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INTRODUCTION

Le paludisme est une maladie vectorielle causée par un hématozoaire du genre
Plasmodium et responsable d’acces fébriles pouvant étre mortels. En 2016, les estimations
font état de 445 000 déces dus a cette maladie (1). Ces chiffres sont en baisse grace aux
différentes stratégies de lutte mises en place, mais il est nécessaire de maintenir les efforts
pour atteindre la cible de la Stratégie technique mondiale de lutte contre le paludisme (GTS).
Celle-ci vise d’ici a 2030, a diminuer l'incidence et la mortalité du paludisme de 90% par
rapport a 2015, a éliminer cette maladie dans au moins 35 pays ou elle sévit encore, et a
empécher sa réapparition dans les pays aujourd’hui exempts (2).

Six especes de Plasmodium sont susceptibles d’affecter I’'Homme : Plasmodium vivax,
Plasmodium malariae, Plasmodium ovale curtisi, Plasmodium ovale wallikeri, Plasmodium
knowlesi et Plasmodium falciparum. Parmi elles, Plasmodium falciparum se distingue par son
implication dans la quasi-totalité des formes de paludisme graves et sa capacité a
développer des résistances aux traitements antipaludiques.

En effet, le déploiement de nouveaux antipaludiques est jusqu’a présent
systématiqguement suivi de I'émergence de résistances. Les associations a base
d’artémisinine (ACT, artemisinin based combination therapy) sont actuellement la pierre
angulaire du traitement des acces simples a P. falciparum. Six ACT ont été développés dans
cette indication: artéméther-luméfantrine, artésunate-amodiaquine, artésunate-
sulfadoxine-pyriméthamine, artésunate-méfloquine, artesunate-pyronaridine et
dihydroartémisinine-pipéraquine. Cette dernieére combinaison associe une quinoléine a un
dérivé de I'artémisinine. Elle est apparue récemment sur le marché et est commercialisée en
France depuis 2012, mais I'émergence de résistances est déja a déplorer dans le sud-est
asiatique et risque de limiter d’avantage les options thérapeutiques disponibles (3,4).

La bonne gestion de la résistance aux antipaludiques est I'une des clés pour contréler
le paludisme. Elle passe par l'identification de marqueurs moléculaires de résistance. Ces
polymorphismes associés a la résistance a un ou plusieurs antipaludiques sont généralement
des modifications du nombre de copies d’un géne ou des variations d’'un nucléotide. Ces
outils facilitent la surveillance de la propagation des alleles associés a la résistance.

Différentes approches peuvent étre utilisées pour identifier de nouveaux marqueurs
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moléculaires de résistance. Parmi elles, I'induction de résistance in vitro par culture sous
pression, et I'étude du génome du clone résistant ainsi obtenu.

Des marqueurs moléculaires de résistance ont pu étre mis en évidence pour
différents antipaludiques, et notamment pour les dérivés de I'artémisinine. Pour ce qui est
de la résistance a la pipéraquine en revanche, si 'augmentation du nombre de copies du
géne Plasmepsin 2 a été mise en cause en Asie du sud-est (5,6), sa présence et son
implication dans la résistance en Afrique ne sont pas encore démontrés. D’autre part, des
mutations sur certains genes comme pfcarl et Pfpare ont récemment été mises en cause
dans la multi-résistance a de nouvelles classes d’antipaludiques. Cela fait de ces génes des
candidats marqueurs pour les antipaludiques actuellement sur le marché, et notamment la

pipéraquine.

L’objectif de ce travail était d’identifier des marqueurs moléculaires impliqués dans la
diminution de sensibilité a la pipéraquine. Deux approches ont été suivies pour cela : d'une
part la recherche de I'implication des candidats marqueurs moléculaires Plasmepsin 2,
Pfpare et Pfcarl dans la résistance a la pipéraquine d’isolats africains via une étude
d’association phénotype-génotype, et d’autre part la mise au point d’un protocole de culture
sous pression de pipéraquine en vue d’obtenir un clone résistant et d’identifier les
mutations qui sous-tendent cette résistance.

Les résultats de cette étude seront présentés aprés quelques rappels

bibliographiques sur le paludisme et la résistance aux antipaludiques.
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REVUE BIBLIOGRAPHIQUE

1. Paludisme et Plasmodium

1.1. Origine et Histoire de la maladie

Les modalités d’apparition des espéces plasmodiales et de leur adaptation a I'étre
humain sont sujets a controverse (7—12). Sans entrer dans le débat pour savoir qui de
I’Afrique ou de I’Asie a vu naitre ce ménage a trois entre Anopheles, Plasmodium et Homo
sapiens (bien qu’il faille reconnaitre un sensible avantage a I’Afrique), ou qui du Chimpanzé
ou du Gorille a joué les entremetteurs dans cette « idylle », force est de constater que ce trio
existe depuis des millénaires.

Plus encore qu’une coexistence, peut-étre convient-il mieux de parler d’une
coévolution. L'émergence d’une nouvelle activité humaine, I'agriculture, autour de 10 000
avant J.C, a probablement créé les conditions idéales a la stupéfiante expansion de
P. falciparum, qui se transmettait déja a bas bruit et a plus petite échelle, depuis des
dizaines de milliers d’années (7,13). Mais chaque acteur a joué un rdle important dans la
conception du tableau actuel, et la pression de sélection exercée par le paludisme a modelé
au fil des siecles le génome humain. En témoignent les nombreux polymorphismes sur les
génes du métabolisme érythrocytaire, sélectionnés dans diverses régions du monde du fait
de la protection qu’ils conféerent vis-a-vis de cette maladie. Ainsi, drépanocytose,
thalassémie et déficit en Glucose-6-Phosphate déshydrogénase entre autres, doivent leur
prévalence au paludisme (14).

Depuis des millénaires donc, ’'Homme et le paludisme cohabitent. C'est ainsi sans
grande surprise finalement, que I’ADN de P. falciparum a été retrouvé dans des momies
égyptiennes de plus de 3000 ans, et notamment dans celle de Toutankhamon dont la mort
est peut-étre méme due a ce parasite (15,16). Sans doute ne saura-t-on jamais combien de
destins, royaux ou pas, ont pu étre scellés par le paludisme, mais toujours est-il que son
impact sur la grande Histoire, et sur I'imaginaire de I’homme, est indéniable. Si bien que des

traces écrites décrivant ce qui semble étre la symptomatologie du paludisme, fleurissent
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depuis l'antiquité (17). Le papyrus d’Ebers, rédigé en 1500 avant J.C, fait par exemple
référence a une splénomégalie associée a de la fievre et des frissons (18).

L'écorce de quinquina, arbre originaire d’Amérique du Sud, constitue le premier
remede utilisé contre le paludisme. Les jésuites en ont assuré la promotion en Europe des
1630. En 1820, le procédé d’extraction de la quinine, alcaloide actif, sera découvert par les
pharmaciens frangais Pelletier et Caventou, standardisant et démocratisant ainsi ce
traitement des fievres périodiques (19).

Mais si la maladie ainsi que le moyen de s’en prémunir sont connus depuis plusieurs
siecles, il faut attendre 1880, et la ténacité du médecin de I'armée frangaise Alphonse
Laveran, alors basé a Constantine en Algérie, pour en découvrir le coupable (20). Il lui faudra
ensuite quelques années avant que ne soit acceptée des plus éminents malariologistes de
I’époque, I'idée selon laquelle le paludisme est di a un protozoaire plutdt qu’a une bactérie.
Cette découverte lui vaudra I'attribution d’un prix Nobel en 1907. C’est ensuite a Patrick
Manson, Ronald Ross et Battista Grassi que I'on doit I'élucidation du cycle sexué de
Plasmodium, et de son mode de transmission par piqlre de moustiques Anopheles. Le
moustique et le « mauvais air » (mal’aria en italien) que constitue son environnement
marécageux, sont depuis longtemps associés au paludisme, mais la voie par laquelle celui-ci
est inoculé n’est ainsi découverte qu’en 1898 (17). Fait étonnant, le prix Nobel de
physiologie et de médecine viendra récompenser Ross (et lui seul) en 1902 pour la
découverte du cycle de Plasmodium, cinq ans avant celui décerné a Laveran pour la

découverte du parasite lui-méme.

1.2. Epidémiologie, impact et stratégies internationales

1.2.1. Chiffres

Le rapport de 'OMS sur le paludisme fait encore état en 2016 de 216 millions de cas,
pour la plupart (90 %) enregistrés en Afrique (1). Quinze pays concentrent 80 % des cas
(Figure 1), mais le paludisme sévit encore dans 91 pays de la zone intertropicale (Figure 2), et
pres de la moitié de la population est exposée. Le nombre de déces dus au paludisme a

travers le monde a été estimé a 445 000 en 2016, et 80 % d’entre eux sont survenus en
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Afrique. Pres des deux tiers de ces déces concernaient des enfants de moins de 5 ans,
population particulierement vulnérable face a cette maladie.

En France en 2016, on estime le nombre de cas d’importation a 4690. Dans 97,5 %
des cas, la contamination s’est produite en Afrique et dans 86,4 % des cas, P. falciparum est
impliqué. Il est a noter que deux cas présumés autochtones ont été déclarés au centre
national de référence (CNR) cette méme année (21).

Par rapport a 2010, une diminution de l'incidence de 18 % est décrite au niveau
mondial. La mortalité du paludisme est aussi en baisse sur la méme période. Ces chiffres
encourageants doivent cependant étre nuancés par le fait que la baisse amorcée depuis
2010 subit un net ralentissement depuis quelques années. La mortalité a en effet quasiment
stagné entre 2015 et 2016. Quant a l'incidence, elle a méme quelque peu augmenté entre

2014 et 2016, passant de 210 000 a 216 000 cas.

M Nigéria

W République démocratique du Congo

M Inde

® Mozambique

W Ghana
Mali

M Burkina Faso

m Niger
Ouganda

W Tanzanie

W Cameroun
Cote d'lvoire

B Guinée

W Rwanda
Malawi

Autres

Figure 1. Pourcentages du nombre total de cas de paludisme par pays (d’apres I'OMS, 2016 (1))
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Figure 2. Pays d’endémie palustre (d’apres ’'OMS, 2016 (1))

1.2.2. Impact socio-économique

Outre les conséquences en termes de morbi-mortalité que représente la maladie, des
conséquences sur le plan socio-économique sont aussi a déplorer. En effet, il existe une
corrélation entre pauvreté et paludisme (22). Si les liens de causalité sont probablement
bidirectionnels, le poids du paludisme ne doit pas étre négligé, car la croissance économique
est nettement moindre dans les pays impaludés, et les pays qui parviennent a éliminer la
maladie connaissent par la suite une croissance plus importante que celle de leurs voisins
encore impactés (23).

Le paludisme entraine des conséquences directes sur la démographie, mais ses
conséquences indirectes sont plus difficiles a quantifier. Par exemple, la mortalité infantile
est liée au taux de fertilité, et en découlent donc les effets néfastes associés notamment sur
les revenus du foyer et I'éducation des filles. D’autre part, I'impact du paludisme sur la
productivité, les performances ou la capacité d’apprentissage ne peut étre nié (24), et laisse
entrevoir les bénéfices qui pourraient étre tirés d’une lutte efficace contre le paludisme a

travers le monde.

16



1.2.3. Stratégie technique mondiale de lutte contre le paludisme

Pour faire face au challenge que représente le combat contre le paludisme, 'OMS a
élaboré un plan de bataille intitulé « Stratégie technique mondiale de lutte contre le
paludisme 2016 — 2030 » (25), qui propose des objectifs ambitieux et un cadre pour les
atteindre, en s’appuyant sur trois piliers (acces a la prévention, au diagnostic et au
traitement, accélération des efforts vers I’élimination et surveillance), et deux éléments de
soutien (innovation et recherche, et favorisation d’un environnement propice). L'ensemble
des objectifs et des éléments d’appui sont repris dans la Figure 3.

La surveillance de I'efficacité des antipaludiques et la gestion de la résistance a ces

molécules font partie intégrante de cette stratégie d’action.

Vision Un monde sans paludisme
Buts ~ Objectifs intermédiaires ~ Cibles

" Réduire les taux de mortalité liée
au paludisme au plan mondial par 240 %
_rapport a 2015
Réduire l'incidence des cas de
paludisme a plan mondial par 240 % 275 % 290 %
rapport a 2015
Eliminer le paludisme des pays ol Au moins Au moins Au moins
il y avait transmission en 2015 10 pays 20 pays 35 pays
Empécher la réapparition du palu- Réapparition Réapparition Réapparition
disme dans tous les pays exempts évitée évitée évitée

275 %

290 %

Prévention,
diagnostic,
traitement

Efforts vers

P e Surveillance
I’'élimination

Innovation et recherche

Environnement propice

Figure 3. Objectifs, piliers et éléments d’appui de la Stratégie technique mondiale de lutte contre le paludisme

2016 — 2030 (adapté de 'OMS)

1.3. Agent causal

1.3.1. Classification phylogénétique

La classification des étres vivants évolue au fil des courants de pensées et des

avancées technologiques. La systématique phylogénétique, qui classe les organismes en
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fonction de leur degré de parenté (26), prévaut aujourd’hui sur la classification linnéenne,
et I'essor de la biologie moléculaire a modifié considérablement la position de nombreuses
especes. Mais les hypothéses coexistent bien souvent (27-30).

La classification présentée ici et résumée sur la Figure 4 est celle proposée par la
société internationale de protozoologistes (30), qui veut que les Eucaryotes, organismes
dotés de cellules nucléées, soient répartis en super-groupes que sont Amoebozoa,
Opisthokonta, Excavata, Archaeplastida et Sar (Figure 5). C'est dans ce dernier que se situe le
goupes des Alveolata (protistes présentant des vésicules sous-membranaires), comprenant
le phylum des Apicomplexa, dont le nom fait référence au complexe apical que possedent
ces parasites obligatoires, et qui est constitué d’'un ensemble d’organites (micronémes,
rhoptries, anneaux polaires...). Ce phylum regroupe, outre Plasmodium, de nombreux genres
impliqués en pathologie humaine et vétérinaire, tels que Toxoplasma, Cryptosporidium ou
Babesia. Au sein de ce phylum, le genre Plasmodium se positionne dans le groupe des
Aconoidasida (hétéroxénes et sans conoide au cours des phases asexuées), et dans le sous-

groupe des Haemosporoidia (ookinétes avec conoide).

Figure 4. Classification phylogénétique de Plasmodium.
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Figure 5. Organisation des eucaryotes (d’apres Adl et al. (30))

1.3.2. Espéces et répartition géographique

Six especes plasmodiales sont retrouvées en pathologie humaine. Elles different non

seulement par leur morphologie, mais aussi par leur répartition géographique et leur

présentation clinique. Les principales caractéristiques de chacune des espéces sont

regroupées dans le Tableau I.

P. falciparum P. vivax P. ovale curtisi et P. malariae P. knowlesi
P. ovale wallikeri

Délai d’incubation 8-12 jours 8—17 jours 10-17 jours 18 — 40 jours 5 jours
moyen
Durée du cycle 48h 48h 48h 72h 24h
érythrocytaire
Répartition Afrique Asie Afrique sub- Afrique Sud-est asiatique
géographique Asie Moyen-Orient saharienne Asie

Amérique du Sud
Moyen-Orient

Amérique du Sud
Est africain et
Madagascar

Plus limitée en Asie

Amérique du Sud
Moyen-Orient
(sporadique)

Rechutes

Non

Qui (hypnozoites)

Qui (hypnozoites)

Recrudescences
possibles a distance
mais absence
d’hypnozoites

Sévérité

Potentiellement
sévére (agent du
neuropaludisme)

Généralement bénin
(rares cas sévéres)

Bénin

Bénin mais risque de
syndrome
néphrotique

Potentiellement
sévére

Tableau I. Principales caractéristiques du paludisme en fonction de I'espéce impliquée.
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Plasmodium falciparum est I'espéce la plus pathogene. Elle est incriminée dans la
quasi-totalité des formes graves, et est associée a la mortalité la plus importante. Elle est
responsable des fievres tierces (périodicité des symptémes d’environ 48h) dites malignes,
apparaissant aprés une période d’incubation de 8 a 12 jours en moyenne, et
majoritairement dans les 2 mois apreés la pigQre infectante (31). A 'examen direct, les frottis
sont qualifiés de « monomorphes », car hormis la présence occasionnelle de gamétocytes,
seuls les trophozoites sont retrouvés. Les schizontes et corps en rosace sont en effet
séquestrés au niveau de la microcirculation. La parasitémie peut étre élevée du fait de la
capacité des mérozoites de cette espece a infecter des globules rouges de tout age (32). Il
s’agit de I'espéce la plus fréquemment en cause dans les cas de paludisme en Afrique (99 %
des cas de paludisme en Afrique sont en effet imputables a cette espece), mais elle est aussi

largement représentée dans toutes les zones impaludées.

