdhps utilisant la
PCR nichée suivie par la digestion enzymatique. Nos résultats montrent de tres fortes
prévalences de séquences mutantes associées aux résistances a la CQ, a I’AQ (pfcrt76T,
pfmdr1-86Y, 184F) et & la SP (pfdhfr 511, 59R et 108N et pfdhps 436 et 437). Nous n’avons
pas observé de mutation au niveau des codons S1034C et N1042D pour pfmdrl, 1164L pour
pfdhfr et 540E pour pfdhps. Les mutations au niveau des codons 72-75 de pfcrt n’ont pas été
évaluées en raison de leur absence au Burkina Faso.

Dans le groupe de chimioprévention a I’AQ-SP, la sélection des séquences mutantes
était significative pour les mutations pfcrt 76T, pfdhfr 59R et 108N. Dans le groupe de la
DHA-PQ, aucune sélection de mutation n’a été reportée au niveau des génes pfcrt, pfmdrl,
pfdhfr et pfdhps. Nous avons par ailleurs enregistré une Iégere diminution des prévalences de
mutants sauf exception pour la mutation pfmdr1-86Y (Tableau 8).

2 Ces résultats ont fait I’objet d’une publication sous la référence : Somé AF, Zongo |, Compaoré YD, Sakandé S, Nosten F,
Ouédraogo JB and Rosenthal PJ. Selection of drug resitance-mediating Plasmodium falciparum genetic polymorphisms by
seasonal malaria chemoprevention in Burkina Faso. Antimicrobial Agents and Chemotherpy; AAC 02406-14; published
ahead of print
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Tableau 8 : Effet de TPI & base de AQ-SP et DHA-PQ sur le polymorphisme génétiques de P. falciparum

Prévalence (%) eNQUEe initiale Sélection (%) & la fin de Iétude Valeur de p™

Genes | SNPs (n*= 261) AQ-SP DHA-PQ Non TPl | AQ- | DHA- | Non
(n=48) (n=46) (n=92) SP PQ TPI

Pfcrt K76T 68,5 82,97 65,22 62 0,04 0,66 | 0,25
N86Y 29,1 375 32,61 33 0,24 0,62 | 0,52

Y184F 58.5 58,33 56,52 67 0,98 0,79 | 0,13

pfmdrl | $1034C 0 0 0 0 1 1 1
N1042D 0 0 0 0 1 1 1
D1246Y 7.7 4,17 0 8 05 $0,05 | 0,97

N51l 58,1 69,56 54,55 59 0,14 0,66 | 091

i C59R 54,8 83,33 45,65 43 0,0002 | 025 | 0,25
S108N 55 87,23 51,11 53 0,0001 | 062 | 0,77

1164L 0 0 0 0 1 1 1

S436A 35,1 35,42 30,43 34 0,97 053 | 08

Pfdhps | A437G 56,8 62,5 69,57 65 0,45 01 | 015
K540E 0 0 0 0 1 1 1

* nombre d’échantillons analysés

** comparaison des prévalences de chacune des mutations entre I’enquéte initiale et I’enquéte finale

IV.2 EFFICACITE ET PHARMACOCINETIQUE DE LA DHA-PQ DANS LE
TRAITEMENT DU PALUDISME SIMPLE AU BURKINA FASO?

IVV.2.1 Efficacité du traitement a la DHA-PQ

Aprés 42 jours de suivi nous avons enregistré 31,3% (10/32) d’infections récurrentes
chez les enfants de moins de 2 ans, comparé a 16% (16/106) chez les enfants de 2-4 ans
(p=0,057), 9,4% (15/160) chez ceux de 5-10 ans (p < 0,001) et 0% (0/67) chez les
participants de plus de 10 ans (p < 0,001; Tableau 9). Parmi les 21 participants sous-dosés, 20
participants avaient des résultats cliniques disponibles. Dix-neuf de ces participants sous-
dosés étaient agés d’au moins 10 ans; tous les participants sous-dosés avaient des gouttes
épaisses négatives a la fin du suivi. Un des participants surdosés a eu un échec
parasitologique tardif. Parmi les participants ayant expérimenté une infection récurrente, le
temps de récurrence parasitaire était de 19 jours chez les moins de 2 ans, 21 jours ceux agés
de 2-4 ans (p=0,6) et 34 jours chez ceux &gés de 5-10 ans (p=0,01) (Figure XV). Le
génotypage de mspl, msp2 et des microsatellites a permis d’identifier seulement 3

3 Ces résultats ont fait I’objet d’un manuscrit accepté pour publication dans PLOS One sous la référence : Issaka Zongo,
Fabrice A. Somé, Serge A.M. Somda, Sunil Parikh, Noel Rouamba, Philip J. Rosenthal, Joel Tarning, Niklas Lindegardh,
Francois Nosten and Jean-Bosco Ouédraogo, 2012. Efficacy of Dihydroartemisinin-Piperaquine and day 7 Plasma
Piperaquine Concentration in the Treatment of Uncomplicated Falciparum Malaria in African Patients. Numéro de suivi :
PONE-D-13-08422R1

54




recrudescences (tous chez les moins de 5 ans), un résultat indéterminé et 37 nouvelles

infections sur un total de 41 épisodes d’infections récurrentes (Tableau 9).

Dans la premiere étude comparant I’efficacité thérapeutiqgue de AQ-SP Vs AL Vs
DHA-PQ, neuf patients ont eu un échec thérapeutique précoce, dont 5 dans le groupe AQSP
(2 avec signes de danger [dont 1 avec des convulsions et I'autre avec des vomissements] et 3
avec un paludisme grave [1 avec altération de la conscience et 2 avec jaunisse]) et 2 dans
chacun des groupes de traitement AL et DHA-PQ. Les résultats de I'efficacité ont été estimés
sur la base du temps de I'échec thérapeutique précoce ou du temps de récurrence parasitaire
selon les recommandations de 'OMS. Les résultats ont été évalués apres les jours 28 et 42
avec considération ou non du génotypage pour distinguer les recrudescences des nouvelles
infections. Considérant les résultats non ajustés par génotypage, les traitements a I'AQSP et a

la DHA-PQ étaient plus efficaces que le traitement a AL a la fois au jour 28 et 42 aprés

I’initiation du traitement (tableau 10).

Tableau 9 : Réponse au traitement en fonction de I’age

<2ans 2-4 ans 5-10ans | >10ans Total
Taille de la catégorie 32 106 160 67 365
[PQ] mg/kg/jour (range) (151,25324) (11,1LE§1,8) (141,3’-824) (s,é?ig,s) (6,158-’24)
ETP? 0 0 0 0 0
ECT 6 (18,7%) 2 (1,9%) 3 (1,9%) 0 11 (3%)
EPT® 4 (12,5%) | 15 (14,1%) |11 (6,9 %) 0 30 (8,2%)
ngnczrrf;ztea' 1031,3%) | 16 (16%) | 15 (9.4%) | 0(0%) | 41(100%)
Recrudescence 2 1 0 0 3
NI° 8 15 14 0 37
RCPAC 22 89 146 67 324
(68,7%) (84%) (91,2%) | (100%) | (88,8%)
a= Echec Thérapeutique Précoce, b=Echec Clinique Tardif, c=Nouvelles infections, d=Reponse Clinique et Parasitologique

Adéquate, N=Nombre de patients ; e= Echec Parasitologique Tardif
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Tableau 10: Efficacité thérapeutique de AQ-SP Vs AL Vs DHA-PQ

Risque d’échec thérapeutique

Différence de risque

(95% IC) (95% IC)
Catégorie de Groupe Groupe AL Groupe AL Vs AL Vs AQ-SP Vs
risque d’échec AQ-SP P DHA-PQ AQ-SP DHA-PQ DHA-PQ
Risque sur 28
. L 6,2 20,1 2,2 13,8 17,9 4,0
o R (35110)  (149-267) (0858  (7.020.7) 0001 116241 <001 (ggp 006
Risque sur 28
. S 3,9 3.4 2,2 0,1 11 1,7
jO;; g{;;t:gzar (19-80) (157.3) (0858) (44333 270 (23146 2% (193152 0%
Risque sur 42 7,5 4,1
. L 11,6 30,9 ' 19,4 23,5 (15,6- s
jours non ajusté i . (4,4- R <0,001 ' ' <0,001 (-2.1a 0,19
oar génotypage (7,6-17,4)  (24,7-38,3) 125) (11,0-27,7) 31,3) 103)
Risque sur 42
. S 3,9 4,1 2,2 0,2 1,9 1,7
- g{;;t:ggar (1980) (2085 (0858 (39243 0% (18ase 0% (19152 O3
I=
(8}
IS o
] Q-
5 P
5
©
3
5 S -
D o
o
S R
g —
o S | T I S——
O‘ T T T T T T T
0 7 14 21 28 35 42
Temps depuis I'administration du traitement
Number at risk
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Figure XV: Estimation du risque d'échec au traitement

1VV.2.2 Association entre la concentration plasmatique en PQ et la réponse au traitement
ala DHA-PQ

Pour évaluer I’association entre la concentration en PQ au Jour 7 et la réponse au
traitement, nous avons collecté du plasma a partir de 226 échantillons de sang capillaire et
198 échantillons de sang veineux prélevés au jour 7 chez les enfants agés de 2-10 ans. La

concentration plasmatique moyenne en PQ au jour 7 était significativement élevée dans le
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sang capillaire (67ng/ml [49-84]) comparée a celle du sang veineux (41ng/ml [27-69])
(tableau 10, p < 0,001). Dans le sang capillaire comme veineux, la concentration moyenne en
PQ au jour 7 chez les enfants de moins de 5 ans était inferieure a celle des enfants de plus de
5 ans (p < 0,001, tableau 10 et figure XVI). Aussi, les enfants ayant une RCPA avaient une
concentration plasmatique moyenne en PQ plus élevée (68 ng/ml [50-85] pour la
concentration capillaire et 42 ng/ml [29-59] pour la concentration veineuse) que celle des
enfants ayant eu des infections récurrentes (48 ng/ml [36-55] pour la concentration capillaire
et 25 ng/ml [19-44] pour la concentration veineuse) (tableau 11, p < 0,001).

Succés thérapeutique Echec thérapeutiquel Total

120 150

Concentration de la PQ au jour 7 (ng/ml)
0

2-4 ans 5-10 ans 2-4 ans 5-10 ans 2-4 ans 5-10 ans

_ Concentration capillaire au jour 7
_ Concentration veineuse au jour 7

Figure XVI: Distribution de la concentration en PQ en fonction de la réponse au traitement

Tableau 11 : Concentration en PQ dans le sang capillaire et veineux en fonction de I’age

2-5 ans 6-10 ans Total
[PQ] ng/ml =60 =126 =186 Valeur de p
. 62,2 67,50 66,70
Sang capillaire [454-833]  [496-845]  [48,5-84,4] 0,258
. 34,00 41,90 40,95
5ang velneux [24,6-56,8]  [29.8-635]  [27,3-58,9] 0,028
Valeur de p < 0,001 < 0,001 < 0,001
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Tableau 12 : Concentration plasmatique en PQ et réponses au traitement
Médiane

— — b
(PQ] ng/mi° RCPA (n=165) Echecs (n=21) Valeur de p
Sang capillaire 67,8 [50,4-84,8] 44 [36-55,4] < 0,001
Sang veineux 41,6 [29,1-59,4] 25,3 [18,6-44,2] < 0,001
Valeur de p° < 0,001 < 0,001

a= Mediane [interquartile], b=test de Wilcoxon Rank sum, c= test de Wilcoxon paired sign Rank

1VV.2.3 Relation entre la présence des marqueurs de résistance et les recrudescences

Sur un total de 365 patients ayant des résultats de traitement a la DHA-PQ disponibles a
I’issu des deux études, nous avons enregistré 10,9% (41/ 365) d’infections récurrentes. Aprés
génotypage de mspl, msp2 et de quatre microsatellites seuls trois échantillons (0,92%) ont été
classés comme recrudescences. Les marqueurs de résistance des genes pfcrt (K76T) et
pfmdrl (N86Y, Y184F et D1246Y) ont été évalués sur toutes les recrudescences et sur une
sélection randomisée de 111 échantillons avant le traitement. Les mutations au niveau des
codons 72-75 de pfcrt et 1034 et 1042 de pfmdrl n’ont pas été évaluées a cause de leurs
absences au Burkina Faso. Aucune des mutations évaluées au niveau des genes pfcrt et

pfmdrl n’était associée a la recrudescence apres traitement a la DHA-PQ (Tableau 12).

Tableau 13 : Relation entre les mutations génétiques et les recrudescences apres traitement a la DHA-PQ

_ Nombre
Mutation p
Recrudescence (n=3) RCPA (n=111)
Pfcrt 76T 2 74 1
Pfmdrl
86Y 2 42 0,56
184F 2 75 1
1246Y 0 4 1

RCPA= Réponse Clinique et Parasitologique Adéquate, n = Nombre de patients, p= Probabilité

IV.2.4 Clairance de la fievre et des parasites, portage de gamétocytes et variation
moyenne de I’hémoglobine
A I’inclusion, tous les patients étaient fébriles ou avaient une histoire de fievre.
Respectivement, apres les jours 1 et 2, 90 pour-cent et 97,9% des patients n’étaient plus
fébriles. Aussi, la clairance parasitaire était de 92,5% apres le jour 2 (tableau 13).

Les gamétocytes étaient rares sur la base de la microscopie. A I’inclusion, 7 participants

avaient des gamétocytes parmi lesquels 3 ont éliminé leurs gamétocytes au jour 2, trois autres

58



au jour 21 et le septieme au jour 28. A partir du jour 28, aucun gamétocyte n’a été détecté

chez tous les patients suivis.

Nous avons observé une augmentation de I’hémoglobine entre le jour O et la fin de
suivi. Le gain moyen en hémoglobine était de 1,23g/dl (95% IC [1,0-1,4], p < 0,001). A la fin

du suivi, la moyenne d’hémoglobine chez les patients RCPA était significativement

supérieure a celui des patients ayant eu un échec au traitement (11,9g/dl versus 10,7g/dl, p <

0,001).

Tableau 14 : Evolution de la clairance de la fiévre et de la parasitémie chez les participants

Jour apres Nb. De Jour apres Nb. De

initiation du  clairance de la Proportion initiation du  clairance de  Proportion

traitement fievre traitement parasite
Jour 1 (n=357) 355 93,8% Day 2 (n=350) 325 92,9%
Jour 2 (n=352) 344 97,7% Day 3 (n=349) 346 99,1%
Jour 3 (n=351) 345 98,1% Day 4 (n=227) 226 99,6%

IV.2.5 Tolérance et acceptabilité du traitement a la DHA-PQ

Le traitement a été en général bien toléré. Dix neuf patients (6,1%) ont vomit leur

premiere dose de DHA-PQ. Les effets secondaires les plus fréquemment rencontrés étaient le

vomissement, les maux de téte et la diarrhée. Aucun effet secondaire nécessitant I’arrét de

traitement n’a été observé (Tableau 14).

Tableau 15 : Proportion des effets secondaires chez les patients traités a la DHA-PQ

Signes Fréquence Pourcentage
Vomissements dans 30 minutes (n=354) 18 5,1%
Maux de téte (n=278) 15 5,4%
Vomissements (n=355) 22 6,1%
Diarrhées (n=357) 12 3,4%
Anorexie (n=357) 11 3,1%
Faiblesses (n=357) 9 2,5%
Prurits (n=356) 9 2,5%
Nausées (n=294) 4 1,4%




V DISCUSSION

V.1 DE LA SELECTION DES POLYMORPHISMES DE RESISTANCE DE P.
FALCIPARUM PAR AL, AQ-SP ET NON PAR LA DHA-PQ

Notre premiere étude randomisée nous a permis d’évaluer la pression de sélection de

polymorphismes associés a la résistance aux amine-quinoléines et aux antifolates. Comme
précédemment reporté dans des études antérieures, nous avons trouvé que AL sélectionne les
séquences de types sauvages des genes pfcrt et pfmdrl et que AQ-SP sélectionne le type
mutant dans le géne pfdhfr. De nos connaissances, aucune étude antérieure n’a évalué la
pression de sélection de la DHA-PQ. Dans cette étude, la PQ qui est structurellement proche
de la CQ et I’AQ n’a pas sélectionné les types mutants de pfcrt ou pfmdrl associés a la
résistance a la CQ et I’AQ et ou sectionnés par ces antipaludiques. L analyse d’échantillons
supplémentaires de la deuxieme étude clinique avec la DHA-PQ a confirmé les résultats
trouvés. Ces résultats suggérent que la PQ n’aurait peut-étre pas la méme pression de
sélection et probablement pas les mémes mécanismes de résistance que la CQ et I’AQ.
Une des méthodes les plus sensibles permettant d’identifier la sélection des parasites
présentant des diminutions de sensibilités aux antipaludiques est d’évaluer I’impact des
traitements sur le polymorphisme des parasites récurrents aprés les traitements. Dans le cas
du traitement a la DHA-PQ I’impact de la dihydroartémisinine dans les infections récurrentes
est négligeable en raison de la courte durée de sa demi-vie. La demi-vie de la PQ par contre
est de 3 & 4 semaines (Hung et al., 2004; Tarning et al., 2008). Les infections récurrentes
émergeant ainsi au cours des 42 jours de suivi proviennent indubitablement des parasites qui
survivent malgré la persistance d’une certaine dose de PQ. Ces parasites peuvent offrir des
indices de marqueurs de résistance.

Le traitement a I’AQ-SP sélectionne les parasites de nouvelles infections portant la
mutation pfmdrl-86Y mais ne sélectionne pas les autres mutations connues de pfcrt et
pfmdrl. Cette sélection limitée pourrait s’expliquer par le fait du nombre réduit de nouvelles
infections apres traitement a I’AQ-SP. Le traitement & I’AQ-SP sélectionne aussi trois autres
mutations courantes du géne pfdhfr mais ne sélectionne pas la mutation courante 437G du
géne pfdhps. Ces résultats corroborent avec ceux d’études antérieures suggérant que les
principaux déterminants de la résistance a la SP étaient les mutations pfdhfr 59R, sélectionnée

par AQ-SP et pfdhps 540E, non sélectionnée a cause de sa rareté en Afrique de I’Ouest
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(Dorsey et al., 2004; Pearce et al., 2009). L’absence de la mutation pfdhfr 540E pourrait
expliquer I’excellente efficacité de I’AQ-SP au Burkina Faso (Zongo et al. , 2007a).

Le traitement a | ‘AL procure une pression de sélection de direction opposeée a celle de
I’AQ avec la sélection des séquences de types sauvages aux codons 76 du gene pfcrt, 86 et
184 du gene pfmdrl comme précédemment reporté (Dokomajilar et al. , 2006a; Humphreys
et al. , 2007; Martensson et al. , 2005; Sisowath et al., 2005; Zongo et al. , 2007b). Ces
alleles de types sauvages sélectionnés sont associés a une diminution de la sensibilité a
I’halofantrine et a la méfloquine toutes liées & la luméfantrine. Les échecs au traitement a
I’AL étaient rares mais il est probable que les parasites de type sauvage aux géenes pfcrt et
pfmdrl aient plus de possibilité d’éviter I’effet de I’AL que les mutants couramment
rencontrés en Afrique (Reed et al., 2000; Valderramos et Fidock, 2006).

Au début des années 1970, la PQ a été largement utilisée en chimio-prophylaxie tout
comme en monothérapie en Chine et de nombreux rapports ont par la suite souligné des
niveaux inacceptables de résistances cliniques et in vitro a la PQ (Chiang et al., 2009). De
nos jours, les mécanismes de résistance a la PQ demeurent inconnus. Dans cette derniere
décennie, la PQ et la DHA ont été combinées pour former une CTA (DHA-PQ). Des études
récentes ont démontré une excellente efficacité de la DHA-PQ dans le traitement du
paludisme simple avec tres peu de recrudescences et un effet prophylactique post-traitement
significatif avec moins de nouvelles infections aprés le traitement comparé a AQ-SP ou & AL
(Hasugian et al., 2007; Kamya et al. , 2007; Karema et al., 2006; Yeka et al., 2008; Zongo et
al., 2007b) . La DHA-PQ est donc un des meilleurs CTA pour le contrdle du paludisme a P.
falciparum. Cependant, I’inquiétude demeure au vu de la large distribution de la résistance a
la PQ de par le passé et la forte pression de sélection des parasites résistants par ce
médicament a longue durée de vie. L’évaluation de plus de 500 échantillons provenant de
patients traités a la DHA-PQ contre le paludisme simple montre qu’au contraire des résultats
de la CQ et I’AQ, le traitement a la DHA-PQ ne sélectionne pas les parasites avec les
mutations des génes pfcrt et pfmdrl associées aux résistances a la CQ et a I’AQ. Des études
conduites a Madagascar (Deloron et al., 1985) et au Cameroun (Basco et Ringwald, 2003)
ont montré que la PQ était aussi bien efficace contre les parasites sensibles comme résistants
a la CQ bien que certaines études antérieures en Chine aient reporté une résistance croisée
entre ces médicaments (Davis et al. , 2005). Une étude récente sur des isolats de laboratoire a
montré que la diminution de la réponse au traitement a la PQ était associée a la mutation
pfcrt 76T et non aux polymorphismes courants de pfmdrl bien que les 11 isolats étudiés
avaient une marge étroite de sensibilité (Muangnoicharoen et al., 2009). L’étude sur les
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isolats de terrain en Ouganda a montré I’existence d’une corrélation entre les sensibilités a la
CQ, la mono-déséthylamodiaquine et la quinine mais non la PQ (Nsobya et al. , 2007).

L’ensemble de ces résultats suggere que contrairement a I’AQ, la DHA-PQ ne
sélectionne pas rapidement les polymorphismes de résistance. La PQ pourrait ne pas
sélectionner rapidement ces polymorphismes parce que ceux-ci ne sont pas associés a la
résistance a ce médicament. La PQ qui a un poids moléculaire (536g/mol) plus élevé que
I’AQ (465 g/mol) ou la CQ (320g/mol) pourrait de ce fait étre incapable d’utiliser les mémes
transporteurs que les autres 4-amino-quinoléines pour atteindre son site d’action. Aussi,
comme le mécanisme d’action de la PQ n’est pas connu, il est possible que ce médicament
agisse dans un endroit autre que celui de la CQ et I’AQ et donc que son action ne soit pas
affectée par une altération des genes pfcrt et pfmdrl, tous deux codant pour les protéines de
transport dans la membrane de la vacuole digestive.

La chimioprévention du paludisme saisonnier (CPS) autrefois appelée traitement
préventif intermittent de I’enfant (TPle) a montré des avantages significatifs dans le contréle
du paludisme chez les enfants (Bojang et al., 2010; Dicko et al., 2011; Konate et al., 2011).
La CPS est une stratégie prometteuse pour le contrdle du paludisme en Afrique de I’Ouest.
Elle est de nos jours recommandée par I’OMS en zone de forte transmission saisonniére du
paludisme dans toute la sous-région du Sahel. La CPS consiste en un traitement complet
d’amodiaquine et de sulfadoxine-pyriméthamine (AQ+SP) administrés aux enfants agés de 3
a 59 mois a intervalles réguliers d’un mois, commencant au début de la saison de
transmission et en donnant au maximum quatre doses pendant celle-ci. Dans I’étude clinique
ayant fournit les échantillons pour ce travail, I’administration de la CPS durant trois mois
chez les enfants de 3-59 mois offre une protection de 83% pour AQ-SP et 77% pour la DHA-
PQ ( Zongo, résultats non publiés). Cependant, il demeurait incertain si I’utilisation réguliere
de AQ-SP ou DHA-PQ en CPS favoriserait la sélection des polymorphismes conférant la
résistance du parasite aux antipaludiques. Pour évaluer la sélection des polymorphismes de
résistance, nous avons comparé les génotypes des parasites collectés a I’inclusion et un mois
aprées la troisieme dose mensuelle de la CPS avec AQ-SP et DHA-PQ. Nos résultats nous
montrent encore que contrairement a la CPS a la DHA-PQ, les parasites provenant des
enfants ayant recu la CPS a I’AQ-SP sélectionnent de fagcon significative les sequences
mutantes des génes pfcrt et pfdhfr.

La sélection de la mutation pfcrt 76T a I’issu de la CPS a I’AQ-SP soutient ainsi le réle
spécifique que joue cette mutation dans la résistance a I’AQ (Dokomajilar et al. , 2006b). La
CPS a I’AQ-SP sélectionne aussi les mutations pfdhfr 59R et 108N toutes deux connues pour
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leur association a la résistance a la SP. Sans étre sélectionnées par la CPS a I’AQ-SP, les
mutations pfdhfr 511, pfdhps 436S et 437G étaient courantes. Aucune mutation n’a cependant
été reportée au niveau de pfdhfr 164 et pfdhps 540. Ces résultats qui corroborent avec ceux
trouvés dans d’autres études en Afrique (Djimde et al. , 2008; Dokomajilar et al. , 2006a;
Nsobya et al. , 2007) soulignent le r6le que pourraient jouer ces polymorphismes dans la
résistance a I’AQ et a la SP.

La sélection des séquences mutantes de pfcrt et pfdhfr pourrait étre expliquée
respectivement par la large utilisation de I’AQ en monothérapie comme en combinaison avec
I’AS et par la large utilisation de la SP a la suite de I’apparition de la résistance a la CQ. On
ne peut de ce fait pas exclure que la CPS a I’AQ-SP ait contribué a la sélection des parasites
porteurs de ces marqueurs de résistance. L’absence de sélection des mutations 86Y et 184F
du géne pfmdrl pourrait étre expliquée par le nombre réduit d’échantillons analysés. AQ et
SP demeurent efficaces dans le contréle du paludisme au Burkina Faso et cela se confirme
par I’absence des mutations au niveau des codons 1034 et 1042 de pfmdrl et 164 de pfdhfr et
540 de pfdhps.