Hors continent africain, c’est Plasmodium vivax qui est I'espece prépondérante. En
effet, si elle ne concerne que 0,4% des cas de paludisme sur le continent africain (plus
représentés a I'est de I’Afrique), elle est en revanche répandue en Amérique du sud, au
Moyen-Orient, dans le sud-est asiatique, et dans le Pacifique. La quasi-absence de cette
espéce en Afrique sub-saharienne s’expliquait jusqu’a récemment par la grande part de la
population ne portant pas I'antigéne Duffy a la surface de leurs hématies dans cette région.
Il était en effet admis que cette protéine était indispensable a P. vivax pour entrer dans
I’'hématie. Cette affirmation n’est plus aussi catégorique depuis que la possibilité d’infection
par P. vivax a été mise en évidence dans des populations Duffy-négative (33). Cette espece
est responsable de fievres tierces qualifiées de bénignes, pourtant elles peuvent parfois se
révéler séveres (34—36). La période d’incubation est plus longue que celle de P. falciparum,
de l'ordre de 12 jours a plusieurs mois. Mais ce qui distingue les deux espéces cliniquement,
c’est surtout le risque de rechute suite a une infection par P. vivax du fait de formes
hépatiques quiescentes, les hypnozoites (37). Contrairement a P. falciparum, toutes les
formes du cycle érythrocytaire de P. vivax peuvent étre retrouvées au frottis. La parasitémie
généralement moins élevée est attribuée a la limitation des mérozoites a infecter plutot les

érythrocytes jeunes (32).
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Plasmodium ovale a été identifié en 1922 par Stephens (38), soit bien apres
P. falciparum, P. vivax ou P. malariae. Les raisons de ce délai sont multiples. D’abord,
P. ovale et P. vivax sont difficiles a distinguer sur le plan clinique (tous deux sont
responsables de fieévres tierces « bénignes» récidivantes du fait de la présence
d’hypnozoites), et leur morphologie au frottis est assez similaire (hématies parasitées
volumineuses, granulations de Schiffner). Il se peut donc que ces deux espéces aient été
pendant longtemps confondues.

En 2010, une étude a montré que l'espéce reconnue comme étant P. ovale
correspond en fait a 2 especes distinctes et sympatriquesl: P. ovale -curtisi et
P. ovale wallikeri (39). D’autre part, la distribution géographique de ces especes, longtemps
limitée selon les auteurs a I’Afrique sub-saharienne et a certaines fles du Pacifique (40), est

maintenant reconnue aussi dans différentes régions d’Asie (41-43).

Plasmodium malariae est retrouvé schématiquement dans toutes les régions
concernées par le paludisme, mais de fagon plus sporadique que P. falciparum (44). La
parasitémie est généralement faible, du fait d’'une propension plus importante de cette
espéce a infecter les hématies agées et d’'une durée de cycle érythrocytaire d’environ 72h.
Cette durée de cycle plus élevée fait de P. malariae un agent de fievres quartes, qui sont
généralement relativement bénignes, mais qui peuvent se compliquer d’un syndrome
néphrotique, et qui surviennent en moyenne apres une incubation de 16 a 59 jours (45). De
plus, P. malariae peut persister et causer des recrudescences plusieurs dizaines d’années

apres l'infection (46).

Plasmodium knowlesi, parasite habituel du macaque en Asie du sud-est, est depuis
peu reconnu comme cause de paludisme zoonotique chez 'Homme. Une étude publiée en
2004 révélait en effet que des cas atypiques de paludisme a P. malariae survenus dans une
région de Bornéo s’avéraient étre en fait des infections a P. knowlesi (47). Par la suite, il a
été démontré que cette espéce été impliquée dans des infections humaines dans différentes

régions du sud-est asiatique (47—-49). Indifférenciable de P. malariae sur frottis, I'espéce a un

! Sympatrique, adj. : Se dit d’espéces voisines vivant dans la méme région mais ne s’hybridant pas,
généralement pour des motifs génétiques (Larousse).

21



délai d’incubation d’environ 5 jours et un cycle érythrocytaire trés court de 24h (50). La

parasitémie peut étre élevée.

1.3.3. Cycle parasitaire et vecteur

Quelle que soit I'espece de Plasmodium en cause, la transmission du paludisme se
fait via la piglre d’'un moustique du genre Anopheles (Culicidae), hote définitif du parasite.
Ce genre comprend 465 espéces pour la plupart incapables de transmettre la maladie.
Seules 41 sont considérées comme vecteurs du paludisme (51), et en fonction de I'espece de
Plasmodium et de la zone géographique, les espéces vectrices ne seront pas les mémes
(Figure 6).

Les moustiques femelles ne sont en général fécondées qu’une seule fois, peu aprés
avoir émergé de leur gite larvaire, et stockent le sperme nécessaire a la fécondation de
plusieurs lots d’ceufs. A chacun de ces lots, il faudra un repas sanguin pour que les ceufs
puissent apres environ 48h, arriver a maturité (cycle gonotrophique) et étre pondus a la
surface d’une collection d’eau (Figure 7) (52). C’est au cours d’un de ces repas sanguins que
la femelle anophéle peut prélever des gamétocytes chez un individu contaminé. Ces formes
sexuées du Plasmodium vont ainsi pouvoir accomplir un cycle sporogonique au sein du
moustique. La fécondation a lieu dans I'estomac de I'insecte et produit un zygote mobile,
I'ookinete. Celui-ci se différencie en oocyste dans l'intestin du moustique, puis I'oocyste se
rompt, libérant de nombreux sporozoites qui migrent vers les glandes salivaires, et pourront
étre injectés lors d’un prochain repas sanguin. Ce cycle extrinséeque dure en moyenne 12
jours. C’'est donc la durée nécessaire pour qu’un moustique devienne infectant et capable de
transmettre le paludisme aprés avoir ingéré un repas sanguin issu d’un individu impaludé
(53).

Les sporozoites injectés a I'homme infectent les hépatocytes, et effectuent un cycle
hépatocytaire asymptomatique d’une durée variable en fonction de I'espéce de
Plasmodium. Chez P. vivax et P. ovale, des formes hépatiques quiescentes, les hypnozoites,
persistent et peuvent occasionner des rechutes a distance de I'acces initial. Ce cycle exo-
érythrocytaire aboutit a la production de plusieurs milliers de mérozoites libérés dans le
sang. Commence alors le cycle érythrocytaire : le parasite accompli une multiplication

asexuée et passe de trophozoite a schizonte. Il utilise I'hémoglobine et les nutriments que
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contient son hématie hoéte, et la charge des toxines liées a la dégradation de I’"heme. Cette
hématie finira par se rompre, libérant d’'une part des mérozoites qui iront envahir de
nouveaux globules rouges, et d’autre part toutes les toxines liées au développement des
Plasmodium. C'est la synchronisation de ces ruptures qui donnera lieu aux fiévres tierces
dans le cas de P. falciparum, vivax et ovale (toutes les 48h), quartes avec P. malariae (toutes
les 72h), et quotidiennes avec P. knowlesi.

Apres quelques cycles, certaines formes érythrocytaires s’orientent vers un stade

sexué et deviennent gamétocytes. Le cycle de Plasmodium est résumé sur la Figure 8.
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Figure 6. Distribution géographique des vecteurs du paludisme (d’aprés Sinka et al., 2012 (51)).
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Figure 8. Cycle de Plasmodium (adapté du CDC)

1.3.4. Génome et vue d’ensemble du métabolisme
Les Plasmodium sont haploides une grande partie de leur cycle, et se retrouvent
diploides uniquement chez leur hote définitif, entre la fécondation et la formation des

sporozoites (Figure 8).
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En 2002, le génome nucléaire du clone de laboratoire 3D7 de P. falciparum a pu étre
séquencé par Gardner et al. (54), via une stratégie de shotgun sequencing sur chaque
chromosome. Il comporte 23,3 Mb portées par 14 chromosomes, et est particulierement
riche en adénine et thymine (80 %). Environ 5300 genes codant pour des protéines ont pu
étre dénombrés. En plus de ce génome nucléaire, Plasmodium est aussi doté d’'un génome
mitochondrial de 6 kb et d’'un génome de 35 kb, propre a son apicoplaste (55).

La connaissance de la séquence compléte de P. falciparum pose les bases de la
compréhension de ses diverses voies métaboliques et de I'identification de nouvelles cibles
thérapeutiques potentielles. Gardner et al. ont ainsi pu établir un schéma offrant une vue

d’ensemble du métabolisme de Plasmodium (Figure 9).
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Figure 9. Vue d’ensemble des voies métaboliques de P. falciparum (d’aprés Gardner et al. (54))
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1.4. Clinique et physiopathologie

La triade classique d’un accés palustre comprend fievre, sueurs et frissons, qui
surviennent de facon plus ou moins réguliére, et qui correspondent a la rupture synchrone
des schizontes et a la libération des déchets issus du métabolisme du parasite dont
I’'hémozoine. A cette symptomatologie peuvent s’associer d’autres signes non spécifiques
tels que myalgie, asthénie, céphalées ou troubles digestifs. Les acces récurrents sont
responsables d’anémies potentiellement séveres, et de splénomégalies, quelle que soit
I'espéce en cause.

Les formes graves sont presque exclusivement 'apanage de P. falciparum, qui
entraine I'expression a la surface des érythrocytes qu’il contamine, de molécules d’adhésion
telles que PfEMP1. De ce fait, les hématies parasitées par des formes agées de P. falciparum
(schizontes) sont séquestrées au niveau des capillaires de différents organes et notamment
le cerveau, pouvant entrainer la défaillance de ces organes (56). La traduction clinique peut
consister en des troubles de la conscience, des convulsions, une défaillance respiratoire ou
cardiovasculaire, une acidose, ou encore une insuffisance rénale. Il convient d’identifier au
plus vite ces formes graves, pour mettre en place en urgence les traitements spécifiques et
symptomatiques qui s'imposent alors. L'OMS a établi en 2000 la liste des critéres cliniques et
biologiques de gravité en zone immune, et plusieurs de ces critéres sont retrouvés parmi
ceux établis par la Société de Pathologie Infectieuse de Langue Francaise (SPILF) pour définir
le paludisme grave d’importation (Tableau Il) (57).

En zone d’endémie, les infections récurrentes entrainent I'établissement progressif
d’une immunité partielle, spécifique d’espéce et labile. Elle apporte une protection vis a vis
des formes graves. Cela explique que les sujets les plus a risque de présenter ces formes
graves soient les enfants en bas age, n‘ayant pas encore développé cette immunité, les
voyageurs vivant hors zone d’endémie, et les sujets originaires de zone d’endémie expatriés
en zone non impaludée et retournant dans leur pays d’origine ; ces derniers peuvent en effet
avoir perdu toute immunité (58). Les femmes enceintes restent vulnérables, qu’elles vivent
ou non en zone d’endémie. Les hématies parasitées s’accumulent dans les capillaires
placentaires, pouvant induire des retards de croissance fcetale, des accouchements

prématurés ou des avortements spontanés (59).
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Pronostic . . ) . . Fréquence
Critéres clinignes et/on biologignes

+4+ Défaillance neurologique incluant : +++

obnubilation, confusion, somnolence, prostration
coma avec score de Glasgow = 11

convulsion(s)

+++ Défaillance respiratoire incluant : +

51 VM ou VNI : Pa0:/Fi0: = 300 mmHg

si non ventilé Pa0: < 60 mmHg et/ou Sp0: < 929% en air ambiant
et/ou FR = 30/min

signes radiologiques : images interstitielles et/ou alvéolaires

+++ Défaillance cardio-circulatoire incluant : ++

PAS < 80 mmHg et/ou présence de signes périphériques
d'insuffisance circulatoire
nécessité de drogues vasopressives* et lactate > 2 mmol/1

++ Hémorragie : définition clinique +
+ Ictére : clinique ou bilirubine totale = 50 wmol/1 +++
+ Anémie profonde : hémoglobine < 7 g/dl hématocrite < 20% +
+ Hypoglycémie : glycémie < 2,2 mmol/] +

+++ Acidose : bicarbonates plasmatiques < 15 mmol/], ou acidémie avec pH < ++

7.35 (surveillance rapprochée dés que bicarbonates < 18 mmol/T)

+4+ Hyperlactatémie : = 2 mmol/] (a fortiori si > 5 mmol/T) ++
++ Hyperparasitémie : > 4% (voir texte long) +++
++ Insuffisance rénale : créatininémie = 265 pmeol/] ou urée > 20 mmol/1 +++

VM : ventilation mécanique ; VNI : ventilation non invasive ; FR : fréquence respiratoire ; PAS :
pression artérielle systolique

# Si Plasmodium vivax : mémes critéres sans parasitémie > 4% (car rarement > 2%), anémie ictére
fréquents, quelques cas de SDRA, rareté de I'atteinte neurologique et de l'acidose.

§ Si Plasmodium knowlesi : mémes critéres mais hyperparasitémie dés que > 2%, atteintes hépatique et
rénale fréquentes, atteinte neurclogique trés rare.

*noradrénaline ou adrénaline

Tableau Il. Critéres de gravité du paludisme d’importation (d’aprées la SPILF (57))

1.5. Diagnostic biologique

Etant donné la sévérité potentielle de cette maladie et sa clinique peu spécifique,
I'adage « Toute fievre au retour de zone d’endémie est un paludisme jusqu’a preuve du
contraire » est martelé aux étudiants en santé tout au long de leur cursus. Et pour affirmer le
diagnostic, différentes techniques peuvent étre utilisées, mais un rendu de résultat est
impératif dans les 2 heures.

La classique association frottis / goutte épaisse est encore largement utilisée a travers le
monde. Des techniques plus récentes s’incrémentent aussi désormais dans les logigrammes
de diagnostic. Celui de la SPILF préconisé en France a I’heure actuelle, est présenté sur la

Figure 10.
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Figure 10. Logigramme du diagnostic biologique du paludisme (d’apres la SPILF (57))

1.5.1. Frottis mince

L’étalement en monocouche des cellules sanguines et la coloration de celles-ci au
Giemsa constitue une technique de diagnostic direct qui permet a la fois d’identifier I'espéce
impliquée dans l'infection en cours par ses caractéristiques morphologiques et d’évaluer la
parasitémie en déterminant le pourcentage d’hématies parasitées par des formes asexuées.
D’autre part, elle est simple et peu co(iteuse, mais nécessite une certaine expertise du

microscopiste, et sa sensibilité est de I'ordre de 50 parasites par ul (60).

1.5.2. Goutte épaisse

Cette technique de concentration présente une bonne sensibilité de 4 parasites / pl
et a I'avantage d’étre peu colteuse, mais elle est assez longue a réaliser et difficile a lire
(61). Elle consiste a déposer en cercle concentrique sur une lame, une goutte d’un volume
connu de sang, et a la colorer au Giemsa aprées une étape d’hémolyse.

Une estimation de la parasitémie est possible, mais l'identification de I'espéce est

difficile. Elle est donc généralement utilisée en association au frottis mince.
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1.5.3. Quantitative buffy coat

Il s’agit d’une technique de concentration commerciale utilisant un capillaire
contenant de I'acridine orange, marqueur de I’ADN (Drucker Diagnostics, Port Matilda, USA).
Ce capillaire est partiellement rempli du sang du patient, puis centrifugé, et une lecture au
microscope a fluorescence permet ensuite de distinguer les formes parasitaires au sein de la
couche érythrocytaire ou leuco-plaquettaire. Le seuil de détection est comparable a celui de
la goutte épaisse (de lI'ordre de 1 parasite / pl), et les compétences nécessaires a sa
réalisation et sa lecture sont rapidement acquises, ce qui fait de cette technique une bonne
alternative a la goutte épaisse. Elle nécessite cependant un équipement particulier, et son
colt est supérieur a celui des techniques de microscopie classique. De plus, I'identification

de I'espece est complexe, et la quantification n’est pas réalisable.

1.5.4. Test de diagnostic rapide

De nombreux tests de diagnostic rapide (TDR) ont été mis sur le marché a partir des
années 90 ('OMS en a évalué 247 entre 2008 et 2015 (62)). lls détectent les antigénes
circulants de Plasmodium par immunochromatographie. Ces antigénes sont généralement la
lactate déshydrogénase (LDH), l'aldolase ou [|'Histidine-rich protein 2 (HRP2) qui est
spécifique de P. falciparum. Ce sont des techniques commerciales dont la réalisation est trés
simple (dépot d’'une goutte de sang et d’un tampon sur le dispositif), et qui donnent un
résultat rapide, sans nécessiter d’eau ou d’électricité, ce qui permet une utilisation sur le
terrain. Ces tests ont permis d’améliorer I'acceés au diagnostic. Leurs performances sont
variables en fonction des tests, des antigenes utilisés et des espéces recherchées. Les
espéces autres que P. falciparum peuvent étre moins bien détectées, et les parasitémies
extrémes peuvent donner lieu a de mauvaises interprétations. Il est a noter que ces tests
peuvent aussi étre pris a défaut lors d’infection par des souches de P. falciparum portant
une délétion du géne pfhrp2. Cette mutation, sélectionnée par |'utilisation exclusive des TDR
dans certaines zones d’endémie (63), est en effet retrouvée a présent dans différentes

régions (64—66).
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1.5.5. Biologie moléculaire

Les techniques de biologie moléculaire ont longtemps été réservées a quelques
centres spécialisés du fait de leur lourdeur, de leur colt, du temps technique qu’elles
demandent et de I'impossibilité de les réaliser en urgence. Elles se démocratisent désormais
grace aux avancées technologiques dans ce domaine, qui les rendent accessibles, simples
d’utilisation et surtout rapides. Pour exemple, le test lllumigene® Malaria (Meridian
Bioscience Inc., USA) a obtenu en 2016 le marquage CE et permet en 40 min, d’obtenir un
résultat qualitatif quant a la présence d’ADN de Plasmodium spp., et ce avec un seuil de
détection de 0,125 a 2 parasites / pl. Il utilise la technique d’amplification isotherme de
I’ADN facilité par boucle (Loop-mediated isothermal amplification, LAMP), et la présence de
I’ADN cible est détectée par modification d’absorbance du milieu. En cas de positivité, ce
test doit étre complété par une technique microscopique classique pour identifier I'espece

en cause et déterminer la parasitémie.

1.5.6. Sérologie

Suite a une infection, les anticorps dirigés contre Plasmodium sont généralement
produits dans les 10 a 20 jours apres le début de 'accés (60), et ils persistent environ 6 mois
(67). La sérologie n’est de fait, pas adaptée au diagnostic d’urgence, mais peut permettre le
dépistage dans le cadre de dons de sang ou d’organe, en prévention de la transmission
transfusionnelle du paludisme. Elle est aussi utilisée a visée épidémiologique, ou pour le
diagnostic des formes chroniques de l'infection en zone d’endémie. Les techniques utilisées

sont I'enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) ou 'immunofluorescence.

2. Thérapeutique et prévention

Si pendant longtemps la chimiothérapie antipaludique a reposé sur |'écorce de
quinquina et la quinine qu’elle contient, I'arsenal thérapeutique s’est peu a peu étoffé. Aux

quinoléines, dérivés synthétiques de la quinine, sont venues s’ajouter d’autres familles de
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molécules au mode d’action différent. La combinaison de différents antipaludiques est la
méthode aujourd’hui utilisée pour contrer le phénomene de résistance, et les quinoléines

restent ainsi au coeur du traitement antipaludique.

2.1. Principaux antipaludiques et mécanismes d’action

2.1.1. Schizonticides érythrocytaires

2.1.1.1. Dérivés quinoléiques

Les dérivés quinoléiques comprennent la quinine, traitement historique du
paludisme, et ses dérivés, plus ou moins récents. Bien que leur mécanisme d’action ne soit
pas entierement élucidé, il semblerait qu’ils s’Taccumulent au sein de la vacuole digestive des
Plasmodium, et en modifient le pH le rendant moins acide. Cette modification s"accompagne
d’une incapacité du parasite a détoxifier 'heme libéré lors de la métabolisation de
I’'hémoglobine (68). En effet, le parasite utilise I'hnémoglobine pour se procurer les acides
aminés nécessaires a sa survie, et I’'hneme ou ferriprotoporphyrine IX (Fe(ll)PPIX) alors libéré
s’oxyde et devient un composé toxique pour le parasite, la Fe(lll)PPIX. Pour détoxifier ce
produit de dégradation, les plasmodies le transforment en hémozoine, le pigment malarique
(Figure 11) (69).

On distingue parmi les dérivés quinoléiques utilisés en traitement des acces palustre,
les amino-4-quinoléines (chloroquine, pyronaridine, amodiaquine, pipéraquine) et les aryl-
amino-alcools (quinine, quinidine, mefloquine, halofantrine et luméfantrine), qui différent
par leur solubilité et leur basicité. La primaquine, une amino-8-quinoléine, occupe quant a
elle une place a part parmi ces molécules, du fait de son mécanisme d’action sur la chaine
respiratoire mitochondriale, et de son activité sur les hypnozoites (70). Elle est de fait
utilisée en cure radicale pendant 14 jours pour prévenir les reviviscences apres le traitement

des acces palustres a P. ovale ou P. vivax (57).
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Figure 11. Dégradation De I’'hémoglobine opérée par Plasmodium spp (adapté de Misbahi (71))

2.1.1.2. Dérivés de I’artémisinine

En 1967, en plein contexte de révolution culturelle en Chine, Mao Tsé-Toung lance le
programme de recherche secret nommé 523, qui vise a identifier de nouvelles molécules
antipaludiques. C’est au cours de ce programme que l'intérét du Qinghao (Artemisia annua)
dans le traitement de la fievre est redécouvert, et que I'artémisinine, molécule active et
bientot chef de file d’'une nouvelle famille d’antipaludique, est extraite de cette plante. Cette
découverte a conduit I'une de ses auteurs, Youyou Tu, au prix Nobel de Physiologie et de
Médecine en 2015 (72).

Parmi les dérivés de l'artémisinine, on retrouve l'artésunate, I'artémether, et la
dihydroartémisinine (DHA) aussi nommée arténimol. Leur mode d’action n’est pas
complétement élucidé, mais il tient au pont endoperoxyde de ces composés, et a la
formation de radicaux libres au sein du parasite (73). Ces molécules sont efficaces et
agissent rapidement, mais sont aussi caractérisées par une demi-vie courte, qui explique leur
association fréquente a des molécules dont la demi-vie est plus prolongée (amodiaquine,
méfloquine, luméfantrine, sulfadoxine-pyriméthamine ou pipéraquine). Ces ACT
administrées per os sont désormais au cceur du traitement du paludisme. Elles sont pronées
par I'OMS dans le traitement des acces simples, ou en relais de I'artésunate IV dans les acces

graves a P. falciparum (74).
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2.1.2. Inhibiteurs des acides nucléiques
2.1.2.1. Antifolates

Ces molécules agissent sur les voies de synthése des folates, cofacteur de la synthése
des bases de I’ADN, en inhibant la dihydropteroate synthase (DHPS) pour les antifolates de
type 1 (sulfadoxine) ou la dihydrofolate réductase (DHFR) pour les antifolates de type 2
(proguanil, pyriméthamine) (Figure 12). Du fait de I'’émergence rapide de résistances, les
antifolates sont toujours utilisés en association fixe : la sulfadoxine est utilisée avec la

pyriméthamine, et le proguanil avec I'atovaquone.

Acide para-aminobenzoique (PABA) + Dihydroptéridine

| e~

Acide dihydroptéroique

U
v

Acide dihydrofolique
l
Acide tétrahydrofolique

Figure 12. Voie de synthéese de I'acide folique et mécanisme d’action des antifolates.

2.1.2.2. Naphtoquinones

L'atovaquone est la seule naphtoquinone utilisée contre le paludisme. Elle agit sur le
cytochrome bcl, enzyme clé de la chaine mitochondriale de transfert d’électrons, et n’est
utilisée qu’en association avec le proguanil. Cette association limite I'’émergence de
résistances, et se révele étre synergique, le proguanil interférant avec le potentiel de
membrane mitochondrial (69). L’atovaquone-proguanil est utilisée a la fois a visée

prophylactique et curative.
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2.1.3. Antibiotiques

Les plasmodies, comme tous les apicomplexes, possedent un apicoplaste. Cet
organite correspond a un chloroplaste résiduel et est indispensable a la survie du parasite
pour des raisons encore inconnues. Il posséde des voies de réplication et de synthése
similaires a celles des bactéries (75). Ces éléments font de I'apicoplaste une cible privilégiée,
sur laquelle des molécules déja identifiées pour leur activité antibactérienne, peuvent agir.

Parmi ces molécules se trouvent les tétracyclines. Cette famille d’antibiotiques agit
en inhibant la synthése protéique bactérienne par liaison a la sous-unité 30S des ribosomes.
De la méme maniere, les tétracyclines inhibent la synthése protéique de I'apicoplaste
plasmodial (76), et entrainent un effet toxique immédiat et retardé sur le parasite. S'il s’agit
bien d’une propriété commune a cette famille de molécules, seule la doxycycline est utilisée

dans cette indication, en chimioprophylaxie du paludisme(77).

2.2. Llapipéraquine, antipaludique remis au goat du jour

Connue et synthétisée depuis les années 60, la pipéraquine a été largement utilisée
pendant une vingtaine d’années en Chine, en tant que prophylaxie ou traitement curatif
contre les souches résistantes a la chloroquine (78). Son usage a par la suite décliné du fait
de 'émergence de résistance vis-a-vis de cette molécule alors utilisée en monothérapie. Elle
a ensuite connu un regain d’intérét avec le développement des combinaisons fixes
d’antipaludiques, et est utilisée ainsi depuis les années 90 en Asie.

Avec la popularisation de l'usage des ACT par I'OMS, l'utilisation de la pipéraquine
comme molécule associée s’est généralisée, et une spécialité associant 320 mg de
pipéraquine et 40 mg de DHA est commercialisée en France depuis 2012 sous |'appellation
commerciale Eurartesim®. Cet ACT est indiqué dans le traitement du paludisme non
compliqué causé par P. falciparum chez les adultes et enfants a partir de 6 mois et pesant au
minimum 5 kg. Les derniéres recommandations de la SPILF préconisent I'usage des ACT, et
donc de I'Eurartesim® ou du Riamet® (artémether + luméfantrine), seuls ACT disponibles en
France, en premiére ligne dans le traitement des acces simple a P. falciparum, ainsi qu’en
relais de I'artésunate IV des amélioration dans les formes graves. Ils sont aussi en premiere
lighe au méme titre que la chloroquine lors des acces a P. vivax, P. ovale, P. malariae ou

34



P. knowlesi. La posologie simplifiée (3 comprimés par jour en prise unique pendant 3 jours)
de I'Eurartesim® en fait une spécialité de choix, malgré des modalités d’administration assez
contraignantes (prise a jeun et nécessité de le rester ensuite pendant 3h). D’autre part, en
raison de son effet sur la repolarisation cardiaque, il convient de pratiquer une surveillance

électrocardiographique des patients traités par Eurartesim®.

La pipéraquine est une bisquinoline et contient le méme noyau que les amino-4-
quinoléines (Figure 13). Elle agirait donc par le méme mécanisme non complétement élucidé,
sur la voie de digestion de I’hémoglobine. Son volume de distribution est d’environ 600 L /
kg, sa métabolisation est hépatique via les cytochromes, et sa demi-vie est de I'ordre d’une

vingtaine de jours (79).

Cl Cl

Figure 13. Structure chimique de la pipéraquine (d’aprés Davis et al. (78))

3. Résistance aux antipaludiques

La résistance aux antipaludiques est définie par 'OMS comme I'aptitude d'une souche
parasitaire a survivre ou a se multiplier malgré |'administration et |'absorption d'un
médicament donné a des doses égales ou supérieures a celles habituellement
recommandées, mais dans les limites de tolérance du sujet. La forme active du médicament
doit pouvoir accéder au parasite ou a I'érythrocyte infecté pendant la durée nécessaire a son
action normale (80).

Bien que la résistance de P. vivax a la chloroquine soit désormais reconnue dans
diverses régions du globe et ne puisse étre ignorée, c’est aujourd’hui la résistance de
P. falciparum qui inquiéte le plus les acteurs de santé publique. Cette espéce a en effet
développé des résistances a tous les antipaludiques successivement utilisés contre elle. Ce
phénoméne a déja pu par le passé mettre a mal les programmes de lutte contre le
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paludisme, et c’est un des points clés a maitriser pour espérer pouvoir contrbler cette

maladie.

3.1. Méthodes d’évaluation de la sensibilité aux antipaludiques

Pour contenir les phénomeéenes de résistance aux antipaludiques, il est nécessaire
avant tout de pouvoir identifier rapidement leur émergence, et de pouvoir suivre leur
propagation. Pour cela, I'efficacité des antipaludiques sur le marché est régulierement
évaluée. Dés la mise sur le marché d’un antipaludique, un systéme de détection précoce de
résistance est mis en place, et passe par des études d’efficacité thérapeutique in vivo dans

les régions impaludées, ou par des tests in vitro, par culture ou biologie moléculaire.

3.1.1. Evaluations in vivo : Etudes d’efficacité thérapeutique

Les études d’efficacité thérapeutique in vivo consistent a suivre les patients
impaludés apreés traitement par I'antipaludéen de référence qui est évalué. C’'est la méthode
de référence de la surveillance d’efficacité des antipaludiques. Ces études sont réalisées
périodiqguement dans différents sites sentinelles, et permettent de déterminer et de suivre
I’évolution de [l'efficacité clinique d’une molécule dans une population donnée. Leur
conception est entierement standardisée dans un protocole rédigé par I'OMS, détaillant les
criteres d’inclusion et d’exclusion, la taille des échantillons ou encore la durée nécessaire de
suivi (81). La réponse au traitement administré est évaluée en fonction de la clinique et de la
parasitémie a différents moments au cours du suivi, et elle est catégorisée en échec
thérapeutique précoce, échec clinique tardif, échec parasitologique tardif ou réponse
clinique et parasitologique adéquate. Cette standardisation permet une meilleure
comparabilité des différentes études, mais des facteurs pharmacocinétiques, nutritionnels

ou immunitaires peuvent en biaiser les résultats et doivent étre considérés (82).
3.1.2. Evaluations in vitro
L’évaluation de sensibilité aux antipaludiques ex vivo (directement a partir de l'isolat

du patient) ou in vitro (aprés adaptation de l'isolat clinique en culture) consiste a tester en
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laboratoire les isolats cliniques quant a leur niveau de sensibilité aux antipaludiques (83).
Cette méthode est complémentaire de I'évaluation in vivo, et permet de déterminer la
sensibilité intrinseque des isolats cliniques, en s’affranchissant des facteurs liés a I'h6te et
des éventuels biais d’ordre pharmacocinétique (84). De plus, il est possible par cette
méthode de tester différents antipaludiques a la fois sur un méme isolat, et ainsi d’évaluer
les résistances croisées ou la multi-résistance.