Tous les résultats de cette étude ont une implication pour I’utilisation des nouveaux
antipaludiques dans le contréle du paludisme au Burkina Faso. Actuellement, AL et AS-AQ
sont les traitements de premiere ligne recommandés contre le paludisme simple au Burkina
Faso comme dans la plupart des pays Africains. AL est efficace mais dans les zones de
transmission intense, la courte demi-vie de la luméfantrine (4 jours) favorise les nouvelles
infections quelques jours apres le traitement. En Afriqgue de I’Est, AS-AQ est
significativement moins efficace que AL (Attaran et al., 2006; Dorsey et al., 2007)
probablement a cause de la forte prévalence des parasites résistants a I’AQ dans cette région.
Au Burkina Faso, une étude conduite entre septembre 2008 et Janvier 2010 reporte que AS-
AQ est aussi efficace que AL dans le traitement du paludisme simple (Tinto et al., 2014).
Cependant, la toxicité de I’AQ est d’une préoccupation depuis de nombreuses années de
méme que les rapports fréquents de neutropénie chez les patients VIH positifs (Gasasira et
al., 2008) ou VIH négatifs (Bell et al., 2008), les neutropénies récurrentes chez les enfants
traités avec AQ-SP de facon répétée (Maiteki-Sebuguzi et al., 2008), les neutropénies et
transaminases chez les volontaires traités avec AQ. La DHA-PQ est une CTA mieux tolérée
avec une efficacité excellente et une longue prophylaxie post-traitement. Cependant, la
longue durée de demi-vie de la PQ pourrait également favoriser la sélection des parasites
résistants quand les nouvelles infections se produisent au moment ou la DHA a été éliminée

et qu’une faible concentration en PQ persiste dans le sang.
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La relation entre la pharmacocinétique, la sélection de la résistance et autres facteurs est
complexe (Stepniewska et White, 2008) et il est incertain a quel moment la résistance a la PQ
pourrait avoir un impact sur I’efficacité de ces antipaludiques en Afrique. Il serait bien
d’envisager a I’avenir, I’ajout d’un autre médicament de longue demi-vie a la DHA-PQ en
vue d’empécher la sélection des parasites résistants a la PQ. Nos résultats actuels montrent
que la DHA-PQ ne sélectionne pas immédiatement les polymorphismes associés aux
résistances de CQ et AQ. La DHA-PQ pourrait donc rester efficace malgré la propagation de
la résistance aux autres amino-quinoléines mais le mécanisme de résistance a la PQ demeure
inconnu et aucun marqueur moléculaire permettant d’identifier les parasites ayant une
sensibilité diminuée n’est disponible. La priorité demeure ainsi la surveillance de la
résistance par la mesure de la sensibilité in vitro des parasites et I’identification des

mécanismes de résistance a la PQ.
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V.2 DE L’EFFICACITE THERAPEUTIQUE DE LA DHA-PQ ET DE LA
PHARMACOCINETIQUE DE LA PQ DANS LE TRAITEMENT DU
PALUDISME SIMPLE AU BURKINA FASO

L’Objectif de cette étude était d’évaluer I’efficacité de la DHA-PQ dans le traitement
du paludisme simple et la concentration en PQ au jour 7 comme un déterminant de
I’efficacité. La DHA-PQ a montré une excellente efficacité (>99.9 aprées correction par PCR)
avec de bonnes tolérance et sécurité bien qu’il y ait eu prés de 20% d’échec (généralement
des nouvelles infections) chez les enfants de moins de 5 ans. Les échecs reportés étaient dans
la plupart des cas associés a une faible concentration en PQ, particulierement chez les enfants
de moins de 5 ans. Ainsi, la concentration plasmatique en PQ au jour 7 était plus faible chez
les patients ayant eu des infections récurrentes. Les patients ayant une concentration en PQ
inferieure & 57 ng/ml (seuil établi) avaient trois fois le risque d’infection récurrente. La
relation entre le risque d’échec au traitement chez les jeunes enfants et la faible concentration
de la PQ dans le sang souligne la nécessité de modifier les doses recommandées pour cette
combinaison dans ce groupe d’age.

L efficacité de la DHA-PQ reportée dans cette étude corrobore avec celle reportée par
la méme équipe (Zongo et al. , 2007a) et avec celles d’autres études en Afrique (Arinaitwe et
al., 2009; Bassat et al., 2009; Nankabirwa et al., 2010) . L utilisation de la DHA-PQ présente
beaucoup plus d’avantages que celle des autres CTA. Premierement, dans certaines parties de
| ‘Afrique, la DHA-PQ est plus efficace que I’artésunate-amodiaquine (AS-AQ)(Karema et
al. , 2006) ou I’artésunate-sulfadoxine-pyriméthamine (AS-SP). Deuxiemement, elle est
probablement mieux tolérée que les CTA telles que AS-AQ ou artésunate-méfloquine bien
qu’il n’y’ait pas de résultats de comparaison directe de ces régimes thérapeutiques chez les
enfants africains. Troisiemement, le traitement a la DHA-PQ est plus simple avec une seule
dose par jour contre deux doses par jour pour AL. Quatriemement, a cause de la longue demi-
vie de la PQ, la DHA-PQ présente un effet prophylactique post-traitement prolongé se
traduisant par des faibles taux d’échecs tardifs dus aux nouvelles infections (Bassat et al. ,
2009; Zongo et al. , 2007a). En considérant tous ces avantages, la DHA-PQ pourrait étre la
CTA optimale pour le traitement du paludisme simple dans les zones de transmissions
intenses. Elle devrait de ce fait étre considérée comme un important antipaludique dans le
traitement du paludisme simple. Bien-que la DHA-PQ soit certes bien tolérée dans cette
étude, au moins 5% des patients ont vomit leur traitement dans les 30 premiéres minutes

suivant I’administration, ce qui est rarement reporté dans I’évaluation de la tolérance de la
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DHA-PQ (Zongo et al. , 2007a). La tolérance est un facteur clé pour I’acceptabilité du régime
thérapeutique par les enfants et les meéres, et doit de ce fait étre revue dans le but d’une
meilleure adhérence au traitement.

Les cas de nouvelles infections se produisaient environ trois semaines apres le
traitement correspondant ainsi a la demi-vie de la PQ qui est approximativement estimée a
23,2 jours. L’avantage de la DHA-PQ est son action rapide sur la biomasse des parasites mais
son inconvénient est que cette combinaison devient presqu’une monothérapie quelques
heures aprés I’initiation du traitement. L’efficacité de la DHA-PQ est donc excellente mais
les infections récurrentes au cours des 42 jours de suivi sont fréquentes, particulierement chez
les petits enfants. Ces infections récurrentes étaient associées a une faible concentration
plasmatique en PQ. L’ optimisation de la dose chez les jeunes enfants  serait donc idéale
pour combler le manque en concentration plasmatique de la PQ dans ce groupe. Apres le
génotypage des parasites récurrents par la PCR, nous avons enregistré seulement trois
recrudescences. Ces recrudescents pourraient étre dues a la résistance au traitement, a des
erreurs de classification des résultats de génotypage ou encore a des facteurs de I’héte du
parasite. Aucun des marqueurs de résistance évalués n’a été associé a la recrudescence des
parasites. Cependant, il est a noté que le nombre limité de recrudescences réduit la puissance
statistique de I’analyse de [I’association entre les marqueurs de résistance et les
recrudescences aprés traitement a la DHA-PQ. La présence de parasites sauvages dans les
infections recrudescentes suggeére I’existence d’autres facteurs favorisant la survie des

parasites sous I’effet de la pression de la DHA-PQ.
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VI CONCLUSION

Les résultats de nos travaux montrent que la DHA-PQ a une excellente efficacité avec
de bonnes tolérance et sécurité dans le traitement du paludisme simple. Les échecs au
traitement rapportés sont tres souvent liés & une faible concentration en PQ, particulierement
chez les enfants de moins de 5 ans. La relation entre le risque d’échec au traitement chez les
jeunes enfants et la faible concentration de la PQ dans le sang souligne la nécessité de
modifier les doses recommandées pour cette combinaison dans ce groupe d’age.

En plus de son efficacité dans le traitement du paludisme simple, la DHA-PQ ne
sélectionne pas immédiatement les polymorphismes associés aux résistances de CQ, AQ et
SP sur I’ensemble de nos trois études conduites. Avec cet avantage additionnel la DHA-PQ
pourrait demeurer efficace en dépit de la propagation de la résistance aux autres amino-
quinoléines. Par ailleurs, le mécanisme de résistance a la PQ demeure inconnu et aucun
marqueur moléculaire permettant d’identifier les parasites avec une diminution de sensibilité
n’est disponible. En attendant I’ajout d’un autre médicament de longue durée d’action pour
minimiser la sélection des parasites résistants a la PQ, la surveillance de la résistance

demeure ainsi une grande priorité.
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Artemether-lumefantrine (AL), dihydroartemisinin-piperaquine (DP), and amodiaquine-sulfadoxine-py-
rimethamine (AQ-SP) offer excellent antimalarial efficacy but may select for parasite polymorphisms that
decrease drug sensitivity. We evaluated the selection of known polymorphisms in genes encoding putative
transporters (pfert and pfindrl) and SP targets (pfdhfr and pfdhps) in parasites that caused new infections
within 42 days of therapy for uncomplicated falciparum malaria in Burkina Faso. In 559 children in 2006,
42-day genotype-uncorrected failures were seen in 31.2% with AL, 11.8% with AQ-SP, and 7.6% with DP. After
prior AL therapy, selection of wild-type sequences was seen for K76T in pfcrt (72.7% mixed or mutant results
pretreatment versus 52.1% in new infections; P = 0.008) and N86Y (36.0% versus 18.7%; P = 0.025) and Y184F
(66.7% versus 45.8%; P = 0.009) in pfindr1. After prior AQ-SP therapy, selection of mutant sequences was seen
for N51I (30.8% versus 61.5%; P = 0.05), C59R (28.2% versus 76.9%; P = 0.002), and S108N (30.8% versus
76.9%; P = 0.005) in pfdhfr. After prior DP therapy, selection was not seen for K76T (72.7% versus 77.8%; P =
0.96) in pfcrt or N86Y (36.0% versus 33.3%; P = 0.84), Y184F (66.7% versus 77.8%; P = 0.39), or D1246Y (9.3%
versus 0%; P = 0.42) in pfimdrl. In 378 additional treatments with DP in 2007, 42-day uncorrected failure was
seen in 10.9%. After prior DP, selection was again not seen for K76T (66.7% mixed or mutant results versus
59.5%; P = 0.43) in pfcrt or N86Y (38.7% versus 40.5%; P = 0.85), Y184F (67.6% versus 73.0%; P = 0.54), or
D1246Y (3.6% versus 8.1%; P = 0.50) in pfindr1. Despite its chemical similarity, piperaquine did not select for

the same polymorphisms as chloroquine or AQ, suggesting different mechanisms of resistance.

Malaria, especially that caused by Plasmodium falciparum, is
one of the most important infectious diseases in the world, and
its control is hampered by increasing resistance of malaria
parasites to available drugs (18). Recently, standard therapy
for uncomplicated falciparum malaria has changed to artemisi-
nin-based combination therapy (ACT) in nearly all countries in
which this disease is endemic (47). ACTs all include a rapid-
acting and potent artemisinin derivative combined with a longer-
acting partner drug. Optimal ACTs offer excellent efficacy via
destruction of most infecting parasites by the fast-acting arte-
misinin and elimination of any remaining parasites by the long-
acting partner drug. However, the extended half-lives of the
partner drugs may allow selection for drug-resistant parasites
after treatment if new infections occur while these drugs are
still circulating. In Africa, one of two ACTs, artemether-lume-
fantrine (AL) or artesunate-amodiaquine (AS-AQ), is now
first-line therapy for uncomplicated falciparum malaria in
nearly every country where malaria is endemic. Another ACT,
dihydroartemisinin-piperaquine (DP), is a first-line therapy for
falciparum malaria in Vietnam and has shown excellent effi-
cacy in Asia (21, 39, 42) and Africa (26-27, 49-50). Pipera-
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quine (PQ) has the longest terminal elimination half-life (~3
to 4 weeks) of the available artemisinin partner drugs (25, 33,
45). This feature leads to lower rates of new infection after
treatment with DP than after other ACTs (21, 26, 49-50).
However, the long half-life of PQ also suggests that DP may be
at high risk for selection of PQ-resistant parasites, as the drug
will circulate at low levels for many days after therapy, offering
selection for relatively resistant parasites inoculated during
subsequent mosquito bites. Indeed, PQ resistance became a
major problem after PQ monotherapy was heavily used in
China in the 1970s and 1980s, with multiple reports of in vitro
and clinical drug resistance (3). Considering in vitro studies
from Africa, parasites were generally quite sensitive to PQ;
however, some parasites with 50% inhibitory concentrations
(ICs) of >100 nM were identified (1, 4, 32), and concern
remains that heavy use of DP may select for PQ-resistant
parasites that fail therapy with DP.