Les protocoles d’évaluation de sensibilité in vitro ne sont pas standardisés, mais ils
s’appuient sur la culture continue de P. falciparum, développée par Trager et Jensen en 1976
(85) : P. falciparum peut accomplir son cycle érythrocytaire in vitro, en présence d’hématies
et de sérum humains, d’un milieu de culture adapté, et en atmosphére controlée a 37 °C et
pauvre en oxygene. La sensibilité d’isolats de P. falciparum peut ainsi étre testée par culture
de 24 a 72h en présence de concentrations croissantes de I’antipaludique choisi. La
croissance parasitaire est estimée a l'issue de la culture, et les courbes représentant la
croissance parasitaire en fonction de la concentration en antipaludique peuvent étre
établies, et permettent de déterminer la concentration inhibitrice 50 % (Clsg), concentration
a laquelle la croissance est inhibée de 50 % (Figure 14).

Différentes méthodes de détection peuvent étre utilisées pour estimer la croissance
parasitaire, parmi lesquelles :

- La microscopie : la méthode de détection la plus simple consiste a déterminer par

microscopie la parasitémie sur frottis sanguins aprés coloration. Cette méthode
demande peu d’équipement et est peu coliteuse, mais elle est laborieuse et manque
de précision.

- La_méthode isotopique : il est possible d’ajouter de I’hypoxanthine tritiée dans les

milieux de culture, et de détecter a I'issue de la culture, la radioactivité émanant des
parasites vivants, puisqu’ils incorporent cette hypoxanthine radioactive a leur ADN
(86). Cette méthode demande moins de temps que la microscopie, mais nécessite un
équipement spécialisé adapté a I'utilisation d’isotopes radiomarqués.

- Le dosage immuno-enzymatique de protéines spécifiques de P. falciparum : aprés

culture, la concentration en protéine pLDH ou pHRP2 peut étre mesurée par double-
site enzyme-linked LDH immunodetection (DELI) et ELISA respectivement. Ces
concentrations sont corrélées a la croissance parasitaire, ce qui permet leur

utilisation pour les tests de sensibilités (87,88). Ces techniques présentent |'avantage
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d’étre automatisables et relativement simples a mettre en place, et nécessitent
moins d’équipement que les techniques isotopiques, mais elles peuvent rester
coliteuses du fait des prix des trousses commerciales ou des anticorps spécifiques.

- La fluorescence : le SYBR Green, marqueur fluorescent capable de se fixer a ’ADN,

peut étre utilisé pour détecter et quantifier les parasites. En effet, les hématies ne

disposent généralement pas d’ADN, contrairement aux parasites. La fluorescence

obtenue est donc corrélée a la parasitémie. Smilkstein et al. décrivent ainsi par
exemple en 2004, une technique simple et peu colteuse sur la base de ce principe

(89).

Ces tests de chimiosensibilité sont réservés a quelques laboratoires spécialisés du fait de
I’équipement et de I'expérience qu’ils demandent de la part des opérateurs. De plus, ils sont
longs, onéreux, et nécessitent des parasites vivants, et donc une transmission rapide au
laboratoire capable de les traiter (82).

Ces tests sont représentatifs de I'efficacité des antipaludiques in vivo pour la plupart
des molécules. Pour I'artémisinine et ses dérivés en revanche, aucune corrélation n’a pu étre
trouvée entre clairance parasitaire in vivo et profil de sensibilité déterminé in vitro par les
tests précédemment cités : les isolats provenant de patients en échec thérapeutique par
dérivé de I'artémisinine ne présentent pas d’augmentation de leur Clsg (90,91). En 2012,
Witkowski et al. ont donc développé un test de survie des trophozoites jeunes (Ring-stage
survival assay, RSA) au cours duquel les trophozoites issus de cultures synchronisées (in
vitro) ou directement de patients (ex vivo), sont exposés a 700 nM de DHA pendant 6h. Le
taux de survie est ensuite évalué par microscopie (91). Ce test phénotypique s’avere étre

corrélé a la clairance parasitaire déterminée in vivo (92).
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Figure 14 : Principe de I’évaluation in vitro de la sensibilité aux antipaludiques.

3.1.3. Les marqueurs moléculaires et leurs méthodes d’identification

Le phénomene de résistance a un antipaludique est lié a une ou des modifications
intervenues sur le génome de Plasmodium. Lorsque ces modifications sont identifiées, elles
constituent des marqueurs moléculaires de résistance, et leur recherche sur les souches
cliniques permet de connaitre la sensibilité de ces souches vis a vis de I'antipaludique.
Différentes méthodes de biologie moléculaire peuvent étre utilisées pour les rechercher, par
exemple la PCR suivie d’un séquencage, la PCR en temps réel ou le polymorphisme de
longueur des fragments de restriction (Restriction fragment length polymorphism, RFLP)
(83). Ces techniques sont adaptées a I'étude simultanée de plusieurs isolats, et sont moins
laborieuses et moins colteuses que I'évaluation de résistance in vivo ou in vitro par culture.

L’essor de la biologie moléculaire fait de ces marqueurs des moyens simples et peu colteux
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de suivre I'’émergence et la propagation de résistance. lls constituent aussi des pistes pour
comprendre les mécanismes d’actions des antipaludiques, et pour contrer la résistance.

Au préalable, il est nécessaire de faire le lien entre un phénotype de résistance a un
ou plusieurs antipaludiques, et une mutation. Plusieurs procédés peuvent étre utilisés pour

établir ces liens.

3.1.3.1. Cartographie des liaisons

La stratégie de cartographie des liaisons peut étre utilisée pour l'identification de
marqueurs moléculaires de résistance. Elle consiste a croiser un clone A résistant vis-a-vis
d’un antipaludique, avec un clone B sensible, et de soumettre les descendants haploides
issus de ce croisement a une pression par I'antipaludique auquel A est résistant. Seuls les
descendants résistants ayant hérité de la mutation portée par A sont ainsi sélectionnés. lls
sont ensuite étudiés par biologie moléculaire : différents marqueurs génétiques répartis sur
tout le génome sont évalués pour identifier le clone parental dont ils proviennent. L’origine
de ces marqueurs est normalement répartie de fagcon égale entre clone A et B sur I'ensemble
du génome. Au niveau des loci impliqués dans la résistance a I'antipaludique par contre, les
descendant sélectionnés ne seront porteurs que des alléles du parent A, puisqu’ils sont,

comme lui, résistants a I'antipaludique (93,94) (Figure 15).
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Figure 15 : Principe de la cartographie de liaison (d’aprés Culleton et al. (93)).

3.1.3.2. Etude d'association génétique: génes candidats et études

d’association pangénomique

Certains genes peuvent étre considérés d’emblée comme génes candidats, du fait de
leur implication dans des voies métaboliques identifiées en rapport avec le mode d’action de
I'antipaludique, ou d’un lien déja établi avec la résistance d’autres molécules. Des études
d’association génotype-phénotype peuvent dans ce cas étre menées pour affirmer ou
infirmer I'association de mutations sur ces génes candidats avec la résistance a un
antipaludique en particulier. Concrétement, il s’agit de rechercher la présence de ces
mutations sur des isolats cliniques, et d’établir une corrélation entre leur présence et la

résistance in vitro ou in vivo a un antipaludique.
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L'étude d’association pangénomique (Genome-wide association studies, GWAS)
quant a elle, consiste a analyser I'association statistique entre des marqueurs génétiques
répartis sur tout le génome, et des traits phénotypiques parasitaires (95). Il s’agit de
comparer la fréquence de variants génétiques entre parasites issus d’échantillons cliniques
dont la réponse au traitement est variable. La fréquence plus importante d’un marqueur
dans la population résistante n’‘implique pas forcément que ce marqueur est responsable de
la résistance, mais peut indiquer gqu’il est en déséquilibre de liaison avec la mutation en
cause, c’est-a-dire que leurs distributions sont liées (96). Cette approche permet d’étudier

tout le génome, sans poser d’hypotheses préalables quant a d’éventuels genes candidats.

3.1.3.3. Culture sous pression

Cette méthode consiste a sélectionner in vitro des clones résistants a un
antipaludique, en appliquant sur un clone initialement sensible, une pression par cet
antipaludique. Différentes approches sont possibles, de I'augmentation croissante de
concentration en antipaludique administré en continue, a I'application unique d’une
concentration importante. L'objectif est le méme : obtenir des parasites résistants, et
comparer leur séquence génomique a celle du clone initial (97). Plusieurs mutations peuvent
étre retrouvées, et toutes ne sont pas forcément liées a la résistance. L'obtention de
plusieurs clones résistants peut permettre d’identifier les mutations présentant le plus
d’intérét. En effet, si plusieurs clones présentent des mutations au niveau d’'un méme géene,
celui-ci pourra étre considéré comme géne candidat. Cette stratégie permet a la fois de
disposer de clones résistants et stables en culture, et de détecter des marqueurs et

mécanismes de résistance parfois avant méme leur apparition sur le terrain.

3.2. Etat des lieux de la résistance aux antipaludiques

3.2.1. Les legons de I'Histoire et la situation actuelle

Les antipaludiques de synthése ont commencé a faire leur apparition apres la
seconde guerre mondiale. Parmi eux, la chloroquine s’est avéré étre abordable, efficace et
sire a dose thérapeutique. En 1955, armée de ce traitement et du
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dichlorodiphényltrichloroéthane (DDT), un nouvel insecticide actif sur le vecteur,
I'assemblée mondiale de la santé lance une ambitieuse campagne d’éradication du
paludisme. Elle aboutira a I’élimination de la maladie en Europe, en Amérique du Nord, et
dans différentes régions d’Amérique latine et d’Asie. Mais malgré ces succes, ce programme
a da prendre fin avant d’atteindre ces objectifs en 1969, a cause notamment de I"apparition
de résistances a la fois des anopheles au DDT et des parasites a la chloroquine (98).

En effet, en 1957, les premiers cas de résistance de P. falciparum a la chloroquine
sont rapportés en Asie du Sud-est. Peu apreés, en 1959, cette résistance est décrite aussi en
Amérique du sud (99). De I'Asie, elle s’est répandue aux zones de forte endémie palustre et
notamment a I’Afrique ou les premiers cas ont été décrits dés les années 70 (100) (Figure 16).
Cela a eu un impact considérable sur la santé publique sur ce continent, ou une
recrudescence de la mortalité a alors été observée (101).

Pour contrer la résistance a la chloroquine, différents antipaludiques ont par la suite
été déployés. Chacun d’eux ou presque a malheureusement connu le méme destin. Aprés
une période d’utilisation plus ou moins courte, des souches de P. falciparum de sensibilité
diminuée a I'une ou 'autre de ces molécules ont en effet commencé a apparaitre (Figure 17).
Les autorités de santé ont tenté de répondre a cette menace en promouvant les associations
fixes d’antipaludiques notamment a base d’artémisinine, car ces dérivés entrainent une
clairance parasitaire importante et rapide. Les ACT, en associant un dérivé de I'artémisinine
trés efficace mais d’'une demi-vie d’a peine quelques heures, et un autre antipaludique
éliminé plus lentement, permettent d’augmenter I'efficacité du traitement tout en en
réduisant la durée et en limitant I'émergence de résistances (99). L'OMS fait de ces
combinaisons en 2001, une alternative de choix aux monothérapies antipaludiques dans le
traitement des acces simples a P. falciparum dans les zones ou des résistances a ces
monothérapies sont décrites (74). Devant l'efficacité de cette recommandation sur la
mortalité, elle sera généralisée au monde entier en 2006 (102).

Les ACT sont ainsi devenus la clé de vo(te du traitement antipaludique. L'émergence
de résistance a ces combinaisons constitue donc une menace sérieuse pour le contréle de la
maladie. Or, dés 2008, les premiers cas de clairances parasitaires retardées sous dérivés de
I'artémisinine sont décrits d’abord au Cambodge (90,103), puis dans différentes régions du
sud-est asiatique (104-106). Depuis, il a aussi été fait état de diminutions d’efficacités de

I'association artésunate — méfloquine (107,108). Plus récemment, la combinaison DHA —
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PPQ a été a son tour mise en défaut peu de temps apres son introduction sur le marché :
une étude réalisée entre 2008 et 2010 montre en effet une augmentation des échecs
thérapeutiques dans certaines provinces cambodgiennes (3). Cela a été confirmé par
d’autres études, qui ont aussi montré que ces échecs sont dus a une résistance a la fois a la
DHA et a la PPQ_(4,109,110).

En I'absence d’alternative thérapeutique adaptée, la diffusion de la résistance aux
ACT pourrait avoir des conséquences dramatiques, comme a pu le montrer I'histoire de la
résistance a la chloroquine. Il est donc essentiel de maitriser ces phénomenes de résistance,

et pour cela, d’en connaitre les déterminants.

0 35 70

Endémicité du paludisme

Figure 16 : Apparition et propagation de la résistance a la chloroquine (d’aprés Ecker et al, 2012 (111)).
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Figure 17 : Introduction des antipaludiques et apparition des résistances (82,112—-115).

3.2.2. Modalités d’apparition

La chloroquine en 1957, la sulfadoxine — pyriméthamine dans les années 70, la
méfloquine au début des années 80, les premieres résistances a ces molécules sont toutes
apparues dans le sud-est asiatique, puis se sont propagées a d’autres régions impaludées.
Aujourd’hui a nouveau, c’est dans cette région du monde qu’apparait la résistance aux ACT.
Si la frontiére entre la Thailande et le Cambodge est I'épicentre de toutes les résistances,
c’est parce qu’elle réunit toutes les conditions pour que ces résistances puissent s’établir, et
ensuite se propager.

Le génome de Plasmodium subit continuellement des mutations au cours de ses
phases de réplication de I’ADN. Au hasard de ces modifications, des mutations conférant une
résistance a un antipaludique peuvent survenir, et conférer un avantage a la souche qui la
porte lorsque celle-ci est soumise a une pression médicamenteuse. La pression
antipaludigue n’induit donc pas I'apparition de mutations, mais provoque la sélection des
clones portant des mutations de résistance (95,116).

L'Asie du sud-est est une région de faible transmission du paludisme. De ce fait,
I'immunité y est moins importante, ce qui permet des parasitémies plus élevées, et donc
plus de possibilité de voir se développer une mutation conférant une résistance, et plus de
chance pour ce mutant de survivre sans étre éliminé par le systéme immunitaire de I’'héte.
Les mutations entrainant des résistances peuvent entrainer un colt d’adaptation et étre
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déléteres pour les parasites qui les portent. En zone de forte endémicité, les individus sont
généralement atteints par plusieurs souches génétiquement différentes en méme temps, et
une compétition s’opere entre les différentes souches. En zone de faible endémicité, cette
diversité est beaucoup moins importante, et la compétition pour la survie a l'intérieur de
I’h6te est donc moins grande. Cela laisse toutes ses chances au clone muté de s’établir. Il
aura ensuite tout le temps de réduire son colt d’adaptation par des mutations
compensatrices. D’autre part, I'immunité réduite fait qu’une infection a plus de risque d’étre
symptomatique et donc traitée dans les régions de faible endémicité, laissant ainsi la
possibilité a une sélection de s’opérer (117). Ajoutons a cela les défauts d’observance, les
antipaludiques contrefaits ne permettant pas d’obtenir des taux thérapeutiques, et des
mouvements de population favorisant la propagation, et se trouvent alors réunies toutes les

conditions pour faire du sud-est asiatique le berceau de toutes les résistances.

3.2.3. Marqueurs de résistance identifiés

Des marqueurs moléculaires ont pu étre identifiés pour différents antipaludiques. Ce
sont généralement des mutations ou des variations du nombre de copies d’un géne. Pour
certains de ces marqueurs, I'association avec la résistance a un antipaludique n’en est
encore qu’au stade d’hypothese. Pour d’autres, cette association est déja validée et utilisée
pour suivre la distribution de la résistance, et parfois, ils ont méme permis de comprendre le
mécanisme de résistance. Certains de ces marqueurs sont décrits ci-dessous, ainsi que dans
le Tableau IlI:

- P. falciparum chloroquine resistance transporter (pfcrt) : Ce géne porté par le

chromosome 7 code pour une protéine de transport de la membrane de la vacuole digestive.
Son roOle central dans la résistance a la chloroquine a initialement été identifié par
cartographie de liaison (118), puis la mutation p.Lys76Thr, souvent associée a un ensemble
de mutations sur ce méme géne, a clairement été corrélée a la résistance a la chloroquine
dans différentes études sur des isolats cliniques notamment (119,120). Le mécanisme de
cette résistance passe par une augmentation de I'export de la chloroquine hors de la vacuole
digestive ou elle est sensée agir (121).