A number of mechanisms of resistance of malaria parasites
to available drugs are now well characterized (19, 48). Resis-
tance to chloroquine (CQ) is mediated principally by the 76T
mutation in the putative drug transporter pfert (5, 14), and a
number of mutations in a second putative transporter, pfimdrl,
may contribute to the resistant phenotype. The same polymor-
phisms appear to lead to resistance to AQ, a related ami-
noquinoline; however, AQ often retains efficacy against CQ-
resistant parasites, and it appears that pfimdr] mutations play a
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TABLE 1. Outcomes from clinical trials comparing combination therapies in Burkina Faso”

No. of patients:

No. (%) of patients exhibiting:

Therapy (yr of study) With

Adequate clinical and

Enrolled ) Ear]y't.reatment Late' 'clinical Late pa'r.asitological parasitological
outcomes failure failure failure
response
AQ/SP (2006) 184 169 5(3.0) 6(3.6) 9(5.3) 149 (88.2)
AL (2006) 188 176 2(1.1) 34(19.3) 19 (10.8) 121 (68.8)
DP (2006) 187 172 2(1.2) 8 (4.7) 3(1.7) 159 (92.4)
DP (2007) 378 367 0 10 (2.7) 30 (8.2) 327 (89.1)

“ Results are shown for a three-arm comparative trial conducted in 2006 (50) and a single-arm trial of DP conducted in 2007. Results represent genotype-uncorrected

clinical outcomes.

more important role in resistance than with CQ (7, 20, 36). PQ
is a bisquinoline related to CQ and AQ. As noted above, PQ
resistance was noted in China some decades ago; however,
molecular mediators of resistance were not reported, and mech-
anisms of resistance to PQ are unknown. For the antifolate sul-
fadoxine-pyrimethamine (SP), resistance-mediating polymor-
phisms are well described, with parasites in Africa commonly
containing four to five mutations in the target enzymes dihydro-
folate reductase (DHFR) and dihydropteroate synthase (DHPS)
(19).

A sensitive means of identifying early selection for parasites
with decreased sensitivity to antimalarial drugs is to search for
the selection of resistance-mediating polymorphisms in para-
sites that emerge soon after therapy, when ACT partner drugs
are still circulating. Such studies in Africa showed that (i) CQ
(5, 44), AQ (7, 20, 22-24), and AQ-containing combinations
(6, 23, 34) selected for pfert and pfimdrl mutations associated
with resistance to CQ and AQ; (ii) AL selected for wild-type
sequences at these same loci (8, 24, 29, 41, 51); and (iii) SP or
SP-containing combinations selected for known resistance-me-
diating polymorphisms in pfdhfr and pfdhps (6,7, 51). As DP is
one of the most promising new antimalarials for Africa, but
also might provide the greatest selective pressure for resis-
tance, we studied selection by DP of polymorphisms known to
mediate responses to other drugs in P. falciparum samples
from two clinical trials in Burkina Faso. We found that, al-
though PQ is closely related to CQ and AQ, it did not select for
polymorphisms known to mediate diminished sensitivity to the
other aminoquinolines.

MATERIALS AND METHODS

Clinical trials. Samples were from two clinical trials, both conducted at three
government health dispensaries in Bobo-Dioulasso, Burkina Faso. Results from
the first clinical trial have been published, and the prior report includes a detailed
description of the study methodology (50). In brief, individuals over 6 months of
age with documented uncomplicated falciparum malaria were randomized to
receive AL, AQ-SP, or DP and followed for 42 days, and outcomes were clas-
sified according to WHO guidelines. The second trial had an identical design,
with treatment of patients aged over 6 months for uncomplicated malaria and
rigorous 42-day follow-up, except that the trial included only a single study drug,
DP, as it was designed to evaluate the pharmacokinetics of this drug. Both trials
were registered (ISRCTN94367569 and ISRCTN59761234) and approved by
institutional review boards of the Institut de Recherche en Sciences de la Santé/
Centre Muraz, Burkina Faso, and the University of California, San Francisco.

Laboratory studies. Blood samples were collected on filter paper on the day of
initial diagnosis and for episodes of recurrent parasitemia more than 6 days after
the initiation of therapy. DNA was isolated with Chelex resin. For recurrences
within 42 days, paired initial and recurrence samples were genotyped in a step-
wise fashion by the use of msp-2, msp-1, and four microsatellites, as previously
described (17). If, at any locus, there were no alleles in common between day-0

and the day-of-recurrence samples, the infection was classified as new. If at least
one allele was in common at each of the six loci, the infection was classified as a
recrudescence.

Relevant resistance-associated single-nucleotide polymorphisms were as-
sessed. Polymorphisms studied were as follows: K76T in pfert; N86Y, Y184F, and
D1246Y in pfindrl; and, for AQ-SP-treated patients, N511, C59R, and S108N in
pfdhfr and A437G and K540E in pfdhps. All mutations were identified using
nested PCR, followed by restriction enzyme digestion, as previously described
(10, 12, 13). Digestion products were resolved by gel electrophoresis, and results
were classified as wild type or mutant, based on migration patterns. Mixed
samples, containing both wild-type and mutant alleles, were classified as mutant.
Investigators were blinded to treatment group and outcomes during the molec-
ular analysis.

Statistical analysis. For our first trial, to evaluate differences in prevalences of
polymorphisms prior to therapy and in new infections after therapy, we com-
pared prevalences of each polymorphism of interest in 150 (for pfert and pfindrl)
or 39 (for pfdhfr and pfdhps) randomly selected pretreatment samples with those
in parasites that caused new infection within 42 days after a prior therapy. For
our second trial, comparisons were made with 111 randomly selected pretreat-
ment samples. All data were entered and verified using SPSS or Epilnfo 6.04 and
analyzed using STATA version 8.0. Categorical variables were compared using
the chi-squared or Fisher’s exact test as appropriate. A P value of <0.05 was
considered statistically significant.

RESULTS

Clinical trials providing parasites for study. Two trials from
Bobo-Dioulasso, Burkina Faso, provided the parasites evalu-
ated in this study. A trial of 580 patients aged =6 months
performed in 2006 compared the efficacies of AL, AQ-SP, and
DP against uncomplicated falciparum malaria; results of this
trial have already been published (50). The trial demonstrated
42-day genotype-uncorrected failures in 55/176 patients
(31.2%) with AL, 20/169 (11.8%) with AQ-SP, and 13/172
(7.6%) with DP (Table 1). Clinical failures were primarily due
to new infections after therapy. Recrudescences over 42 days
after therapy were uncommon (<5% for all groups).

A second trial included 378 treatments for uncomplicated
falciparum malaria in patients aged =6 months. In this trial, all
subjects received DP to allow detailed assessment of drug
pharmacokinetics. Patient outcomes were followed over 42
days in the same manner as in our first trial. Pharmacokinetic
data will be published separately. This trial demonstrated 42-
day genotype-uncorrected failures in 41/378 patients (10.9%)
(Table 1). As in the prior trial, recrudescences over 42 days
after therapy were uncommon (<1%).

Selection of polymorphisms in parasites causing new infec-
tions in a randomized trial of AL, AQ-SP, or DP. We evaluated
polymorphisms in pfert (K76T) and pfindrl (N86Y, Y184F,
D1246Y) associated with resistance to CQ and AQ and those
in pfdhfr (N511, C59R, S108N) and pfdhps (A437G, K540E)
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TABLE 2. Selection of polymorphisms in new infections after therapy with AL, AQ/SP, or DP
Selection (%) in new infections after — "
Preval % ; . 1 :
e s T Sdionty
samples* AL(1=48)  AQSP(n=13) DP(1=9) AL AQ-SP DP
pfert K76T 721 521 76.9 718 WT (0.008) No (0.99) No (0.96)
pfmdrl N8oY 36.0 187 61.5 333 WT (0.025) No (0.13) No (0.84)
YI184F 06.7 458 69.2 718 WT (0.009) No (0.91) No (0.39)
D1246Y 9.3 6.2 77 0 No (0.71) No (0.76) No (0.42)
pfdhfr S108N 308 76.9 M (0.005)
N51I 308 61.5 M (0.05)
C539R 282 76.9 M (0.002)
pfdhps A437G 76.9 69.2 No (0.41)
KS40E 0 0 No

“n = 150 for pfert and pfindrl; n = 39 for pfdhfr and pfdhps.

b Proportions of infections classified as mixed or mutant at each allele are shown.

¢ SNP, single-nucleotide polymorphism.

4 Values indicate whether statistically significant selection was toward the wild-type (WT) sequence or the mutant (M) sequence or whether there was no selection

observed (No); for these assessments, P values are shown in parentheses.

associated with diminished responses to SP. We did not eval-
uate three additional mutations (S1034C and N1042D in
pfmdrl; 1164L in pfdhfr) or alterations in pfmdrl copy number
that are important elsewhere but have never, to our knowl-
edge, been seen in Burkina Faso. After prior AL therapy, new
infections over 42 days were quite common, likely due to the
relatively short half-life of lumefantrine compared to those of
other artemisinin partner drugs. As has been reported previ-
ously, AL selected for wild-type sequences in pfcrt and pfidrl
(Table 2). Polymorphisms in which there was statistically sig-
nificant selection in new infections after prior therapy with AL,
all with selection for the wild type, were K76 in pfert and N86
and Y184 in pfmdrl. New infections were uncommon after
treatment with AQ-SP or DP, limiting statistical power for
identification of selection of polymorphisms in new infections.
Polymorphisms in which there was selection for mutant se-
quences after treatment with AQ-SP were 511, S9R, and 108N
in pfdhfr, and there was also a nonsignificant trend toward
selection of 86Y in pfindrl. After prior DP, selection was not
seen for the tested polymorphisms in pfert and pfindrl. How-
ever, since only nine new infections occurred within 42 days
after treatment with DP, statistical power was limited for these
analyses.

Selection of polymorphisms in parasites causing new infec-
tions after therapy with DP. Since few new infections were
available for analysis in our first trial with DP, we analyzed a
larger set of 378 treatments from a one-arm efficacy and phar-
macokinetic study in Bobo-Dioulasso in 2007. This study con-

found that, as expected based on prior studies, AL selected for
wild-type sequences in pfert and pfimdrl and AQ-SP selected
for mutant sequences in pfdhfr. To our knowledge, the selec-
tive pressure of DP has not been studied previously. Surpris-
ingly, PQ, which is closely related to CQ and AQ, did not select
for the polymorphisms in pfert or pfindr] that mediate resis-
tance to and are selected by CQ and AQ. Analysis of additional
samples from a second trial of DP yielded similar results. Our
results suggest that PQ does not have the same selective pres-
sure, and possibly not the same mechanisms of resistance, as
CQ and AQ.

In our two trials, recrudescences after treatment with DP
were seen in only 5 of 550 evaluable episodes, and these few
recrudescences may have been due to genotyping misclassifi-
cation and host factors in addition to potential parasite resis-
tance. Thus, there was limited opportunity to identify new
mediators of DP resistance by analysis of recrudescent para-
sites. A more sensitive approach to identify selective pressure
is to search for the impacts of treatments on infections that
occur soon after prior therapies. In the case of DP, dihydro-
artemisinin has a half-life of about an hour (43), and so its
impact on later infections is expected to be negligible. In con-

TABLE 3. Selection of polymorphisms in new infections after
therapy with DP

Selection (%)

firmed the lack of selection for pfcrt and pfimdrl polymor- Prevalence (%) in new ,

X X X X i Gene SNP in baseline 1nfectlops Selection by
phisms seen in the prior trial. The prevalence of 76T in pfert samples after prior DP
and 860Y, 184F, and 1246Y in pfimdr] was the same in baseline (n =111) DP therapy
samples and in isolates causing new infections within 42 days )
after prior therapy with DP (Table 3). pfert K76T 66.7 59.5 No (0.43)

pfindrl  NS6Y 38.7 405 No (0.85)
Y184F 67.6 73.0 No (0.54)
DISCUSSION D1246Y 3.6 8.1 No (0.50)

Our randomized trial allowed us to evaluate the selective
pressures for known resistance-mediating polymorphisms of
aminoquinoline and antifolate antimalarial therapies. We

“ Proportions of infections classified as mixed or mutant at each allele are
shown.

b “No” indicates that there was no selection observed; P values are shown in
parentheses.
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trast, the half-life of PQ is ~3 to 4 weeks (25, 33, 45). Thus,
infections that emerge over 42 days after therapy necessarily
are from parasites that became established despite persisting
PQ drug levels, and these parasites can offer clues toward
mediators of resistance.

Prior therapy with AQ-SP selected for new infections with
the 86Y mutation in pfindrl, but not for other known pfert and
pfmdr]l mutations. This limited selection might be explained by
small sample size, as few new infections were seen after ther-
apy with AQ-SP. AQ-SP also selected for three common mu-
tations in pfdhfr, but not another common mutation, 437G in
pfdhps. These results are consistent with prior data suggesting
that the key determinants of resistance to SP are, for pfdhfr,
S9R, which was selected by AQ-SP, and, for pfdhps, S40E,
which was not selected, presumably because it is rare in West
Africa (9, 38). The absence of parasites with 540E in pfdhps in
our study likely explains the excellent efficacy of AQ-SP in
Burkina Faso (50). AL provided selective pressure in the op-
posite direction from that of AQ, with selection for wild-type
sequences at K76 in pfcrt and N86 and Y184 in pfindrl, as has
been reported previously (8, 24, 29, 41, 51). These wild-type
alleles are associated with diminished sensitivity to halofan-
trine and mefloquine, which are related to lumefantrine (40,
46). Failures with AL have been uncommon, but it is likely that
pfert and pfimdr1 wild-type parasites will be more likely than the
mutant parasites commonly circulating in Africa to evade the
effects of AL.