- P. falciparum multidrug resistance protein 1 (Pfmdrl): Pfmdrl (chromosome 5)

code une protéine appartenant a la famille des transporteurs ABC (ATP-binding cassette). Ce
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transporteur est impliqué dans la résistance a différents antipaludiques. Une augmentation
du nombre de copies de ce géne conduisant a une surexpression du transporteur est
associée en Asie a la résistance a la méfloquine, la luméfantrine ou la quinine (122-124). La
mutation p.Asn86Tyr est quant a elle associée a la résistance a I'amodiaquine (125).

- P. falciparum multidrug resistance-associated protein 1 (Pfmrp1) : Le géne Pfmrpl

code lui aussi pour un transporteur ABC. Les mutations sur ce géne ont été associées a la
multirésistance aux antipaludiques. Sont concernées la chloroquine, la quinine ou encore la
sulfadoxine-pyriméthamine (126,127).

- P. falciparum dihydrofolate reductase-thymidylate synthase (Pfdhfr) : Cible des

antifolates de type 2, la protéine DHFR peut étre mutée, entrainant la résistance a ces
antifolates. Les mutations p.Ser108Asn, p.Asn51lle et p.Cys59Arg sont notamment mises en
cause (128).

- P. falciparum hydroxymethyl—dihydropterin pyrophosphokinase—dihydropteroate

synthase (Pfdhps) : Différentes mutations de leur cible sont aussi en cause dans la résistance

aux antifolates de type 1 (129).

- P. falciparum cytochrome b (Pfcytb ) : Cible de I'atovaquone, le cytochrome bcl est

une enzyme mitochondriale impliquée dans la chaine respiratoire de cet organite. Les
mutations au niveau du codon 268 ont été associées a la résistance a I'atovaquone par
culture sous pression (130), et sur des isolats cliniques (131).

- P. falciparum sodium—hydrogen exchanger (Pfnhe) : pfnhe code pour un échangeur

Na‘’/H" de la membrane plasmique. Des répétitions de motifs (DNNND ou NHNDNHNNDDD)
ont été associées a la résistance a la quinine par cartographie de liaison ou retrouvées sur
des isolats cliniques résistants in vitro a la quinine (132,133).

- P. falciparum kelch (pfk13) : La mise en évidence du lien entre mutation au sein du

domaine en hélice de la protéine Kelch 13 et résistance au dérivés de I'artémisinine est
I’exemple type de mise en évidence de marqueurs moléculaires. Peu apres la description de
I’émergence de résistance aux dérivés de I'artémisinine en Asie du sud-est, des GWAS ont
été menées et ont identifié une région située sur le chromosome 13 comme étant impliquée
dans la résistance (134,135). Une culture sous pression menée pendant 5 années
consécutive par I'Institut Pasteur a permis de faire émerger un clone résistant a
I'artémisinine. La comparaison du génome de celui-ci avec celui d’'un contréle cultivé sans

artémisinine et du clone de laboratoire 3D7 (sensible a I'artémisinine) a mis en évidence des
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mutations du domaine en hélice de la protéine K13 (située justement sur le chromosome
13). La présence de mutations de ce gene a ensuite été retrouvée sur des isolats cliniques
provenant des provinces concernées par la résistance, et des mutations, et notamment la
p.C580Y, ont pu étre associées a une moins bonne clairance parasitaire sous dérivé de
I'artémisinine (136). Les expériences d’édition du génome ont ensuite permis de valider
I'implication de mutations de K13 dans la résistance a I'artémisinine : Staimer et al. ont
utilisé les nucléases a doigt de zinc pour modifier artificiellement la séquence de K13
d’isolats cliniques et ont observé une diminution des taux de survie lorsque les mutations
impliquées étaient 6tées du génome de souches résistantes, et une augmentation des taux
de survie de souches sauvages lorsque des mutations étaient ajoutées artificiellement a la
séquence de K13 (137). Ghorbal et al. ont eux utilisé I'outil CRISPR-Cas9 pour introduire la
mutation p.C580Y de K13 a partir de souches sauvages et ont observé une augmentation de
la survie de ces souches (138). Ce marqueur moléculaire n’est pour I’heure pas retrouvé en
Afrique, ou les rares mutations identifiées sur K13 ne semblent pas avoir d’impact sur la
sensibilité aux dérivés de I'artémisinine (139).

- P. falciparum plasmepsin 2 (Pfom2): Ce géne code pour une protéase intervenant

dans la dégradation de ’hémoglobine (140). En 2016, deux GWAS réalisés par des équipes
différentes ont mis en évidence l'implication de I'augmentation du nombre de copies des
génes plasmepsin 2 et plasmepsin 3 dans la résistance d’isolats sud-asiatiques a la
pipéraquine (5,6). Par la suite, Mukherjee et al. ont montré que I'inactivation de ces genes
sur un clone 3D7 conduisait a une hypersensibilité a la pipéraquine (141). Il s’agit donc d’un
marqueur prometteur. Son implication dans la résistance a la pipéraquine ailleurs qu’en Asie
reste cependant a prouver. Bien que la présence de duplications du gene Pfpm2 ait été
retrouvée sur 1,1% des isolats cliniques d’'une étude menée au Mozambique, le lien avec une
résistance de ces isolats a la pipéraquine n’a pas été établi (142). D’autre part, il semblerait
qgue ce gene n'explique pas a lui seul toute la résistance a la pipéraquine. En effet, Russo et
al. ont récemment décrit un cas d’échec thérapeutique a I'association DHA-PPQ qui n’est
expliqué ni par des mutations de PfK13, ni par une duplication de Pfom2 (143). De plus, dans
une autre étude menée sur des isolats provenant du Cambodge, I'augmentation du nombre
de copies des génes Pfpm2 et Pfom3 n’a pas été retrouvée sur tous les isolats résistants

(144).
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- P. falciparum cyclic amine resistance locus (Pfcarl) : Ce gene code pour une protéine

impliquée dans le trafic intracellulaire. La recherche de nouveaux antipaludiques a
récemment mené a la découverte de nouvelles classes chimiques de molécules efficaces
contre Plasmodium, et notamment les imidazolopipérazine et les benzimidazolyl piperidine
qui sont actuellement en cours de développement (145). Au cours de I'étude de ces
composés, des expériences de culture sous pression ont été menées et ont montré
I"apparition rapide de résistances, et des mutations au niveau du gene Pfcarl en cause dans
la résistance a ces 2 classes de molécules (146,147). Se pose alors la question de savoir si ce
géne, déja mis en cause dans la résistance a 2 familles de molécules, n’est pas impliqué dans
la résistance a des antipaludiques actuellement sur le marché, et notamment a la
pipéraquine.

- P. falciparum Prodrug Activation and Resistance Esterase (Pfpare) : Pfpare code

pour une esterase impliquée dans l'activation de promédicaments (148). La culture sous
pression par pepstatine dont l'efficacité antipaludique vient tout juste d’étre montrée,
entraine |'apparition rapide de clones résistants mutés au niveau de Pfpare. L'introduction
artificielle de ces mutations dans un clone sauvage a prouvé I'implication de ce géne dans la

résistance. L'impact de ces mutations sur la sensibilité a d’autres molécules reste a établir.
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Marqueur de résistance

Antipaludique
Géne Alléle associé a la résistance
Nombre de motifs : DNNND >
pfnhe-1
2 ou NHNDNHNNDDD < 3
Quinine
His191Tyr
pfmrp
Ser437Ala
pfert Lys76Thr
Chloroquine Ser437Ala
pfmrp ,
His191Tyr
pfmdrl Asn86Tyr
Amodiaquine Ser437Ala
pfmrp _
His191Tyr et Ser437Ala
Méfloquine pfmdrl Nombre de copies > 1
Luméfantrine pfmdrl Nombre de copies > 1
pfdhfr Ser108Asn
Sulfadoxine-Pyriméthamine pfdhps Ala437Gly
pfmrp Lys1466Arg
Ser108Thr + Alalé6Val
. Double/triple  mutation
Proguanil pfdhfr
Serl08Asn + Asn51lle et/ou +
Cys59Arg
Tyr268Asn
Atovaquone pfcytb
Tyr268Ser
Nombre de motif KYNNNN < 3
pftetQ
Doxycycline Nombre de copies > 1
pfmdt Nombre de copies > 1
C580Y
Dérivés de I'artémisinine P/K13 F446l
Y493H

Tableau Ill. Marqueurs moléculaires de résistance de P. falciparum par antipaludiques (adapté de Pradines et

al. (82)).
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TRAVAIL EXPERIMENTAL

1. Objectifs de I’étude et stratégie expérimentale

Le paludisme reste aujourd’hui encore un probléme de santé publique majeur. L'OMS
recommande a I’heure actuelle les combinaisons a base d’artémisinine dans le traitement
des acces simples de paludisme a P. falciparum, et notamment la DHA — PPQ, mais des
résistances a ces deux molécules ont émergé dans le sud-est asiatique. Pour contenir ces
résistances, il est nécessaire de pouvoir rapidement les identifier et de pouvoir suivre leur
propagation. Les marqueurs moléculaires sont des outils permettant de faciliter la
surveillance des résistances. Un marqueur moléculaire de résistance aux dérivés de
I'artémisinine a récemment pu étre mis en évidence pour des résistances en Asie mais ne
semble pas prédictif des résistances aux dérivés de I'artémisinine en Afrique. Pour ce qui est
de la résistance a la pipéraquine, I'augmentation du nombre de copies du gene Pfom2 a bien
été identifiée comme marqueur, mais n’est corrélée a la résistance qu’en Asie du sud-est.
Son implication reste encore a démontrer en Afrique. D’autre part, deux nouveaux
marqueurs, Pfpare et Pfcarl, ont été impliqués dans la résistance a de nouveaux
antipaludiques en cours de développement. Leur implication dans la résistance a d’autres
antipaludiques, et notamment a la pipéraquine, n’a pas été évaluée.

Cette étude a pour objectif de valider et d’identifier des marqueurs moléculaires
prédictifs de la diminution de sensibilité a la pipéraquine.

Deux axes ont été abordés :

- La validation des génes candidats Pfom2, Pfpare et Pfcarl sur des isolats africains de

P. falciparum par une étude d’association phénotype-génotype (Figure 18).

- La recherche de nouveaux marqueurs via la mise en place d’un protocole de culture

sous pression discontinue de pipéraquine en vue d’induire des résistances a cette

molécule a partir d’un clone de laboratoire initialement sensible.
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Isolats cliniques d’Afrique

Déterminationde la sensibilité ex Extraction d’ADN
vivo a la pipéraquine

Détermination du nombre de Séquengage de Pfcarl | | Séquencage de Pfpare
copies de Pfpm2

Figure 18. Résumé de la stratégie expérimentale utilisée pour la validation des candidats marqueurs Pfpm2,

Pfcarl et Pfpare

2. Matériels et méthodes

2.1. Isolats de P. falciparum

L’étude de validation des marqueurs moléculaires Pfpare, Pfcarl et Pfom2 a porté sur
86 isolats de Plasmodium falciparum issus de patients de I'Hopital principal de Dakar
(Sénégal) collectés entre 2013 et 2016 et transmis a I'Institut de Recherche Biomédicale des
Armées (IRBA) dans le cadre d’une collaboration pour une surveillance des résistances dans
cette région, ainsi que 291 isolats issus de patients hospitalisés en France pour un paludisme
d’importation acquis en Afrique (Benin, Burkina Faso, Burundi, Cameroun, République
Centrafricaine, Comores, Congo, Cote d’lvoire, Djibouti, Gabon, Ghana, Guinée, Madagascar,
Mali, Mozambique, Niger, Nigéria, Ouganda, Rwanda, Sénégal, Tanzanie, Tchad, Togo)
collectés entre 2015 et 2017 et adressés au Centre National de Référence (CNR) du
paludisme de Marseille (Figure 19). Les prélévements de sang veineux ont été effectués
avant traitement. La mono-infection par P. falciparum a été confirmée par frottis sanguin
coloré au RAL® (Réactifs RAL, Paris, France) et par PCR (LightCycler 2.0, Roche Group,

Suisse) comme décrit précédemment (149).
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Figure 19. Origine géographique des isolats de I'étude.

2.2. Détermination de la sensibilité ex vivo a la pipéraquine

Seize puits ont été préparés avec des concentrations croissantes de pipéraquine (Shin
Poong Pharm Co., Séoul, Corée du sud) lyophilisée. Cent microlitres d’hématies parasitées
par l'isolat a tester (parasitémie finale a 0,5% ; hématocrite finale a 1.5%) ont été déposés
dans chaque puits avant incubation a 37°C sous 5% de CO; et 10% d’O, pendant 72h. Au
terme de cette incubation, les plaques ont été congelées a -20°C. Aprés une étape de
congélation-décongélation permettant la lyse des hématies, la quantité de protéines HRP2
dans chaque puits a été déterminée par un test ELISA suivant les recommandations du
fabriquant (KM2159; Cellabs PTY Ltd., Brookvale, Australie). La densité optique (DO) dans
chaque puits a été mesurée par spectrophotométrie (Safire 2, Tecan, France). La
concentration inhibitrice 50% (Clso) a été estimée a I'aide du logiciel en ligne ICEstimator

version 1.2 (http://www.antimalarial-icestimator.net) (150). La valeur de la Clsg n’a été

validée que si le ratio des DO (DO a une concentration nulle en pipéraquine / DO a la
concentration maximale) était supérieur a 1,6. La diminution de sensibilité a la pipéraquine

est définie avec cette technique par une Clsg supérieure a 135 nM (151).
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2.3. Extraction d’ADN

Les ADN des isolats de P. falciparum ont été extraits a I'aide du kit QlAamp DNA mini
kit (Qiagen, Hilden, Allemagne), a partir de 200 uL de culot globulaire, en suivant les

recommandations du fabriquant.

2.4. PCR quantitative sur géne Plasmepsin 2 (qPCR)

Dans leur publication mettant en avant |’association entre augmentation du nombre
de copies du géne Pfpom2 (PF3D7_1408000) et résistance a la pipéraquine (6), Witkowski et
al. déterminent le nombre de copies de ce géne par PCR quantitative avec détection des
amplicons par un agent intercalant de ’ADN (SYBR green). La détection a 'aide de sondes
d’hydrolyse fluorescentes a été préférée ici. Bien que plus co(teuse, cette méthode est en
effet plus spécifique (152).

Le nombre de copies du gene Pfom2 a donc été déterminé par PCR en temps réel
utilisant des sondes TagMan®, sur Lightcycler® 2.0 (Roche, Allemagne). Les amorces et la
sonde Pfpm2 (Tableau IV) ont été sélectionnées a I'aide du logiciel en ligne PrimerQuest
(https://eu.idtdna.com/PrimerQuest) (153). Les réactions d’amplification ont été réalisées
en capillaires (LightCycler® Capillaries 20 ul, Roche, Allemagne). La composition des
mélanges réactionnels de PCR est indiquée dans le Tableau V. Le programme de PCR
comportait 45 cycles d’amplification (15 s a 95°C puis 1 min a 60°C). Les résultats ont été
analysés par la méthode des 2-AACt (le Ct étant la valeur du cycle correspondant au signal
seuil, le cycle threshold). La quantité relative du géne cible (Pfpm2) normalisée par un gene
de ménage présent a hauteur d’une copie chez toutes les souches (B-tubulin), a été
déterminée par rapport a un calibrant, comme décrit précédemment (122). L'ADN du clone
de laboratoire de P. falciparum 3D7, qui posséde une seule copie du gene Pfom2, a été
utilisé comme calibrant.

Le nombre de copies du gene de la Plasmepsin 2 (N) pour chaque échantillon est ainsi
obtenu par la formule suivante :

N = 2-AACt

avec
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AACt = [CtPfpm2 — CtBtubulin] schantion — [CtPfpm2 — CtBtubulin] 3p7

Pour que la méthode des 2-AACt soit applicable, I'efficacité de la PCR doit étre
similaire pour le gene cible et le gene référence. Cette hypothese a préalablement été
vérifiée en amplifiant les fragments de Pfom2 et B-tubulin a partir de différentes dilutions
d’ADN du clone 3D7 et en calculant le ACt pour chaque concentration (ACt = CtPfom2 —
CtBtubulin). Un coefficient directeur de la droite ACt = f[log(dilution d’ADN)] proche de zéro
signe une efficacité similaire des PCR Pfpm2 et B-tubulin (Figure 20). Le coefficient directeur
de la droite obtenue ici était de 0,03.

Un témoin négatif par mélange réactionnel (Pfom2 et Btubulin) était inclus dans
chaque série. Les échantillons ont été testés en duplicat et controlés si I'écart-type entre les
deux valeurs de Ct obtenues dépassait 0,5 ou si le résultat en nombre de copies était
supérieur a 1,5. Un résultat en nombre de copies > 1,6 était défini comme une amplification
du géne.

Un témoin positif collecté chez un patient en échec clinique a I'association DHA-PPQ
revenant du Cambodge et contenant 2 copies de Pfpm2 a été inclus pour valider cette PCR

quantitative (échantillon fourni par le Pr. Houzé).

F 5’ — GGA GAT AAC CAA CAACCATTTAC-3’
Pfpm2 R 5 — GTTGTACATTTAACACTTGGGA -3’
Sonde 5 — FAM-CCCATAAATTAGCAGATCCTGTATC-TAMRA -3’
F 5 —TGATGT GCG CAAGTGATCC-3
8-tubulin R 5 —TCCTTT GTG GACATTCTTCCTC-3’
Sonde 5" — FAM-TAG CAC ATG CCG TTA AAT ATC TTC CAT GTC T-TAMRA — 3’

Tableau IV. Liste des amorces et sondes utilisées pour la quantification du nombre de copies du géne Pfpmz2.
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Réactifs Concentration

LightCycler® TagMan® Master 1X

Amorce F 900 nmol/L
Amorce R 900 nmol/L
Sonde 250 nmol/L
Matrice ADN 3uL

Tableau V. Composition des mélanges réactionnels utilisés pour la détermination du nombre de copies du géne
Pfpm2.

y =0,03x - 0,142
1 R2=0,2234

1 15 2 25 3 3,5 4 4,5 5
Log(dilution d'ADN)

Figure 20. Validation de la méthode des AACt : ACt = f[log(dilution d’ADN)]. Un coefficient directeur proche de

zéro indique une efficacité similaire des PCR Pfpm2 et [-tubulin. ACt = Ctproma — Clgtubuiin -

2.5. Séquencage Sanger des genes Pfpare et Pfcarl

Un fragment de 829 nucléotides du gene Pfpare (PF3D7_0709700) et un fragment de
821 nucléotides du gene Pfcarl (PF3D7_0321900) ont été amplifiés avec les amorces Pfpare F
et Pfpare R, et Pfcarl F et Pfcarl R respectivement, sélectionnées a 'aide du logiciel en ligne
Primer3plus et listées dans le Tableau VI (154). La composition des mélanges réactionnels de
PCR est indiquée Erreur ! Source du renvoi introuvable.. Les programmes d’amplification opérés
ur thermocycleur (LifeEco, BIOER, Chine) pour chaque géene, sont indiqués Tableau VIII et
Tableau IX. Le séquencage a été réalisé avec les amorces Pfcarl F pour le géne Pfcarl, et

Pfpare F ainsi que Pfpare S pour le géne Pfpare, a 'aide du séquenceur ABI Prism (version
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1.1; Applied Biosystems, CA) et de la trousse BigDye Terminator (Applied Biosystems, CA), en

suivant les instructions du fournisseur.

Pfcarl F 5’ TTG-CCA-TGA-TTT-GAA-GTA-CA 3’
Pfcarl R 5'AAC-CAT-TTT-CGT-ATT-CAT-GTT 3’
Pfpare F 5’ AAA-ATA-GTT-GGA-TTG-AGG-AG 3’
Pfpare R 5’ ACT-TGT-TCT-TCT-TGT-TTG-G 3’
Pfpare S 5’ ACT-TGT-TCT-TCT-TGT-TTG-G 3’

Tableau VI. Amorces utilisées pour I'amplification et le séquencage des génes Pfcarl et Pfpare.

Concentration

Réactifs

finale
10X PCR Buffer 1X
MgCl, 2.5mM
dNTP 0,2 mM
Forward 0,32 uM
Reverse 0,32 uM
Polymerase Red Diamond Taq 1U
Matrice ADN 4 uL

Tableau VII. Composition des mélanges réactionnels d’amplification des fragments des génes Pfcarl et Pfpare.

Cycle Température Temps Nb. de cycles
Dénaturation initiale 95°C 10 min 1
Dénaturation 95°C 30s

Hybridation 50 °C 45 s 40
Elongation 72°C 1 min

Elongation finale 72 °C 10 min 1

Tableau VIII. Programme d’amplification du gene Pfcarl.
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Nb. de

Cycle Température  Temps
cycles

Dénaturation

95 °C 10 min 1
initiale
Dénaturation 95 °C 30s
Hybridation 52 °C 45 s 40
Elongation 72 °C 1 min
Elongation

72°C 10 min 1
finale

Tableau IX. Programme d’amplification du géne Pfpare.

2.6. Culture sous pression discontinue de pipéraquine

2.6.1. Souche, parasitémie et conditions de culture

L'un des parametres clés pour la réussite d’une culture de P. falciparum sous pression
sélective, est le choix du clone initial (155). En effet, la capacité a générer un clone résistant
varie d’un clone a l'autre. Certains, comme le clone de laboratoire W2 (Indochine) (156),
sont plus enclins a développer des résistances sous pression (157), et ce du fait d’'un taux de
mutations plus important. Ce phénoméne est appelé ARMD (Accelerated resistant to
multidrug). C'est donc ce clone qui a été choisi pour ce protocole de culture sous pression de
pipéraquine. Sa chimiosensibilité a la pipéraquine a été préalablement déterminée par la
méthode décrite ci-dessus et la Clsgp initiale était de 52,6 nM. La Clgy initiale était de
496,19 nM.

Par ailleurs, la parasitémie a l'initiation d’une pression est un critére déterminant
dans ce type de protocole. Plus elle est élevée et plus les chances de générer un clone
résistant augmentent (158,159). En culture in vitro, la croissance parasitaire est cependant
limitée si la parasitémie est trop élevée. Un compromis a donc été trouvé, et la parasitémie
a l'initiation des pressions exercées dans ce protocole, était située entre 4,5 et 6 %, soit

2,5.10% 4 3.10°® parasites par flasque.
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Les cultures parasitaires ont été réalisées en flasques de 50 mL, sur hématies
humaines de groupe A" fournies par I'Etablissement francais du sang (EFS) et diluées 8 9 %
d’hématocrite, soit 500 pL d’hématies et 5 mL de milieu RPMI-1640 (Gibco, Life
Technologies) supplémenté a 10 % en sérum humain (EFS). Elles ont été maintenues en
culture continue a 37°C sous atmosphére a 5 % de CO; et 10 % d’O; par la méthode de Trager
et Jensen (85). La surveillance de la parasitémie par frottis ainsi que le changement de milieu

étaient réalisés quotidiennement sur chaque flasque.

2.6.2. Détermination de la concentration initiale de pipéraquine a utiliser et

de la durée des pressions

Afin d’identifier la concentration initiale de pipéraquine a utiliser pour initier une
pression discontinue, ainsi que la durée de la pression a appliquer, plusieurs flasques ont été
réalisées pour tester 5 concentrations initiales appliquées pendant 24h (50, 100, 150, 200 et
300 nM soit respectivement environ 1, 2, 3, 4 et 6 fois la Clsg du clone initiale), puis 2
concentrations appliquées pendant 48h (150 et 200 nM). Un cycle d’exposition a la
pipéraquine se composait dans les flasques tests, d’une exposition a la pipéraquine de 24h
ou 48h avec remplacement du milieu et de la pipéraquine aprés 24h, suivie du
remplacement du milieu par un milieu sans pipéraquine et supplémenté a 10 % en sérum
humain, jusqu’a ce que la parasitémie atteigne a nouveau 4,5 a 6 %. Une nouvelle pression
était alors appliquée. Le clone W2 était cultivé en paralléle sans pipéraquine, comme

contrdle, et maintenu a une parasitémie de 13 5 % a I'aide d’hématies de groupe A™ (EFS).

2.6.3. Déroulement des cycles de pression

Les cultures parasitaires sous pression de pipéraquine ont été réalisées en triplicat.
Trois flasques contenant le clone W2 ont été placées sous pression discontinue de
pipéraquine et le clone W2 était cultivé en parallele sans pipéraquine dans une quatriéme
flasque comme controle. Un cycle de pression par pipéraquine se composait d'une
exposition a la pipéraquine pendant 48h, puis d’un lavage avec du milieu RPMI-1640 (Gibco,
Life Technologies), et d’une levée de pression a 48h, et ce jusqu’a ce que la parasitémie

atteigne a nouveau 4,5 a 6%. Une nouvelle pression était alors appliquée, a la méme
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concentration si le retour a une parasitémie de 4,5 a 6 % s’effectuait en plus de 3 jours, et a
une concentration augmentée si le retour a une parasitémie de 4,5 a 6 % s’effectuait en 3
jours ou moins. L'augmentation de concentration s’opérait par paliers de 50 ou 150 nM. Un
congelat de la souche a — 150° C a I'aide de glycérolyte était réalisé a chaque fois que la
proportion de trophozoites jeunes dans la flasque était supérieure a 65%, et idéalement
aprés deux augmentations de pression en pipéraquine (160). La détermination de la
chimiosensibilité a la pipéraquine dans chaque flasque était réalisée par la méthode décrite

ci-dessus.

3. Résultats

3.1. Quantification du nombre de copies du gene Plasmepsin 2

Au total, 234 isolats ont été analysés avec succés a la fois en termes de
chimiosensibilité vis a vis de la pipéraquine et sur le plan de leur nombre de copies du gene
Pfpm2. Parmi ces isolats, les Clsg a la pipéraquine étaient comprises entre 0,94 et 241,90 nM,
avec une moyenne de 40,95 nM (Figure 21). Cing isolats présentaient une sensibilité
diminuée a la pipéraquine, avec des Clsp allant de 137,5 a 241,9 nM.

Aucun des isolats étudiés ne présentait d’augmentation du nombre de copies du
géne Plasmepsin 2 (Figure 22). La valeur maximale obtenue pour N était en effet de 1,51. Les
nombres de copies moyens entre le groupe des isolats résistants et celui des isolats sensibles
n’était pas significativement différent (respectivement 0,94 et 1,02 ; p = 0,36). La différence
entre les nombres de copies moyens restait statistiquement non significative en considérant
tous les isolats de sensibilité diminuée a la pipéraquine (Clsg > 90 nM) par rapport aux isolats
de Clsp < 90nM (respectivement 0,93 et 1,02 ; p = 0,06). La résistance in vitro a la
pipéraquine n’est donc pas associée a une augmentation du nombre de copies du gene

Pfom2 pour ces isolats africains.
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Figure 21. Distribution des Clso a la pipéraquine des isolats analysés en termes de nombre de copies du géne
Pfom2. La droite rouge représente la Cls, moyenne. Les points correspondants aux isolats résistants a la

pipéraquine sont entourés en rouge.
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Figure 22. Nombre de copies du géne Pfpm2 en fonction de I'lCsy a la pipéraquine. La ligne en pointillé

représente la droite de régression linéaire.

Ce travail a été valorisé sous la forme d’une publication acceptée dans Antimicrobial Agents

& Chemotherapy pour les isolats collectés dans le cadre du CNR (Annexe 1) (161). Une autre
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publication sur les isolats collectés au Sénégal est en cours de soumission dans Antimicrobial

Agents & Chemotherapy (Annexe 2).

3.2. Recherche de mutations sur Pfpare et Pfcarl

Le séquencage des genes Pfpare et Pfcarl a été effectué avec succés pour
respectivement 279 et 257 isolats de P. falciparum. Aucun des isolats ne présentait les
mutations décrites sur Pfpare comme associées a la résistance a la pepstatin butyl ester
(p.Q139X, p.H304Y, p.L323H, p.G345V, p.W356C ou p.L357P) (148). Cependant, deux autres
SNPs ont été retrouvés sur ce géne parmi nos isolats : p.M261l et p.K322R (Tableau X)
présents chez 87,1 et 3,6 % des isolats respectivement. Ces SNPs avaient déja été retrouvés

parmi les souches séquencées sur la ressource en ligne PlasmoDB (http://PlasmoDB.org)

(162), contrairement aux mutations associées a la diminution de sensibilité aux
antipaludiques selon Istvan et al (148). Les sensibilités moyennes a la pipéraquine dans les
groupes présentant ou non les mutations p.M261l ou p.K322R, ne sont pas significativement
différentes (Tableau Xl).

Concernant le séquencage du géne Pfcarl, la encore, aucun des isolats ne présentait
les mutations p.P822L, p.L830V et p.L833I, décrites comme associées a la résistance aux
antipaludiques (146). Trois autres SNP ont été retrouvés sur nos isolats : p.K784N, non
référencé sur PlasmoDB et présent chez un seul isolat sensible a la pipéraquine, p.K734M,
retrouvé chez 7,92 % des isolats, et p.K903E, dont tous nos isolats étaient porteurs (Tableau
Xll). La sensibilité moyenne a la pipéraquine ne différait pas entre le groupe présentant

p.K734M et le groupe sauvage (Tableau XI).

Une publication synthétisant les données obtenues sur Pfcarl est en cours de préparation
(titre prévisionnel : Low polymorphisms level in pfact, pfugt and pfcarl genes in African
Plasmodium falciparum isolates and absence of association with susceptibility to common

anti-malarial drugs).
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Associées a la résistance (148)

Mutations

Retrouvées sur les
isolats de I’étude

Q139X H304Y

L323H

G345V

W356C L357P M261l1 K322R

Pourcentage des
isolats de I'étude
présentant la
mutation

0 0 87,1 3,6

Pourcentage des
souches
séquencées sur
PlasmoDB
présentant la
mutation

Tableau X. Représentation des SNPs sur Pfpare décrits comme associés a la multirésitance et des SNPs

retrouvés dans ce projet parmi nos isolats.

Moyenne des

Moyenne des

ICso a la ICspala
Geéne Mutation pipéraquine pipéraquine p
dans le groupe dans le groupe
muté non muté
p.M261I 34,23 32,98 0,21
Pfpare
p.K322R 33,57 32,57 0,54
Pfcarl p.K734M 35,20 37,10 0,98

Tableau XI. Comparaison des valeurs de Cls; moyennes entre les échantillons porteurs d’alleles mutants et

d’alleles sauvages.