PQ monotherapy and chemoprophylaxis were heavily used
in China beginning in the 1970s, and many reports subse-
quently noted unacceptable levels of in vitro and clinical resis-
tance to PQ (3). Mechanisms of resistance to PQ are unknown.
Subsequently, dihydroartemisinin and PQ were combined with
other drugs and then developed as a two-drug ACT in the last
decade. Recent studies have demonstrated outstanding efficacy
against uncomplicated falciparum malaria for DP, with few
recrudescences, and a strong posttreatment prophylactic effect,
with significantly fewer new infections after therapy than with
AS/AQ or AL (21, 26, 27, 49, 50). Thus, DP is one of our most
promising ACTs for the control of falciparum malaria. How-
ever, the history of widespread resistance to PQ and the strong
pressure for the selection of resistant parasites by this long-
lasting drug remain a concern. Thus, it was important to ex-
plore selection by DP of parasites with potential mediators of
resistance.

Our evaluation of over 500 samples from patients treated for
falciparum malaria with DP in two trials in Burkina Faso
showed that, in contrast to results with CQ and AQ, prior
treatment with DP did not select for parasites with pfert and
pfmdrl polymorphisms associated with resistance to CQ and
AQ. PQ was equally active against parasites sensitive and re-
sistant to CQ in studies from Madagascar (4) and Cameroon
(1), although some older studies from China reported cross-
resistance between these drugs (3). A recent study of labora-
tory isolates showed that diminished responsiveness of para-
sites to PQ was associated with 76T in pfert, but not with
common pfimdr] polymorphisms, although the 11 isolates stud-
ied had a rather narrow range of sensitivity to PQ (30). A
recent study of clinical isolates from Uganda showed correla-
tion between sensitivities to CQ, monodesethylamodiaquine,
and quinine, but not PQ (35). Taken together, available results

ANTIMICROB. AGENTS CHEMOTHER.

and our new findings suggest that DP does not select as readily
as does AQ for known resistance-mediating polymorphisms.
PQ may not readily select for these polymorphisms because
resistance to PQ is not mediated by them. PQ (molecular
weight [MW], 536) is larger than AQ (MW, 465) and CQ
(MW, 320), and so it may be unable to utilize the same trans-
porters as the other aminoquinolines to reach its site of action.
Alternatively, as the mechanism of action of PQ is unknown, it
is possible that the drug acts in a different location than do CQ
and AQ and so is unaffected by alterations in pfert and pfimdrl,
both of which appear to encode transporters in the food vac-
uole membrane.

Our results have important implications for the use of new
drug regimens to control malaria. At present, AL and AS-AQ
are the recommended first-line therapies for uncomplicated
falciparum malaria in nearly all countries in Africa. AL offers
excellent efficacy, but in high-transmission areas, the relatively
short half-life of lumefantrine leads to a high incidence of new
infections soon after therapy (26, 49). AS-AQ has shown a
significantly lower efficacy than has AL in East Africa (11, 31),
presumably due to high prevalence of AQ-resistant parasites in
this region. In addition, AQ toxicity has been a concern for
many years, and recent reports of frequent neutropenia in
HIV-infected (15) or uninfected (2) patients, recurrent neu-
tropenia in children treated repeatedly with AQ-SP (28), and
neutropenia and transaminitis in AQ-treated normal volun-
teers (16, 37) are of concern. DP offers a well-tolerated ACT
with excellent efficacy and a long posttreatment prophylactic
effect. However, the long terminal elimination half-life of PQ
may allow for frequent selection of resistant parasites when
new infections occur after dihydroartemisinin has been elimi-
nated but low levels of PQ persist in the bloodstream. The
relationship between pharmacokinetics, other factors, and re-
sistance selection is complex (43), and it is unclear if or when
PQ resistance may impact upon its antimalarial efficacy in
Africa. For the long term, consideration may be given to add-
ing an additional long-acting drug to DP to protect against
selection of resistance to PQ. At present, our new results
indicate that DP does not readily select for the polymorphisms
that play a major role in resistance to CQ and AQ. Thus, DP
may continue to show excellent efficacy in the face of increas-
ing resistance to other aminoquinolines, but the mechanism of
PQ resistance remains unknown, and we currently are without
molecular markers to identify parasites with diminished sensi-
tivity. Thus, surveillance for resistance by in vitro assessments
of parasite sensitivity to PQ and research to identify mecha-
nisms of PQ resistance are of high priority.
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Seasonal malaria chemoprevention (SMC), with regular use of amodiaquine plus sulfadoxine-pyrimethamine (AQ/SP) during
the transmission season, is now a standard malaria control measure in the Sahel subregion of Africa. Another strategy under
study is SMC with dihydroartemisinin plus piperaquine (DP). Plasmodium falciparum single nucleotide polymorphisms (SNPs)
in P. falciparum crt (pfcrt), pfmdrl, pfdhfr, and pfdhps are associated with decreased response to aminoquinoline and antifolate
antimalarials and are selected by use of these drugs. To characterize selection by SMC of key polymorphisms, we assessed 13
SNPs in P. falciparum isolated from children aged 3 to 59 months living in southwestern Burkina Faso and randomized to re-
ceive monthly DP or AQ/SP for 3 months in 2009. We compared SNP prevalence before the onset of SMC and 1 month after the
third treatment in P. falciparum PCR-positive samples from 120 randomly selected children from each treatment arm and an
additional 120 randomly selected children from a control group that did not receive SMC. The prevalence of relevant mutations
was increased after SMC with AQ/SP. Significant selection was seen for pfcrt 76T (68.5% to 83.0%, P = 0.04), pfdhfr 59R (54.8%
to 83.3%, P = 0.0002), and pfdhfr 108N (55.0% to 87.2%, P = 0.0001), with trends toward selection of pfindr1 86Y, pfdhfr 511,
and pfdhps 437G. After SMC with DP, only borderline selection of wild-type pfindrl D1246 (mutant; 7.7% to 0%, P = 0.05) was
seen. In contrast to AQ/SP, SMC with DP did not clearly select for known resistance-mediating polymorphisms. SMC with AQ/

SP, but not DP, may hasten the development of resistance to components of this regimen. (This study has been registered at

ClinicalTrials.gov under registration no. NCT00941785.)

alaria remains one of the greatest causes of morbidity and

mortality in African children (1). In many African coun-
tries, malaria transmission is markedly seasonal, with most of the
disease burden occurring during a distinct rainy season. Among
available malaria control methods, intermittent preventive ther-
apy in children (IPTc) has been widely studied (2, 3), and a variant
of this approach, seasonal malaria chemoprevention (SMC), with
full-treatment regimens of amodiaquine (AQ [Camoquin; Parke-
Davis]) plus sulfadoxine-pyrimethamine (SP [Fansidar; Roche])
(AQ/SP) provided monthly to at-risk children during the trans-
mission season, has shown excellent protective efficacy in West
Africa (4-6). Based on these results, SMC was recently endorsed
by the WHO for use in at-risk children 3 to 59 months of age in
areas of seasonal malaria transmission across the Sahel subregion
of Africa (7). However, SMC is not recommended elsewhere, even
for areas with seasonal transmission, due to known high levels of
resistance to AQ and SP in eastern and southern Africa. For these
areas, there is currently no standard recommendation for IPTc
or SMC.

One alternative for SMC is dihydroartemisinin (Duocotexin;
Holley Cotec)-piperaquine (DP), an artemisinin-based combina-
tion therapy that has demonstrated excellent efficacy in the treat-
ment of uncomplicated malaria in Asia (8, 9) and Africa (10, 11)
and, for chemoprevention, benefits from the long half-life of pip-
eraquine. When administered monthly, DP offered a protective
efficacy of 98% against malaria in Thai adults (12). In Senegalese
children, the incidences of malaria were the same with monthly
DP and monthly AQ/SP, although protective efficacies could not
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be measured due to the lack of a control group (13). In Uganda,
monthly DP administered without directly observed therapy to
children 6 to 24 months of age had a protective efficacy against
malaria of 58%, significantly greater than that of monthly SP or
daily trimethoprim-sulfamethoxazole (14), and monthly DP ad-
ministered to school children 6 to 14 years of age for 1 year had a
protective efficacy of 96% (15). In Burkina Faso, intermittent pre-
ventive therapy with DP in children aged 3 to 59 months showed
77% protective efficacy compared to 83% for AQ/SP (I. Zongo,
unpublished data). DP is thus of promise as an alternative to
AQ/SP for SMC, especially if resistance to AQ or SP worsens in
West Africa, and, more broadly, as an efficacious regimen for IPTc
across Africa.

A concern with all malaria therapy, and in particular with che-
moprevention, is the selection by therapy of parasites with de-
creased drug sensitivity. In the case of AQ/SP, mediators of drug
resistance are well characterized. For AQ, resistance is mediated
principally by the 76T mutation in Plasmodium falciparum crt
(pfert) (16-18), which encodes a putative drug transporter, and is
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augmented by polymorphisms in a second predicted transporter
gene, pfindrl. The pfmdrl 86Y and 1246Y mutations are common
in Africa and mediate decreased sensitivity to AQ (16, 19-21); the
Y184F allele is also highly polymorphic but is of uncertain signif-
icance. Additional pfindrl polymorphisms at positions 1034 and
1042 and amplification of the gene are common in other areas but
rare in Africa. For SP, mutations in pfdhfr and pfdhps, the genes
encoding the drug targets, mediate resistance to both components
of the drug, with increasing numbers of mutations leading to in-
creasing resistance (22-24). In much of Africa, a set of 5 mutations
is common, leading to marked limitations on SP efficacy, but in
parts of West Africa, one of these mutations, pfdhps 540E, is rare,
and SP efficacy remains good (25, 26).

Considering this background, it is of concern that increasing
use of AQ/SP for SMC will jeopardize the efficacy of this regimen.
In contrast to resistance to AQ/SP, resistance to DP does not
appear to be a problem in Africa, despite the fact that heavy pip-
eraquine use in China some decades ago apparently led to wide-
spread resistance (27). Further, unlike other antimalarials, includ-
ing AQ/SP, DP has not selected for known resistance-mediating
polymorphisms in recurrent infections soon after prior therapy in
West Africa. Specifically, in infections occurring within 28 to 42
days of prior therapy in Burkina Faso, AQ/SP selected for muta-
tions in pfdhfr, pfdhps, pfcrt, and pfmdrl associated with drug re-
sistance, but DP did not select for any of these polymorphisms (20,
26, 28). However, in a recent study in East Africa, prior use of DP
selected in recurrent infections for polymorphisms in pfindrl that
were also selected for by AQ/SP (29); the reasons for differences in
selection between East and West Africa are unknown. To evaluate
the relative selective pressures of AQ/SP and DP administered as
SMC, we evaluated the prevalences of key resistance-mediating P.
falciparum polymorphisms in parasites collected before the initi-
ation of the intervention, from children a month after the com-
pletion of 3 monthly treatments, and from a control group of
children not subject to the intervention.

METHODS

Study sites. We conducted this study in three rural health centers (Satiri,
Balla, and Kadomba), all located within ~10 km of each other in the
district of Lena, 40 to 50 km north of Bobo-Dioulasso, the major city in
southwestern Burkina Faso. Malaria transmission is holoendemic in the
region, with a sharp peak in transmission during the rainy season (May to
October) and with the peak malaria incidence from August to October.

Study design and participants. The clinical trial that provided sam-
ples for this analysis is to be described separately. Briefly, 1,500 children
aged 3 to 59 months whose parents or guardians provided informed con-
sent were randomized 1:1 to receive either monthly DP (dihydroartemis-
inin at 2.1 mg/kg of body weight and piperaquine phosphate at 17 mg/kg
administered once daily for 3 days) or monthly AQ (Camoquin; Parke-
Davis) (10 mg/kg syrup administered once daily for 3 days) plus SP (Fan-
sidar; Roche) (25 mg/kg sulfadoxine and 1.25 mg/kg pyrimethamine ad-
ministered as one dose) (AQ/SP) in August, September, and October
2009. All drug administrations were directly observed. Children and
guardians were encouraged to return to the clinic at the onset of any illness
and were followed through November 2009. Children who presented with
fever or a recent history of fever received a malaria rapid diagnostic test,
and children with positive tests were treated with artemether-lumefan-
trine (Coartem) according to national guidelines. To estimate the inci-
dence of malaria and prevalence of polymorphisms of interest in children
not receiving SMC, a separate control cohort of 250 children from the
study area was enrolled and followed in the same manner from September
to November 2009.
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The study was registered (ClinicalTrials.gov no. NCT00941785) and
approved by Institutional Review Boards of the London School of
Hygiene and Tropical Medicine and Centre Muraz, Bobo-Dioulasso,
Burkina Faso.

Samples for study. Blood samples from finger sticks at enrollmentand
from a cross-sectional survey of participants in November, 1 month after
the last dose of SMC, were placed on filter paper (Whatman 3MM), la-
beled with study numbers and dates, air-dried, and stored in sealed sam-
ple bags at ambient temperature with desiccant. We randomly selected for
PCR 120 paired samples from each SMC group and 120 paired samples
from the control group, with each paired set representing the enrollment
and final survey samples for a single participant. PCR-positive samples
from participants who experienced clinical malaria during the study were
removed from the analysis because of their treatment with other antima-
larial drugs during the study period.

Laboratory methods. DNA was isolated from selected dried blood
spots with Chelex, as previously described (30). Known P. falciparum
polymorphisms were assessed at the following alleles: pfcrt K76T; pfindrl
N86Y, Y184F, S1034C, N1042D, and D1246Y; pfdhfr N511, C59R, S108N,
and 1164L; and pfdhps S436A, A437G, and K540E. Sequences were evalu-
ated using nested PCR followed by restriction fragment length polymor-
phism (RFLP) analysis, as described elsewhere (31-33). Digestion prod-
ucts were resolved by 2.5% gel electrophoresis, and results were classified
as wild type, mixed (presence of both alleles), or mutant, based on migra-
tion patterns. Investigations were performed in a blind manner with re-
spect to treatment group and clinical outcomes during the molecular
analysis.

Data analysis. We compared the differences in the prevalences of the
polymorphisms of interest between the baseline samples and those col-
lected at the end of study, excluding samples from those who developed
clinical malaria during follow-up to avoid the influence of therapy with
artemether-lumefantrine and also excluding pairs for which at least one
sample was negative for P. falciparum by PCR. Data were entered using
Microsoft Access, managed with SPSS 18, and analyzed using Stata SE
11.0. Categorical variables were compared using the chi-square test. P <
0.05 was considered to represent statistical significance.

RESULTS

Among the samples from the 1,500 children included in the clin-
ical trial, we randomly selected 120 paired samples from each SMC
group and 120 paired samples from the control group, with each
paired set representing the enrollment and final survey samples
for a single participant (Fig. 1). From 120 randomly selected sam-
ples in the AQ/SP group, 77 (64.2%) had positive PCR for P.
falciparum at both enrollment and the final survey; 48 (62.3%) of
these PCR-positive participants did not develop malaria during
the study and therefore received three rounds of SMC with AQ/
SP. From 120 randomly selected samples in the DP group, 71
(59.2%) had positive PCR at both enrollment and follow-up; 46
(64.8%) of these PCR-positive participants did not develop ma-
laria and therefore received three rounds of SMC with DP. Rele-
vant SNPs in pfert, pfindrl, pfdhfr, and pfdhps were assessed. At
enrollment, samples showed a high prevalence of mutations
known to be associated with resistance to CQ and AQ (for pfert,
76T; for pfmdrl, 86Y) and to SP (for pfdhfr, 511, 59R, and 108N;
for pfdhps, 437G) (Table 1). Consistent with most other available
data, the pfindrl 1246Y mutation was much less prevalent than in
other parts of Africa, and we did not identify mutations at position
1034 or 1042 in pfimdr1, 164 in pfdhfr, or 540 in pfdhps.

Our primary interest was to compare the prevalences of key
SNPs between the time of enrollment and the end of the study in
the AQ/SP, DP, and control groups (Table 1). Prevalences of the
SNPs of interest did not differ significantly between the three
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Baseline survey
360 random samples

P. falciparum Polymorphisms and Chemoprevention

Final survey
360 random samples
(240 SMC and 120 controls)

99 PCR negative
removed

SMC group: 240
7 lost to follow-up
85 PCR negative removed

Control group: 120
28 PCR. negative removed

Pfert genotyped: 261, PCR failure; 0
Pfinerl genotyped: 261, PCR failure: 1
Fiehfr genotyped: 261, PCR failure: 1
FPfhps genotyped: 261, PCR failure: 1

Pfert genotyped: 92, PCR failure: 0

Pfincirl genotyped: 92, PCR failure: 0
FPfedlfr genotyped: 92, PCR. failure: 0
Piidips genotyped: 92, PCR failure: 0

23 excluded in AQ-SP group due
to treatment for malaria

29 excluded in DHA-PQ group due
to treatment for malana

]

AQ-SP group:
Fiert genotyped: 48, PCR failure: 1
Pfincir] genotyped: 48, PCR failure; 2

DHA-PQ group:
Pfert genotyped: 46, PCR. failure: 0

Pl genotyped: 48, PCR fadlure: 4
Pelhps genotyped: 48, PCR failure: 0

FPfinedr] genotyped: 46, PCR failure: 1
Pfelyr genotyped: 46, PCR failure: 4
Pfidfps genotyped: 46, PCR failure: 0

FIG 1 PCR genotyping profile.

study arms before the intervention (not shown). In the AQ/SP
group, significant selection over the course of the trial was seen for
pfert 76T (68.5% to 83.0%, P = 0.04), pfdhfr 59R (54.8% to 83.3%,
P =0.0002), and pfdhfr 108N (55.0% to 87.2%, P = 0.0001), with
trends toward selection of pfmdrl 86Y, pfdhfr N511, and pfdhps
437G. In the DP group, no significant selection of alleles was seen,
except for borderline selection of wild-type pfindrl D1246 (mu-
tant, 7.7% to 0%, P = 0.05). For the control group, differences in

TABLE 1 Selection of P. falciparum polymorphisms by SMC regimens®

prevalence between enrollment samples and those collected at the
end of the study were not seen for any alleles.

DISCUSSION

SMC is a promising strategy for malaria control in West Africa,
and the use of monthly AQ/SP in at-risk children during the ma-
laria transmission season is now endorsed by the WHO for the
Sahel subregion of Africa. In the trial that provided samples for

Prevalence of mutation (%) at the end of

P value for selection of mutant (M) or wild

h T
Prevalence of mutation the study fype (W)
(%) in baseline AQ/SP DP No SMC

Gene SNP samples (n = 261) (n=48) (n = 46) (n=92) AQ/SP DP No SMC

pfert K76T 68.5 83.0 65.2 62.0 0.04 (M) 0.66 0.25

pfmdrl N86Y 29.1 37.5 32.6 33.0 0.24 (M) 0.62 0.52
Y184F 58.5 58.3 56.5 67.0 0.98 0.79 (WT) 0.13 (M)
$1034C 0 0 0 0 1 1 1
N1042D 0 0 0 0 1 1 1
Di246Y 7.7 4.2 0 8.0 0.5 0.05 (WT) 0.97

pfdhfr N511I 58.1 69.6 54.6 59.0 0.14 (M) 0.66 0.91
C59R 54.8 83.3 45.7 48.0 0.0002 (M) 0.25 0.25
S108N 55.0 87.2 51.1 53.0 0.0001 (M) 0.62 0.77
1164L 0 0 0 0 1 1 1

pfdhps S436A 35.1 35.4 30.4 34.0 0.97 0.53 0.8
A437G 56.8 625 69.6 65.0 0.45 0.1 (M) 0.15 (M)
K540E 0 0 0 0 1 1 1

“ Both pure mutant and mixed samples were considered mutant for these analyses. P values are based on the chi-square test. Significant values are in bold type.
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this study, administration of SMC as 3 monthly treatments to
children in Burkina Faso offered protective efficacies against
malaria of 83% for AQ/SP and 77% for DP (Zongo, unpublished).
However, there is concern that regular use of AQ/SP or DP will
select for parasite polymorphisms that mediate resistance to these
regimens. To evaluate how readily key polymorphisms were se-
lected, we compared genotypes of parasites collected at enroll-
ment and 1 month after the third monthly SMC dose. We found
that, after SMC, parasites from children who received monthly
AQ/SP treatment had selection of multiple SNPs associated with
resistance to both AQ and SP. In contrast, selection was not seen in
parasites from children who received monthly DP. Thus, DP of-
fered an efficacious alternative to AQ/SP for SMC, and it had the
important advantage of not selecting for known resistance deter-
minants.

The effects of AQ/SP on parasite markers of resistance were not
surprising. A large body of literature has shown that after treat-
ment for malaria with regimens that included AQ, subsequent
infections showed selection of parasites with pfert and pfindrl
polymorphisms associated with AQ resistance (19, 20, 26, 34, 35)
and with decreased in vitro AQ sensitivity (36). Similarly, after
treatment with regimens that included SP, subsequent infections
showed selection of parasites with pfdhfr and pfdhps polymor-
phisms associated with resistance to sulfadoxine and pyrimeth-
amine (20, 26, 35). Our current findings expand observations to
the use of AQ/SP for SMC rather than for the treatment of malaria,
and they offer a sense of the scale of selection. During one trans-
mission season, after 3 treatments with AQ/SP, the extent of se-
lection was large, especially for the pfert 76T mutation that prin-
cipally mediates resistance to AQ and for pfdhfr mutations that
mediate resistance to pyrimethamine. Thus, it is likely that regular
use of AQ/SP will profoundly affect the drug resistance profiles of
parasites circulating in affected regions, although the impacts of
these changes on clinical responses to treatment or SMC are un-
certain.

In contrast to the situation with AQ/SP, DP did not select for
polymorphisms associated with resistance to aminoquinolines.
These results might seem surprising, as piperaquine is an amino-
quinoline closely related to chloroquine (CQ) and AQ. However,
earlier studies from Burkina Faso showed that prior treatment
with DP did not select for pfert and pfimdrl polymorphisms asso-
ciated with resistance to CQ and AQ (28). These results differ from
those in a recent study in Uganda, in which therapy with DP se-
lected in recurrent infections for pfindr1 polymorphisms (86Y and
1246Y) also selected by AQ-containing regimens (29). The rea-
sons for different results between Uganda and Burkina Faso and
for differential effects of the different aminoquinolines in Burkina
Faso are not known. Piperaquine is a much larger molecule than
CQ or AQ, and its mechanisms of antimalarial action and resis-
tance are unknown (27). It seems that, if resistance to piperaquine
currently exists, it may be mediated by factors other than the pfert
and pfimdr] polymorphisms that mediate resistance to the other
aminoquinolines. Interestingly, we saw borderline selection of the
wild-type pfimdrl D1246 allele after SMC with DP consistent with
borderline selection after treatment with DP in one but not in
another prior trial in Burkina Faso (28). These modest selections
were in the direction opposite that of those seen for DP in Uganda.
In any event, the selective impact of piperaquine appears to be
fundamentally different from that of CQ or AQ.

In comparing parasite genotypes before and after SMC, we
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excluded children who experienced an episode of malaria during
the trial. This was done to limit the influence on parasite genetics
of the current standard antimalarial treatment regimen in Burkina
Faso, artemether-lumefantine. This exclusion obviously limited
our analysis to only a subset of trial subjects. However, to obtain
adequate sample size, our comparator group that did not receive
SMC included children treated for malaria with artemether-lume-
fantrine during the study (76 of the 92 evaluable children experi-
enced malaria). This information highlights the remarkably high
incidence of malaria in our study population but also the impor-
tant limitation that our control group differed from the children
receiving the intervention. It may also be of interest to consider
the competing impacts of SMC and treatment regimens. In fact,
the standard treatment (artemether-lumefantrine selects in the
direction opposite that seen with CQ and AQ for pfert and pfmdrl
polymorphisms) (20, 37-39), potentially offsetting effects of
SMC. Our results may also have been impacted by community
changes in parasite genotypes over time. It has been shown else-
where in West Africa that parasites are more likely to harbor re-
sistance-mediating genotypes during the malaria transmission
season, compared to the dry season, presumably due to the selec-
tive pressure of frequent malaria therapy (40). However, samples
from control subjects who did not receive SMC had the same
proportions of tested polymorphisms before and after the period
of study, suggesting that community changes in parasite genetics
through the transmission season were not responsible for the
changes seen before and after SMC.

In summary, we observed that monthly AQ/SP, an effective
SMC regimen for the prevention of malaria in Burkina Faso, read-
ily selected for parasites with known SNPs associated with resis-
tance to both AQ and SP. In contrast, monthly DP, which was
nearly as efficacious, offered minimal selection of known resis-
tance-mediating polymorphisms. These results highlight the im-
portance of considering drug resistance selection when evaluating
chemoprevention regimens. In addition, they identify a potential
advantage of DP for SMC in West Africa and, more broadly, for
chemoprevention of malaria in other regions.
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Abstract

Background: One promising new Artemisinin-based combination therapies (ACTs) is dihydroartemisinin-piperaquine (DHA-
PQ). However, the pharmacokinetics of piperaquine and the relationship between drug levels and clinical efficacy are
incompletely characterized, particularly in children.

Methods: We performed a single-arm open-label trial in Bobo-Dioulasso, Burkina Faso. A total of 379 participants aged 6
months or more with uncomplicated falciparum malaria were enrolled. Each participant received daily dose of DHA-PQ for
three days and followed for 42 days. Parasitological efficacy was analyzed, considering rates of recrudescence and overall
recurrence. PK was an exploratory endpoint and a priori, no sample size had been determined. Day 7 capillary and venous
plasma concentrations of piperaquine were measured in children aged 2-10 years.