. L. Retrouvées sur les isolats de
Associées a la résistance Fétud
Mutations ctude
P822L L830v L833I K784N K734M K903E
Pourcentage des isolats de I'étude
. . 0 04 7,92 100
présentant la mutation
Pourcentage des souches séquencées
] . 0 0 11 99
sur PlasmoDB présentant la mutation

Tableau XIl. Représentation des SNPs sur Pfcarl décrits comme associés a la multirésitance et des SNPs

retrouvés dans ce projet parmi nos isolats.
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3.3. Détermination de la concentration initiale de pipéraquine a

utiliser et de la durée des pressions

L'effet d’une pression de pipéraquine pendant 24h a d’abord été testé afin
d’identifier le moment ol |'effet observé est a son maximum, et de cibler la concentration a
utiliser pour notre protocole. Les concentrations entrainant un effet trop marqué ainsi que
celles entrainant une réduction de parasitémie trop modeste et n’étant donc pas
suffisamment efficace pour effectuer une sélection, ont ainsi pu étre d’emblée éliminées.
Les ratios des parasitémies a 24, 48 et 72h de l'initiation de la pression (respectivement Py,
P4s, P72) sur la parasitémie initiale Py (Figure 23), permettent de décrire le comportement des
souches dans les heures qui suivent une pression. Jusqu’a 200 nM, |'effet d’'une pression
appliquée pendant 24h est le plus important a 48h post exposition a la pipéraquine, puis on
observe une remontée de la parasitémie a 72h. La pression par 300 nM pendant 24h a
entrainé une diminution de la parasitémie en dessous du seuil de sensibilité du frottis et
aprés 12 jours de culture sans pipéraquine, aucun parasite n’a pu étre observé. Cette
concentration est donc trop importante pour initier une sélection puisqu’elle élimine la
totalité de la population apres seulement 24h d’exposition. La baisse de la parasitémie a 48h
est limitée apreés pression de 24h par 50 et 100 nM de pipéraquine, avec des ratios P4s/Po qui
restent supérieurs a 0,5 (0,833 et 0,565 respectivement).

L’étude de I'effet d’'une pression de 48h s’est donc focalisée sur les concentrations de
150 et de 200 nM. Les ratios des parasitémies a 24, 48, 72, 96 et 120h de l'initiation de la
pression sur la parasitémie initiale (Figure 24), confirment qu’une pression de 48h entraine
une baisse de la parasitémie plus importante (ratio minimum avec une pression de 150 nM a
0,155 contre 0,387 avec 24h de pression) et un délai de retour a la parasitémie initiale plus
long (7 jours contre 3 avec 24h de pression). La pression par 200 nM pendant 48h a entrainé
une diminution de la parasitémie en dessous du seuil de sensibilité du frottis de 0,001 %.
Aucun parasite n’a pu étre observé sur les frottis pendant les 11 jours qui ont suivi cette
pression, et alors que la culture était effectuée sans pipéraquine. Cette concentration est
donc trop élevée pour initier une pression de 48h. La durée d’un cycle érythrocytaire du
clone W2 étant d’environ 48h, cette durée d’exposition parait la plus adaptée pour un

protocole de culture sous pression discontinue.
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Les conditions initiales choisies pour notre protocole de culture sous pression
discontinue de pipéraquine sont donc des cycles de 48h d’exposition a 150 nM de
pipéraquine. Leffet maximum dans cette configuration s’observant 72h apres l'initiation de
la pression, il a été décidé de n’augmenter la concentration en pipéraquine que lorsque le
retour a la parasitémie initiale s’effectue en moins de 3 jours. La Figure 25 résume le

protocole suivi pour la culture sous pression.
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Figure 23. Ratio des parasitémies a 24, 48 et 72 post pression (Pi) sur la parasitémie initiale (PO) pour

différentes pressions de 24h
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Figure 24. Ratio Pi/P0 en fonction de la pression appliquée pendant 48h.
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Flasques

Clone Culture sous pression discontinue de pipéraquine

initial
R * Parasitémie initiale:4,5-6 %

w2
*  (ARMD)
I1C5, : 53 nM

* Durée des pression : 48h

* Pressions initiales : 150 nM

Témoin : culture continue sans pipéraquine

Figure 25. Schéma du protocole de culture sous pression discontinue de pipéraquine

3.4. |Initiation du protocole de culture sous pression discontinue de

pipéraquine

Le protocole de culture sous pression a été initié et poursuivi pendant 95 jours.

Dans la flasque A, les premiéres pressions ont été bien supportées avec un retour rapide a la
parasitémie initiale, permettant un rapprochement des cycles de pression : aprés 2 pressions
par 150 nM de PPQ en moins de 10 jours, la concentration a été doublée. Quatre cycles de
pression par 300 nM ont été appliqués. Ces pressions étant bien supportées elles aussi, la
concentration a a nouveau été augmentée de 150 nM. Mais aprés une unique pression par
450 nM, la parasitémie a rapidement chuté en dessous du seuil de détection au frottis
(Figure 26). Aprées 4 semaines de suivi, la parasitémie est restée indétectable, et les pressions
n’ont donc pu se poursuivre sur cette flasque.

La flasque B a pu subir elle aussi 2 cycles de pression a 150 nM avant de pouvoir
passer a 300 nM. Quatre cycles de pression par 300 nM ont été appliqués sur la durée du
protocole (Figure 26).

Dans la flasque C, les premiéres pressions ont entrainé des retours tres tardifs a la
parasitémie initiale, et ce n’est qu’aprés 7 cycles de pression par 150 nM de PPQ sur 80 jours
gue la concentration a pu étre augmentée pour passer a 200 nM. Une seule pression par 200
nM n’a pu étre appliquée (Figure 26).

Les Clsp a la pipéraquine ont été déterminées apres 27, 86 et 82 jours (J) de pression
par pipéraquine pour les flasques A, B et C respectivement. Les résultats indiquent une Clsg

doublée dans la flasque A (104,73 nM), et une tres légére augmentation de la Clso de la
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souche C (65,71 nM), tandis que la souche B enregistre aprées prés de 3 mois de culture sous

pression, une Clso multipliée par 3 (154,12 nM) (Figure 27).
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Figure 26. Pressions de PPQ appliquées au cours des 95 jours du protocole dans les flasques A, B et C.
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67



4. Discussion

La résistance aux ACT tient a la résistance a la fois aux dérivés de I'artémisinine et aux
molécules associées. Initialement détectée au Cambodge, ce phénomeéne s’est rapidement
propagé a tout le sud-est asiatique, ce qui fait craindre une diffusion prochaine au continent
africain. Pour répondre a cette résistance, il devient urgent d’identifier les marqueurs
moléculaires qui y sont associés. Avec I'essor de la biologie moléculaire, les marqueurs
moléculaires de résistance constituent en effet un moyen de surveillance de la dissémination
des résistances rapide et peu co(teux. De plus, ils peuvent permettre de comprendre a la
fois les mécanismes d’action des médicaments, et les mécanismes qui permettent a P.
falciparum d’y échapper. Pourtant, I'identification de ces marqueurs, et leur validation sur
des souches cliniques, reste une démarche complexe. Si la résistance aux dérivées de
I'artémisinine est désormais mieux appréhendée depuis l'identification des mutations de
K13 comme marqueur moléculaire, la résistance a la pipéraquine est encore mal comprise et
difficilement identifiable. L'augmentation du nombre de copies du géne Pfpm2 est une piste
prometteuse mais n’est pour I’heure associé a la résistance a la pipéraquine qu’en Asie du
sud-est.

L’association d’une augmentation du nombre de copies de ce gene avec la diminution de
sensibilité a la pipéraquine a été étudiée ici sur un panel d’isolats de P. falciparum de
différents pays d’Afrique, et aucune augmentation du nombre de copies de Pfom2 n’a été
observée sur les échantillons analysés. La taille de notre cohorte (234 isolats) ou la faible
proportion d’isolats résistants a la pipéraquine (2 % des isolats testés) constituent certes une
limitation de cette étude. La présence d’isolat présentant plusieurs copies de Pfom2 au
Mozambique a déja été rapportée par Gupta et al. (142), et plus récemment, Inoue et al. ont
identifié ce polymorphisme dans des infections récurrentes 23 a 65 jours apres traitement
par DHA-PPQ au Mali, (163). Leroy et al. décrivent méme une fréquence élevée de cet allele
en Ouganda et au Burkina Faso (164). Il semblerait donc que malgré I'absence de cette
mutation sur les isolats de notre étude, elle soit déja présente en Afrique. Cependant, elle
n’a pas été associée a la résistance a la pipéraquine sur ce continent. En effet, dans I'étude
de Gupta et al., (142) I'association avec une quelconque résistance a la pipéraquine n’a pas

été recherchée, et dans I'étude malienne, la possibilité de réinfection n’a pas clairement été
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éliminée. Quant a la mise en évidence d’une fréquence élevée de 'augmentation du nombre
de copies de Pfpm2, elle intervient alors méme qu’une augmentation de la sensibilité a la
pipéraquine a été rapportée dans ce pays (165). De plus, les isolats de notre étude résistants
in vitro a la pipéraquine ne sont pas porteurs de cet alléle, qui serait donc insuffisant a lui
seul pour expliquer la diminution de sensibilité a la pipéraquine en Afrique. Le cas clinique
rapporté par Russo et al. concernant un échec thérapeutique a la DHA-PPQ sans
augmentation du nombre de copies de Pfpm2 vient corroborer cette hypothése (168). Trois
échecs a la DHA-PPQ pour des souches d’importation africaines ont été analysés en 2018 par
le CNR et ne montrent pas d’amplification du nombre de copies de Pfpm2 ni de
polymorphisme de PfK13 (données CNR 2018 non encore publiées).

Il semblerait qu’un certain nombre de marqueurs moléculaires de résistance soient
associés a |'origine géographique des parasites. Pour exemple, le marqueur de résistance
aux dérivés de I'artémisinine K13 identifiés dans le sud-est asiatique, n’est pour I’heure pas
retrouvé non plus chez les isolats africains cliniquement résistants (143,166,167). Et a
I'inverse, un nombre augmenté de copies de pftetQ et de pfmdt est associé a une diminution
de sensibilité in vitro a la doxycycline, ou a des échecs prophylactiques en Afrique, alors qu’il

ne I'est pas en Asie ou en Amérique du sud (168-172).

Deux autres genes, Pfpare et Pfcarl, potentiels marqueurs de multi-résistance identifiés
récemment aprées des expériences de culture sous pression par des antipaludiques en cours
de développement, ont été étudiés au cours de ce projet. Les mutations mises en cause par
les auteurs ayant mis en évidence ces genes, n’ont pas été retrouvées sur nos isolats. Hormis
p.K784N sur PFCARL identifiée chez un seul de nos isolats, nous n’avons en effet retrouvé
que des polymorphismes déja identifiés par ailleurs, et non associés a la diminution de
sensibilité a la pipéraquine. Encore une fois, la taille de notre échantillon (respectivement
279 et 257 isolats pour pfpare et pfcarl) constitue une limite, mais I'absence parmi nos
isolats cliniques, des mutations décrites comme associées a la résistance a de nouvelles
classes d’antipaludiques, pourrait étre encourageante quant au développement de ces
nouvelles molécules et a leur efficacité sur ce terrain, et notamment en Afrique. Elles
pourraient constituer une option supplémentaire de traitement en cas de perte de

sensibilité a I'artémisinine et a ses dérivées.
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La résistance a la pipéraquine des isolats de notre étude n’est expliquée ni par
I'augmentation du nombre de copies de Pfom2, ni par des mutations des genes candidats
Pfpare et Pfcarl. De plus, la diminution de sensibilité a la pipéraquine ne semble pas
s’expliquer par les mutations conventionnelles sur le gene Pfcrt impliquées dans la
résistance aux quinoléines (173) ou sur d’autres genes candidats comme Pfmdré6 codant une
protéine de transport de type ABC (174) ou le gene de la protéine ligase RING E3 ubiquitine,
une enzyme de la voie de l'ubiquitylation (175). D’autres mécanismes de résistance sont

donc encore a identifier.

Le dernier axe de ce projet a été la mise au point et 'initiation d’un protocole de culture
sous pression discontinue de pipéraquine. L'objectif a termes étant I'obtention d’un clone
résistant et la comparaison de son génome avec celui du clone initial cultivé sans
pipéraquine pour identifier les mutations et les génes potentiellement en cause dans cette
résistance. Cette approche a déja abouti entre autre, a l'identification de K13 comme
marqueur moléculaire de résistance aux dérivés de I'artémisinine (136). Mais elle est aussi
trés longue (5 ans de culture ont été nécessaires a I'obtention d’un clone résistant de facon
stable dans le temps a 'artémisinine), et nécessite des moyens humains importants avec
une surveillance de I'évolution des cultures et des changements de milieu quotidiens. Le
protocole mis en place dans le cadre de ce projet n’en est qu’a ses débuts, mais déja il
semble que la résistance a la pipéraquine se dessine sur l'une des cultures. Ces premiers
résultats sont encourageants, mais nécessitent une confirmation par plusieurs
déterminations de Clso. D’autre part, des études récentes indiquent qu’un nouveau test in
vitro, le Piperaquine survival assay (PSA), serait plus représentatif de la résistance a la
pipéraquine que la détermination de leur Clsg (176). Ce test pourra donc aussi étre utilisé
pour suivre |'évolution de la sensibilité a la pipéraquine de nos cultures. Une fois la
résistance avérée, sa stabilité devra encore étre vérifiée par culture pendant plusieurs mois
en I'absence de pipéraquine. L'implication des mutations ainsi mises en évidence dans la
résistance a la pipéraquine pourra ensuite étre vérifiée in vitro en introduisant les mutations
identifiées dans le génome d’un clone sauvage par génie génétique a I'aide d’outils comme
CRISPR/Cas9, et en comparant la sensibilité a la pipéraquine de ce clone artificiellement
muté et du clone initial. Une confirmation statistique sur des isolats cliniques résistants

devra ensuite étre recherchée. L'identification de marqueurs moléculaires par pression de
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sélection in vitro ne présente en effet de I'intérét que si elle est le reflet de la sélection qui
se produit in vivo. C'est le cas pour différents marqueurs comme pfcrt, pfdhfr, pfcytb ou
pfk13 par exemple, sur lesquels on retrouve les mémes mutations apres expérience de
sélection in vitro par chloroquine, pyriméthamine, atovaquone ou artémisinine
respectivement, que celles présentes sur le terrain (uniquement en Asie du sud-est pour
pfk13). Mais il peut y avoir des divergences, et certaines mutations peuvent n’étre

retrouvées que in vitro (97).

Dans la course qui se mene actuellement pour contrer le phénomene de résistance aux
ACT, les solutions sont limitées: il faut pouvoir maintenir ['efficacité de I'arsenal
thérapeutique actuellement disponible, et accélérer le développement de nouveaux
antipaludiques. C'est pour répondre a ce second point qu’a été créée I'organisation a but
non lucratif Medicines for Malaria Venture, qui favorise la recherche dans ce sens. Différents
antipaludiques sont actuellement en cours de développement, des ozonides qui présentent
le méme mécanisme d’action que I'artémisinine sans étre sensibles aux mutations de pfk13,
a des familles de molécules au mécanisme d’action totalement différent (inhibiteurs du
protéasome, du canal Na® ATPase ou encore d’enzymes mitochondriales). Mais ces
molécules ne seront pas disponibles avant quelques années. Des stratégies doivent donc
étre trouvées pour ralentir la propagation de la résistance. L'alternance entre les différents
ACT peut étre une solution provisoire : le remplacement de I'artésunate-méfloquine par la
DHA-PPQ en Asie du sud-est a en effet été suivie d’'une amélioration de I'efficacité de Ila
méfloquine (177). L’extension de la durée du traitement a 5 jours au lieu de 3 pourrait aussi
présenter un intérét. Mais pour pouvoir mettre en place ces modifications des politiques de
santé publique au bon endroit et au bon moment, il convient d’identifier rapidement
I’émergence de résistance aux molécules partenaires aux dérivés de I'artémisinine. Il faut
pour cela disposer de marqueurs moléculaires de résistance validés pour ces molécules,

dont la pipéraquine. Les recherches en ce sens doivent donc se poursuivre.
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THESE SOUTENUE PAR : Marie Gladys ROBERT
TITRE :

IDENTIFICATION ET VALIDATION DE MARQUEURS MOLECULAIRES IMPLIQUES
DANS LA DIMINUTION DE SENSIBILITE A LA PIPERAQUINE CHEZ Plasmodium
falciparum

CONCLUSION

Les combinaisons a base d’artémisinine sont actuellement la pierre angulaire du
traitement antipaludique, mais I’'émergence de résistances aux dérivés de I'artémisinine et
aux molécules partenaires dont la pipéraquine vient compromettre ['efficacité de ces
traitements. De nouveaux outils tels que les marqueurs moléculaires de résistance sont

nécessaires pour comprendre et surveiller ces résistances.