Results: Of the 379 participants, 365 (96.3%) completed 42 days of follow-up. The median daily dose of PQ was 18.5 mg/kg
[6.5-24]. Treatment with DHA-PQ was well tolerated with fever and parasitemia resolution within 48 hours in nearly all
children. Recurrent malaria within 42 days of follow-up occurred in 31.3% (10/34) of children less than 2 years old, 16.0%
(16/106) of those aged 2-5 years, 9.4% (15/160) of those aged 5-10 years, and none (0/68) of those over 10 years old. After
genotyping, 3 of 41 recurrent episodes were recrudescence. An exploratory analysis shows that children with successful
treatment outcomes had significantly higher median plasma concentrations of PQ compared to those with recurrent
malaria within 42 days after therapy, considering either capillary samples (68 ng/ml [50-85] compared to 48 ng/ml [36-55],
p<0.001) or venous samples (42 ng/ml [29-59] compared to 25 ng/ml [19-44], p<<0.001).

Conclusion: DHA-PQ was effective for uncomplicated P. falciparum malaria treatment and offers an alternative to other
ACTs. Recurrent malaria was mainly due to new infections after treatment and was correlated with low day 7 PQ
concentration in the youngest patients.
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Introduction with artemether-lumefantrine, which must be dosed twice daily
and optimally with fat, is followed by high rates of new infections
in areas of high malaria transmission [2,3,4,5]. Among other

effective for the treatment of uncomplicated falciparum malaria ACTs recommended by the World Health Organization,
[1]. In sub-Saharan Africa, artemether-lumefantrine and artesu- . )

nate-amodiaquine have been widely adopted as first-line therapy.
These regimens are generally effective, although artesunate-
amodiaquine had lower efficacy in some studies and treatment

Artemisinin-based combination therapies (ACTs) are highly

artesunate-sulfadoxine-pyrimethamine  has unacceptably poor
efficacy due to resistance to sulfadoxine-pyrimethamine in many
arcas and artesunate-mefloquine is less well tolerated than other
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regimens [6,7]. Another alternative ACT for the treatment of
uncomplicated malaria in Africa is dihydroartemisinin-pipera-
quine (DHA-PQ). Recent studies have reported excellent efficacy
and good tolerability of DHA-PQ when used for the treatment of
uncomplicated malaria in Africa, with the advantage compared to
artemether-lumefantrine of once daily dosing [8,9]. PQ has a half-
life of 21-28 days, which is longer than that of lumefantrine (3-4
days), the active amodiaquine metabolite desethylamodiaquine (12
days) or mefloquine (9-15 days [10,11,12,13,14,15,16,17,18].
Long half-life drugs provide longer post-treatment prophylactic
effects. Nonetheless, new infections have been seen within a few
weeks of therapy with DHA-PQ, due perhaps to the high
variability in PQ exposure. In particular, children 2-10 years of
age have lower PQ exposures because of higher body weight
normalised clearance. This results in lower day 7 PQ concentra-
tion compared to older individuals, after standard weight-based
dosing, causing an increased risk of recurrent parasitemia [18,19].
To further characterise the impact of pharmacokinetics on DHA-
PQ efficacy, we evaluated the efficacy of the drug to treat
uncomplicated malaria in children in Burkina Faso and assessed
associations between day 7 PQ plasma concentrations and
treatment outcomes.

Materials and Methods

Ethics statement

The protocol was approved by the institutional Ethics Com-
mittee of Centre Muraz and the Committee on Human Research
of the University of California, San Francisco. Written Informed
consent for all participants was obtained from their parents or legal
guardians prior to enrolment. The study was conducted in
accordance with Good Clinical Practice, the declaration of
Helsinki, the approved protocol and local regulations. The trial
was registered in 2007 (NYISRCTN59761234). The protocol for
this trial and supporting CONSORT checklist are available as
supporting information; see Checklist S1 and Protocol S1.

Study site and design

This was an open-label trial in three public health centres
(Colsama, Ouezzin-ville and Sarfalao) in Bobo-Dioulasso, Burkina
Faso conducted from August to December 2007.Malaria is holo-
endemic in the study arca with peak transmission from August to
October; almost all infections are due to Plasmodium falciparum.
Within the main trial of 379 participants, 210 children 2-10 years
were enrolled into a population pharmacokinetic exploratory
study. The full pharmacokinetics profile of PQ) in these children
with uncomplicated malaria has been published elsewhere [18].
The present report describes the relationship between day 7 PQ.
concentrations and parasitological outcomes.

Patients were selected from the outpatient departments of the
indicated health centres. Patients age 6 months or older were
screened against the inclusion criteria following WHO recom-
mendations [20]: 1) provision of written informed consent, 2)
weight >3 kg, 3) history of fever in the past 24 hours or axillary
temperature >37.5°C, 4) willingness to comply with 42 days of
follow-up, 5) absence of known history of serious side effects from
study medications, 6) no evidence of a concomitant febrile illness,
7) no history of treatment with any antimalarial in the past 2
weeks, 8) no danger signs (lethargy, unable to drink or breast feed,
repeated vomiting, unable to stand/sit due to weakness) or
evidence of severe malaria [1], 9) P. falciparum mono-infection
with parasite density 2,000-200,000 parasites/pl blood; and 10)
haemoglobin >5.0 g/dL. Patients who satisfied these inclusion

PLOS ONE | www.plosone.org

95

Piperaquine Day 7 Concentration and DHA-PQ Efficacy

criteria were recruited; those excluded were referred to the health
centre staff for care.

Study treatment

Enrolled participants received DHA-PQ (Holleypharm Cotec
Beijing Limited, China) administered once daily for 3 days in
tablets containing 40 mg of DHA and 320 mg of PQ phosphate.
Children were weighed to determine the dosage, which was
rounded to the nearest %4 tablet. The target daily dosages (range)
of DHA and PQ phosphate were 2.1 mg/kg (1.7-3.1) and 18 mg/
kg (13.3-24.6), respectively. Treatment was directly observed. The
study nurses administered all treatments in the clinic with water
(no fat was given) and the patients were observed for 30 minutes to
ensure that the medications were not vomited. Patients who
vomited within 30 minutes of administration were retreated with a
second dose at half the original dosage. Any patient who vomited
more than once was excluded and referred for treatment with
parenteral quinine. Paracetamol (10 mg/kg every 8 hours) was
provided for treatment of febrile symptoms. Children with
haemoglobin <10 g/dL were treated according to Integrated
Management of Childhood Illness guidelines.

Follow-up procedures

Patients were asked to return to the health centre for follow up
on days 1, 2, 3, 4 and 7, and then weekly for 5 additional weeks
after treatment and at any time they were unwell. Each visit
included completion of a standardized history form, a physical
examination, and, except on day 1, a finger prick for thin and
thick blood smear and storage of blood on filter paper for
molecular analysis. On day 7, 200 pl of capillary blood obtained
by finger prick and 2 ml of venous blood were collected. During all
visits, any signs or symptoms were recorded. Patients with
evidence of severe malaria or danger signs or with treatment
failure were referred for treatment with quinine.

Laboratory procedures

Diagnosis of malaria and
haemoglobin. Blood smears were stained with 10% Giemsa
for 10 minutes. Parasite densities were calculated from thick
smears as the number of asexual parasites per 200 leukocytes (or
per 500 leukocytes if the parasite density was <10 parasites per
200 leukocytes), assuming a leukocyte count of 8000/ml. Smears
were considered negative when examination of 100 high-power
fields did not reveal parasites. Thin blood smears were used for
parasite speciation and for gametocyte counts as the number of
sexual parasites per 2000 leucocytes. Counts were performed by
two technicians; discrepant readings were resolved by a third
reader. Haemoglobin was measured at enrolment and on the last
day the patient was seen using a portable spectrophotometer
(HemoCue, Angelhom, Sweden).

Measurement of PQ concentrations. All capillary and
venous blood samples were centrifuged at 2000 g for 10 minutes,
and plasma was separated and frozen at —20°C until shipment on
dry ice to the Department of Clinical Pharmacology, Bangkok,
Thailand. Plasma concentrations of PQ were quantified by a
validated liquid chromatographic tandem mass-spectrometric
method [21]. For quality control standards at 4.5, 20 and
400 ng/ml were analysed with cach batch to ensure precision of
the assay. The standard deviation of quality control samples was
below 5%, indicating excellent assay performance. The lower limit
of quantification was set to 1.50 ng/ml. The Department of
Clinical Pharmacology is participating in the World Wide
Antimalarial Resistance Network quality control and assurance

measurement of
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- Parasitemia < 2000 or > 200 000 /uL: 34
- Severe malaria & other febrile disease: 5
- Inability to respect the follow up: 14

- Recent use of antimalarial drug: 4

- Mix infections: 2

Did not receive any dose of the study medication: 59
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Screened : 445

Withdrawn before day 1: 7

evaluation: 2
- Repeated drug vomiting on day 0: 5

- Parasitemia out of range after the slide re-

MNumber received at least one dose of
the study medication: 386

Excluded during the follow up: 14
- Informed consent withdrawal: 6
- Missed doses: 4
- Lost to follow up: 3
- Concomitant treatment: 1

Enrolled in the cohort: 379

h 4

Figure 1. Trial profile.
doi:10.1371/journal.pone.0103200.g001

proficiency testing programme  (http:/www.wwarn.org/ toolkit/

gaqe).
Molecular analysis.

Whenever blood was collected, 3—4
drops were placed onto filter paper (Whatman 3MM), labelled,
air-dried, and stored in sealed plastic bags at ambient temperature.
Parasite: DNA was subsequently extracted using the Chelex

Complete follow up: 365

- Adequate Clinical and Parasitological
response: 324

- Late Clinical Failure: 11

- Late Parasitological Failure: 30

method [22]. For patients who experienced recurrent malaria

after day 6, the samples collected at baseline and at the time of

Table 1. Characteristics of the enrolled patients at baseline.

recurrence were genotyped in a stepwise fashion using msp-2,
msp-1, and six microsatellites [23]. If, for any of the loci, an allele
was not shared between day 0 and the day of recurrence, the
infection was classified as a new infection. If at least one allele was

Age categories

95% Cl

Mean parasite count (geometric),

22657 (14734-34840)

Heamoglobin g/dL, arithmetic mean

(SD)

8.8 (8.1-9.6)

30200 (24699-36926)

9.6 (9.3-10)

26054 (22083-30740)

17925 (13765-23342)

Parameters
<2 years (n=34) 2-4 Years (n=112) 5-10 Years (n=165) >10 years (n=68) Total (N=379)

Sites Colsama 8 38 64 43 153

Ouezzin-Ville 23 41 51 16 131

Sarfalao 3 33 50 9 95
Gender (Male %) 15 (44.1%) 62 (55.4%) 93 (56.4%) 26 (38.2%) 196 (51.7%)
Weight in kg, 95% Cl 9.1 (8.6-9.5) 3(125-13.5) 21.3 (20.6-22) 44.5 (40.2-48.8) 21.9 (20.5-23.4)
Temperature, 95% C| 38.8 (38.4-39.1) 38.8 (38.6-38.9) 38.5 (38.4-38.7) 38.1 (37.8-383 38.5 (38.4-38.6)

25133 (22483-28095)

10.8 (10.5-11.1) 11.9 (11.5-124) 10.5 (10.3-10.7)

doi:10.1371/journal.pone.0103200.t001
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shared between day 0 and the day of recurrence for each locus, the
infection was classified as a recrudescence.

Study endpoints. The primary endpoint was treatment
efficacy (adjusted by genotyping and unadjusted) over 42 days.
Outcomes were classified as: 1) early treatment failure (danger
signs, complicated malaria, or failure to adequately respond to
therapy between days 0 and 3), 2) late clinical failure (danger signs,
complicated malaria, or fever and any parasitemia between days 4
and 42), 3) late parasitological failure (any recurrence of
parasitemia between days 4 and 42 without fever (axillary
temperature =37.5°C or history of fever in the past 24 hours)
and 4) adequate clinical and parasitological response (no
parasitemia over 42 days of follow-up) [20].

Secondary outcomes included the resolution of fever and
parasite clearance over the first three days after treatment, the
change in haemoglobin level over time, the occurrence of
gametocytes, adverse events of any grade during follow-up, and
the correlation of day 7 concentrations of PQ and efficacy.
Patients were excluded from the efficacy assessment if they used
antimalarial drugs outside of the study, if they experienced serious

1.20

0.80

Proportion with recurrent episodes

=3
=
e T T T T T
0 21 28 35 42
Time since treatment initiation
Number at risk
<2yrs 34 32 3 29 26
2-4yrs 112 107 106 104 95
5-10yrs 164 160 160 160 154
>10ys 68 B8 88 BT 67

Figure 2. Kaplan-Meier estimate of proportion with recurrent
parasi ia per age ¢ ies.
doi:10.1371/journal.pone.0103200.9002
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Table 2. Treatment outcome stratified by age groups.

<2 years 2-4 years 5-10 years >10 years Total
Category size 32 106 160 67 365
Median PQ dose in mg/kg ™" daily 17.8 (15.2-24) 189 (11.4-21.8) 188 (142-24) 16.8 (6.5-19.3) 185 (6.5-24)
(range)
Early treatment failure 0 0 0 0 0
Late clinical failure, 95% CI 6 (18.7%) [5.2-32.2] 2 (1.9%) [-0.7-4.5] 3 (1.9%) [—2%-4] 0 1 (3%) [12-4.8]
Late parasitological failure, 95% CI 4 (12.5%) [1-24] 15 (14.1%), [7.5-20.7]1 11 (6.9%) [—7.1%-21] 0 30 (8.2%) [5.4-11]
Total number recurrence 10 17* 14 0 4
Recrudescence 2 1 0 0 3
New infections 8 15 14 0 37
Adequate clinical and parasitological 22 (68.7%) [52.6-85] 89 (84%) [77-911) 146 (91.2%) [86.8-95.6] 67 (100%) 324 (88.8%) [85.6-92]
response, 95% CI
doi:10.1371/journal.pone.0103200.t002

adverse events requiring discontinuation of treatment, or if they
withdrew informed consent.

Sample size and statistical analysis. Based on a trial in
which we reported day 42 unadjusted treatment efficacy of 92.5%
for DHA-PQ, we determined that we needed to enrol 379 patients
to demonstrate this efficacy with a precision of 5.5%, 80% power
and 5% significance level, accounting for a predicted 7.5% loss to
follow-up. PK was an exploratory endpoint and a priori, no
sample size had been determined. Data were single entered using
EPI INFO 6.01 and analysed with STATA 11.0 (STATA
Corporation College Station, TX, USA). Efficacy outcomes were
analysed by intention to treat and per protocol. Data for patients
who were lost to follow-up without a defined primary efficacy
outcome were included in the analyses until the last day seen. Day
7 PQ concentration cut-offs of 30 ng/ml for venous samples and
57 ng/ml for capillary samples were used in this analysis, as levels
below these cut-offs have been found to predict a higher risk of
recrudescent malaria, compared to greater levels, in previous
studies [18]. The chi-square test or Fisher’s exact test were used to
compare proportions. Normally distributed or log-transformed
(when not meeting the normality assumption) continuous variables
were compared using the Student’s t-test (paired or unpaired).
Statistical significance was defined as a p-value below 0.05. We
used the Kaplan Meier survival method to estimate the risk of
recurrent parasitemia over the period of follow up; patients were
censored at the time of withdrawal or recurrent parasitemia. A
Clox regression model was used to estimate the hazard ratio of
malaria; parameters included in the model were age, weight at
entry and day 7 piperaquine concentrations.

Results

Study profile and baseline characteristics

Of 445 patients diagnosed with malaria and screened for
enrolment, 386 met entry criteria and were enrolled in the study
(Figure 1). The main reason for exclusion was parasitemia <
2,000/l or =200,000/ul. Seven participants withdrew on the first
day of the study, primarily due to persistent vomiting. Of the 379
enrolled participants who remained in the study on day 1, 96.3%
(365/379) completed 42 days of follow-up. The median (range) age
of participants was 6 years (0.6-50); 36% of subjects were under 5
years of age. The median (range) daily administered dose of PQ
phosphate was 18.5 mg/kg (6.5-24). The baseline characteristics
of study subjects are summarised in Table 1. The population
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Table 3. Capillary and venous concentrations of PQ by age.

Piperaquine Day 7 Concentration and DHA-PQ Efficacy

[PQ] ng/ml 2-5 years, n=60 6-10 years, n=126 Total, n=186 P-value
Capillary sample 62.2 [45.4-83.3] 67.50 [49.6-84.5] 66.70 [48.5-84.4] 0.23
Venus sample 34.00 [24.6-56.8] 41.90 [29.8-63.5] 40.95 [27.3-58.9] 0.02
P-value <0.001 <0.001 <0.001

doi:10.1371/journal.pone.0103200.t003

pharmacokinetic study enrolled 226 children 2-10 years of age;
this sub-sample provided 226 capillary and 198 venous samples on
day 7.

Treatment efficacy

Over 42 days of follow up, recurrent parasitemia occurred in
31.3% (10/32) of children less than 2 years old compared to 16%
(16/106) in those aged 24 years (p=0.057), 9.4% (15/160) in
those aged 5-10 years (p<<0.001) and 0% (0/68) in those aged over
10 years (X? test for linear trend =23.85, p<0.001; Table 2). Of
the enrolled patients, 5.3% (20/379) received a daily dose of
piperaquine less than 13.3 mg/kg per day (under dose) and 0.3%
(1/379) a child aged 25 months received higher dosage (>
24.6 mg/kg per day). Out of the patients who completed the
follow up with assigned clinical outcome, 19 patients were under
dosed but presented successful clinical outcome and one (1) child
aged 25 months despite he has been over dosed presented a late
parasitological failure.

In the patients with recurrent malaria, the time to recurrence
was 19 days in those under 2 years of age, 21 days in those 24

Median values [interquartile ranges] are shown; Wilcoxon Rank Sum Test; Wilcoxon Paired Sign Rank Test.

years old (p=0.6) and 34 days in those 5-10 years old (p=0.01)
(Figure 2).

When the rate ratio for malaria (trecatment failure) was
estimated using the Cox regression model, the hazard ratio (HR)
decreased as the age increased. Compared to children <2 years
old, the HR was 0.49 (95% CI 0.23-1.03, p=0.06) for those 2-5
years and 0.15 (95% CI[0.06-0.36] p<<0.001) for those more than
5 years old. Likewise the HR was significantly higher in patients
with day 7 capillary piperaquine concentration below the cut off of
57 ng/ml, compared to those with levels above this value (HR
0.24, 95% CI[0.11-.52], p<<0.001) and in patients with low
venous concentrations of piperaquine (HR 0.30, 95% CI[0.13—
0.70], p=0.006). Patients with body weight below the median
value (18 kg) had a higher hazard ratio (HR 0.25, 95% CI 0.12—
0.51], p<<0.001) and cach unit (kg) increase in body weight
reduced the hazard ratio by 14%, 95% CI [8.9%-19%]. After
genotyping, 37 of 41 episodes were classified as new infections, 3 as
recrudescent infections, and one was indeterminate (Table 2). The
3 recrudescent cases occurred in two 14 month old children and
one 36 month old child, and presented on days 19, 21, and 42 days
of follow-up.

Success

Failure Total

90 120 150

60

,__}_

30

PQ Day 7 concentrations (ng/ml)

-J!D;

=
=

o 1

2-4 years 5-10 years

2-4 years

5-10 years 2-4 years 5-10 years

[ 1 Capilary PQ concentration at day 7
I venous PQ concentration at day 7

Figure 3. Box plot for the distribution of PQ concentration by treatment outcome. The dotted lines represent a previously proposed cut-
off for piperaquine concentrations quantified in venous (30 ng/ml) and capillary (57 ng/ml) blood samples (Tarning et al. 2012).

doi:10.1371/journal.pone.0103200.g003
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Table 4. Plasma

Piperaquine Day 7 Concentration and DHA-PQ Efficacy

concentrations of PQ and treatment outcomes among children 2-10 years.

P-value <0.001 <0.001

[PQ] ng/ml Success, n=165 Failure, n=21 Total, n=186 P-value
Capillary sample 67.80 [50.4-84.8] 47.50 [36-55.4] 66.70 [48.5-84.4] <0.001
Venus sample 41.60 [29.1-59.4] 2530 [18.6-44.2] 40.95 [27.3-58.9] 0.010

<0.001

doi:10.1371/journal.pone.0103200.t004

Association between plasma PQ concentrations and
treatment outcomes

To evaluate the association between day 7 levels of PQ and
treatment outcomes, we conducted a sub-study in a population of
226 children 2-10 years.

In total 226 capillary and 198 venous plasma samples were
obtained on day 7 from this population (children 2-10 years old).
Median [range] day 7 PQ concentrations were significantly higher
in capillary samples (67 ng/ml [49-84]) compared to venous
samples (41 ng/ml [27-59]), p<0.001 (Table 3). Children under 5
years of age, as compared to older children, had significantly lower
median day 7 levels in venous blood (p = 0.03), but not in capillary
blood (p=0.26) (Table 3 and Figure 3). Children with successful
treatment outcomes had significantly higher (p<<0.001) median
[range] plasma concentrations of PQ, compared to those with
recurrent malaria, considering either capillary samples (68 ng/ml
[50-85]) in successtul outcomes and 48 ng/ml [36-55] in children
with recurrent malaria) or venous samples (42 ng/ml [29-59] in
successful outcomes and 25 ng/ml [19-44] in children with
recurrent malaria) (table 4).

Fever and parasite clearance, gametocyte carriage and
mean haemoglobin change

Parasite clearance was rapid, with parasites cleared within 2
days of initiation of therapy in 98% of episodes (table 5). Over
90% of the patients cleared fever by day one after treatment
initiation, and over 99% by day 2 (table 5). Seven patients had
gametocytes at enrolment: 3 cleared the gametocytes by day 2, 3
others by day 21 and the last by day 28. All of them remained free
of gametocytes up to the end of follow up. The prevalence of
gametocytes in the patients free of gametocytes on day 0 was 6%,
4%, 3%, and 2% on day 2, 3, 7, and 14, respectively. Less than
1% had gametocytes from day 21 to 35, and all were free on day
42. Haemoglobin levels increased between day 0 and the last day
of follow up; the mean gain was 1.2 g/dL (95%CI [1.0-1.4], p<
0.001) and was significantly higher in the patients with an
adequate clinical and parasitological response compared to those
with recurrent infection (11.9 g/dL versus 10.9 g/dL, mean
difference of 0.9 g/dL, 95%CI [0.4-1.5], p=0.001).

Table 5. Proportion of patients who cleared fever.

Success represents adequate clinical and parasitological response; failure represents recurrent parasitemia.

Treatment acceptability and safety

DHA-PQ was well tolerated. The most common recorded
adverse events were vomiting, headache and diarrhoea (table 6).
Vomiting within 30 minutes occurred during treatment adminis-
tration in 5.1% (19/376) of subjects and was not correlated with
the dose received. Day 7 PQ) concentration was similar in children
who vomited within thirty minutes and those who did not. No
severe adverse events requiring the discontinuation of treatment
were recorded.

Discussion

The objectives of this study were to evaluate the efficacy of
DHA-PQ for the treatment of uncomplicated falciparum malaria
and, in children, to assess associations between day 7 plasma
concentrations of PQ and treatment outcomes. DHA-PQ dem-
onstrated excellent treatment efficacy, with good tolerability and
safety, although treatment failures, generally due to new infections
over 42 days after therapy, were seen in 20% of children less than
5 years of age. In children 2-10 years of age, day 7 PQ
concentrations were associated with recurrent malaria after
therapy. Children with a day 7 capillary PQ) concentration below
57 ng/ml, a previously identified efficacy cut-off, had a higher risk
of parasitological recurrence compared to those with a concen-
tration above this threshold [24]. Thus, low blood concentrations
of PQ in younger children were associated with inferior treatment
efficacy.

Our results support previous reports demonstrating excellent
efficacy for DHA-PQ) at the same study site and in other parts of
Africa [7,9,25,26,27]. DHA-PQ has important advantages over
other ACTs. First, it is likely better tolerated than some ACTs, in
particular artesunate-amodiaquine and artesunate-mefloquine,
although head-to-head comparisons of these regimens in African
children are not available. Second, DHA-PQ offers once daily
dosing, simplifying treatment compared to artemether-lumefan-
trine, which must be administered twice-daily with fat [28,29].
Third, due to the long half-life of PQ, DHA-PQ offers a prolonged
post-treatment prophylactic effect, translating into lower rates of
recurrent malaria compared to other ACTs [25,29]. Considering
all these factors, DHA-PQ may be the optimal ACT for the

Days after initiation Number with

Days after initiation

No. with cleared

of treatment cleared fever Proportion of P Proportion
Day 1 (n=357) 355 93.8% Day 2 (n=350) 325 92.9%
Day 2 (n=352) 344 97.7% Day 3 (n=349) 346 99.1%
Day 3 (n=351) 345 98.1% Day 4 (n=227) 226 99.6%

doi:10.1371/journal.pone.0103200.t005
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treatment of uncomplicated falciparum malaria in areas of high
transmission intensity.

Genotyping to compare initial and recurrent isolates identified
only 3 episodes of recrudescence. Thus, the antimalarial efficacy of
DHA-PQ was excellent. However, recurrences within 42 days
after therapy were common, especially in young children. The
benefits of DHA-PQ must be balanced against potential selection
by PQ of parasites resistant to this drug. Importantly, resistance to
PQ was described some decades ago in China [30]. Although
recent definitive evidence of resistance to PQ has not been
reported in studies from Africa or Asia, ex vivo sensitivity to the
drug has varied considerably, and careful continued surveillance of
parasite susceptibility is important [31,32,33]. Reassuringly,
treatment with DHA-PQ did not select for parasite polymor-
phisms that are associated with resistance to the related
aminoquinolines chloroquine and amodiaquine [34].

DHA-PQ_ was well tolerated, as reported in previous studies
[35,36]. However, 5.1% of patients vomited the drug within
30 minutes after administration. Such information is not usually
reported in the assessment of drug tolerability, but vomiting after
treatment with DHA-PQ has been noted in other trials [35]. The
immediate tolerability of a drug is a key factor for acceptability,
especially in children, and it is unclear if vomiting will limit
acceptability of DHA-PQ in African children.

Conclusion

DHA-PQ  demonstrated excellent efficacy and was well
tolerated in treating uncomplicated falciparum malaria in African
children. The regimen is a good alternative to other ACTs for the
treatment of uncomplicated malaria. However, in children
recurrent infections were common after treatment and associated
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