Ce travail avait pour objectif d’identifier les marqueurs moléculaires associés a la
résistance a la pipéraquine. Pour cela, I'implication de I'augmentation du nombre de copies
du gene Plasmepsin 2, candidat marqueur moléculaire, a d’abord été vérifiée par étude
d’association phénotype — génotype sur une cohorte de 377 isolats de Plasmodium
falciparum provenant d’Afrique. Ensuite, I’association entre résistance a la pipéraquine et
mutations sur les genes Pfpare et Pfcarl, impliqués dans la résistance a d’autres
antipaludiques, a été recherchée sur cette méme cohorte. Enfin, pour identifier de nouveaux
marqueurs moléculaires, un protocole de culture in vitro sous pression de pipéraquine a été

initié.

Cing isolats de cette cohorte présentaient une résistance in vitro a la pipéraquine, mais
aucun ne présentait d’augmentation du nombre de copies du géene Plasmepsin 2, pourtant
impliquée dans la résistance a la pipéraquine en Asie du sud-est. Bien que la présence de ce
polymorphisme ait été relevée par d’autres auteurs dans certains pays d’Afrique, il n’a pas
été associé a la résistance a la pipéraquine sur ce continent. Il se pourrait donc que les
déterminants de la résistance a la pipéraquine different entre Afrique et Asie. D’autre part,
aucune association n’a été identifiée antre les mutations sur les genes Pfcarl et Pfpare et la

résistance a la pipéraquine des isolats de cette cohorte. La résistance a la pipéraquine de ces
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isolats africains n’est donc expliquée par aucun de ces candidats marqueurs moléculaires.
Bien que ces résultats doivent étre confirmés sur une cohorte africaine plus importante, et
comptant plus d’isolats résistants a la pipéraquine, ils suggérent I'existence d’autres
mécanismes de résistance, et donc d’autres marqueurs moléculaires.

La sélection in vitro de clones résistants par culture sous pression est un des moyens
permettant d’identifier de nouveau marqueurs moléculaires. Le protocole initié lors de ce
travail a permis en 3 mois d’obtenir une souche dont la Clso a la pipéraquine a été multipliée
par 3 par rapport au clone initial. Cette augmentation est encore limitée, mais ce résultat est
encourageant, et indique que le protocole mis en place est efficace, et qu’il pourrait
permettre d’obtenir a terme, un clone totalement résistant a la pipéraquine. Une fois
obtenu, la comparaison du génome de ce clone a celui du clone initial permettra de mettre
en évidence les mutations et les génes potentiellement en cause dans la résistance, et des
outils d’ingénierie du génome pourront étre utilisés pour prouver I'implication de ces

mutations.
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Abstract

Resistance to piperaquine has been associated with the amplification of the plasmepsin 2 gene
in Cambodia. None of the 175 African isolates that we analyzed had plasmepsin 2 gene
amplification (piperaquine inhibitory concentration 50% ranged from 0.94 to 137.5 nM),
suggesting a low level of piperaquine reduced susceptibility prevalence in Africa.
Additionally, the few isolates with reduced susceptibility to piperaquine did not harbor

amplification of the plasmepsin 2 gene.

Keywords: malaria, Plasmodium falciparum, antimalarial drug, resistance, in vitro, molecular

marker, plasmepsin 2, piperaquine
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Plasmodium falciparum resistance to most antimalarial drugs has emerged in
Southeast Asia and spread to Africa (1,2). Since 2005, the World Health Organization (WHO)
recommended artemisinin-based combination therapies (ACT) as the first-line treatment for
uncomplicated malaria followed by artesunate for the treatment of severe malaria. However,
arteminisin derivatives-resistant P. falciparum strains emerged in western Cambodia,
Myanmar and Thailand and eventually in all of Southeast Asia (3,4). As soon as the last
marketed ACT, dihydroartemisinin-piperaquine, was used, resistance emerged in Cambodia
and later in Vietnam (5-8). In this context, it is essential to have markers of resistance to
monitor the emergence and spread of resistance to dihydroartemisinin-piperaquine. Mutations
(Y493H, F4461 and C580Y) in the propeller domain of the Kelch 13 (K13) gene
(PF3D71343700) were associated with in vivo and in vitro resistance to artemisinin in
Southeast Asia (9,10). Two recent studies showed that in vitro and in vivo resistance to
piperaquine was associated with the amplification of the copy number of the plasmepsin 2
gene (PF3D7_1408000) (11,12). However, these data were validated only on Cambodian
isolates. The objective of the present study was to evaluate the copy number of the gene in
African P. falciparum isolates and its association with in vitro susceptibility to piperaquine.

A total of 175 P. falciparum isolates were successfully evaluated for the copy number
of the plasmepsin 2 gene and assessed for ex vivo susceptibility to piperaquine. The isolates
were collected from patients hospitalized in France from January 2015 to April 2017 with
imported malaria from a malaria-endemic country and, more particularly, from African
French-speaking countries, such as Cote d’Ivoire, Cameron, Central African Republic,
Republic of Congo, Guinea, Burkina Faso, Togo, Gabon and Senegal (Table 1). The samples
were sent from different civilian or military hospitals of the French National Reference Center
for Imported Malaria Network (Aix en Provence, Bordeaux, Marseille, Montpellier, Nice,
Toulon and Toulouse) to the French National Reference Center for Malaria (IRBA, IHU
Meéditerranée Infection Marseille).

The parasitemia, which ranged from 0.005% to 9.5%, was estimated on thin blood
smears that were stained by eosin and methylene blue using a RAL® kit (Réactifs RAL, Paris,
France). The diagnosis of P. falciparum mono-infection was confirmed by real time PCR
(LightCycler 2.0, Roche Group, Switzerland), as previously described (13).

Piperaquine (PPQ) for the ex vivo drug susceptibility assay was obtained from Shin Poong
Pharm Co (Seoul, Korea). PPQ was first dissolved in methanol and later diluted in water to
final concentrations that ranged from 1.9 to 998 nM. The isolates were incubated for 72 hours

in a controlled atmosphere set at 85% N,, 10% O,, 5% CO, and 37°C (maximum final
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parasitemia at 0.5% and final hematocrit of 1.5%). The isolates with parasitemia above 0.5%
were diluted to 0.5% with fresh uncontaminated erythrocytes. The drug susceptibility assay
was revealed by the HRP2 ELISA-based assay implemented in the Malaria Ag Celisa kit (ref
KM2159, Cellabs PTY LDT, Brookvale, Australia) as previously described (14). ICs values
were validated only if the optical density (OD) ratio (OD at zero concentration / OD at
maximum concentration of drug) was above 1.6 and the 95% confident interval of the 1Csg
estimation was below 2.0. Each batch of plates was validated on the CQ-resistant W2 clone of
Indochina strain (obtained from MR4, VA, USA) in four independent experiments using the
same conditions as described below. The mean PPQ 50% inhibitory concentration (ICsp)
values for the chloroquine-resistant W2 clone for the different batches used during the study
was 54.1 + 5.4 nM. There was no significant difference in the responses of the strains to PPQ
according to the different batches (p = 0.770).

The plasmepsin 2 copy number was estimated by TagMan real-time PCR
(Lightcycler® 2.0, Roche) using the single-copy gene [I-tubulin (PF10_0084) as control
housekeeping gene. The following primers and probes were used: 5’- GGA GAT AAC CAA
CAACCATTT AC-3’,5-GTT GTA CAT TTA ACA CTT GGG A-3’ and 5’- FAM-CCC
ATA AAT TAG CAG ATC CTG TAT C-TAMRA-3’ for plasmepsin 2 and 5’- TGA TGT
GCG CAA GTG ATC C-3°,5>- TCC TTT GTG GAC ATT CTT CCT C-3’ and 5’- FAM-
TAG CAC ATG CCG TTA AAT ATC TTC CAT GTC T-TAMRA-3’ for [I-tubulin
(Eurogentec, Angers, France). PCR reactions were carried out using 1 X LightCycler®
TagMan® Master (ROCHE, Allemagne), 900 nM forward primer, 900 nM reverse primer,
250 nM Tagman probe and 3 pl of template DNA. The thermal cycling conditions were 45
cycles of 95°C for 15s and 60°C for 1 min. Each sample was assayed in duplicate. The 2~
AACt method of relative quantification (where Ct indicates cycle threshold) was used and
adapted to estimate the copy number of the plasmepsin 2 gene, by using the formula
AACt = (Ctplasmepsin 2 = Ctlg.wbulin)sample = (Ct plasmepsin 2 = Clgtubulin)catibraor-  G€NOMIC DNA
extracted from the P. falciparum 3D7 strain, which has a single copy of each gene, was used
as calibrator, and g-tubulin served as the control housekeeping gene in all experiments. We
previously verified that the PCR efficiency was identical for the two genes. Samples were
evaluated twice if the Ct standard deviation was above 0.5 and if the copy number was above
1.5. Isolates with a copy number > 1.6 were classified as isolates with 2 copies (11,15). A
control parasite isolate harboring at least two copies of the plasmepsin 2 gene and sampled in
patient with malaria after returning from Cambodia was used to validate the quantitative PCR

assay (sample kindly provided by Pr. Houzé).
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The ex vivo ICs curves of PPQ were satisfactorily fit to a sigmoidal function. Unlike
the cultured-adapted Cambodian parasites (16), none of our isolates exhibited a bimodal dose-
response curve when exposed to PPQ. The PPQ ICsq of the 175 isolates ranged from 0.94 to
137.5 nM (Figure 1). A wide range of the PPQ responses was already observed in several
studies and whatever the methodology used. PPQ 1Cs values, assessed by a 72 hrs incubation
with atmospheric generators for capnophilic bacteria and HRP2 ELISA in isolates from Dakar
in 2013-2014 and 2013-2015, ranged from 2.5 to 168 nM and 3.9 to 241.9nM, respectively
(17,18). The distribution of PPQ ICsy from 313 isolates obtained between 2008 and 2012
from patients hospitalized in France for imported malaria and assessed by a 42 hrs isotopic
test ranged from 9.8 to 217.3 nM (19). A wide range of PPQ responses (3.1 to 188.9 nM) was
also observed in isolates collected in 2010-2013 in Uganda and assessed using HRP2 ELISA
detection (20). Only the isolates collected in 2016 in Uganda and assessed using a 72 hrs
fluorescence assay with SYBR green | detection presented a narrow range for PPQ ICso, from
1.8 t0 26.6 nM (21). In the absence of standardized ex vivo and in vitro tests, it is difficult to
compare data from different laboratories. 1Cso and cutoff values for in vitro resistance are
specific to the methodology. The in vitro effects and the 1Cso values for antimalarial drugs
depend on incubation and gas conditions and methodology (22-25). The isolates collected in
Uganda in 2016 and performed using a 72 hrs fluorescence assay with SYBR green |
detection showed a narrow range for PPQ ICso, unlike those collected in 2010-2013 and
assessed using HRP2 ELISA that presented a wide range of PPQ responses (20,21). Only the
isolates that were assessed with SYBR green | detection showed a narrow range for PPQ ICsp.
Another hypothesis as a source of variation in drug responses may be the storage and the time
between sample collection from patients and the completion of the ex vivo test. Blood was
collected before therapy in ethylenediaminetetraacetic acid tube. Drug susceptibilities were
assessed immediately or from samples stored at 4°C, even during transport, for a maximum of
48 hrs and without short-term culture. After the collection from patients, the storage
temperature of the samples was controlled by sensor. Additionally, Senegalese isolates, which
were assessed immediately, presented the same wide range of in vitro responses (17,18). One
isolate had a reduced susceptibility to PPQ (ICso > 135 nM) (19). Another possible source of
variation in the PPQ drug responses could result from the range of parasitemias used in the
assay. This is because samples below 0.5% parasitemia were included in the assays, and thus
could not be adjusted to the standardized assay parasitemia.

Significant cross-susceptibilities were found between PPQ and mefloquine (coefficient
of correlation, r = 0.453; p < 0.0001), pyronaridine (r = 0.406; p < 0.0001), quinine (r = 0.247;
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p = 0.0011) and monodesethylamodiaquine (r = 0.189; p = 0.0138). Associations between
PPQ and chloroquine or lumefantrine were not significant (r = 0.137, p = 0.0755 and r =
0.114; p = 0.1413, respectively). The values of the coefficient of determination (r%) of the
different associations were too low to explain the wide range of PPQ responses.

The copy number values ranged from 0.16 to 1.51 with a mean of 1.04 (Figure 2).
None of the isolates had more than one copy of the plasmepsin 2 gene.

We did not observe any plasmepsin 2 gene amplification in the African isolates
analyzed in this study. There was no association between the copy number of the plasmepsin
2 gene and susceptibility to PPQ. The most representative countries in terms of numbers were
the Cameroon and Céte d’Ivoire (47 and 37 isolates, respectively). Seven isolates (ICso > 90
nM) were outside the main scatter points representing the distribution of the in vitro responses
to PPQ (Figure 1) and could be considered as parasites with reduced susceptibility to PPQ,
although below 135 nM for six of them. The Cambodian P. falciparum strains, which were
resistant ex vivo to PPQ and showed amplification of the plasmepsin 2 gene, presented ICs
ranged from 89.3 to 159.6 nM (12). Among these seven isolates, four came from Cameroon
and two from Cote d’Ivoire, suggesting the presence of few P. falciparum strains with
reduced susceptibility to PPQ. The primary limitation of the present study is the low number
of parasite isolates with reduced susceptibility to PPQ, probably due to the low use of
dihydroartemisinin-piperaquine in Africa compared to Southeast Asia. Additionally, none of
the seven isolates with reduced susceptibility to PPQ (ICso > 90 nM) harbored more than one
copy of the plasmepsin 2 gene. This phenomenon was also shown in Cambodian isolates
harbouring a single copy of plasmepsin 2 gene for which a large range of PPQ ICs, was
observed as well as some parasites with high 1Csq (12). The use of the standard ex vivo assay
and not the PPQ survival assay (PSA) can be questionable (11, 26). However, Amato et al
identified the same association between ex vivo PPQ resistance and the amplification of the
plasmepsin 2 gene by using a standard susceptibility drug assay (12). The resistant parasites
showed ex vivo I1Csy values between 89.3 and 159.6 nM and in vitro 1Cs, values between 55.9
and 79.7 nM after cultures had adapted, reflecting a high PSA % survival that ranged from
52.2 to 74.9% (12). Additionally, a novel mutation (F145I) on the P. falciparum chloroquine
resistance transporter gene (pfcrt) was recently identified and described to have an association
with the PPQ ICg, values in Cambodian isolates by the standard in vitro assay (27). The
influence of this mutation will have to be evaluated in African P. falciparum isolates.

The amplification of the plasmepsin 2 gene does not fully explain the in vitro

susceptibility decreased to PPQ of some P. falciparum parasites in Africa. Indeed no
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correlation was observed between the copy number of the plasmepsin 2 gene and ex vivo
susceptibility to piperaquine in P. falciparum Ugandan isolates (21). The use of
dihydroartemisinin-piperaquine as intermittent preventive treatment during pregnancy (IPTp)
did not select for genotypes associated with amplification of the plasmepsin 2 gene in Uganda
(28). Additionally, no amplification of the plasmepsin 2 gene was found in Cameroonian
recrudescent Plasmodium falciparum parasites two years after treatment by
dihydroartemisinin-piperaquine (29). Gupta et al. reported that 1.1% of the Plasmodium
falciparum isolates circulating in Mozambique in 2015 harbored multiple copies of the
plasmepsin 2 gene (30). However, none of these isolates were compared with in vitro data or
clinical responses. These data do not allow assess the possible association between
amplification of the plasmepsin 2 gene and reduced susceptibility to PPQ. Additionally,
Amato et al showed that more than half of isolates harbouring multicopies of the plasmepsin 2
gene presented low susceptibility to PPQ, suggesting that amplification of the plasmepsin 2
gene did not alone explain reduced susceptibility to PPQ (12).

These finding suggest that copy number variation of the plasmepsin 2 gene may not
alone predict PPQ resistance in Africa. It seems that over resistance mechanisms and
therefore other molecular markers may exist in Africa compared to Asia. This phenomenon
has been also observed with resistance to artemisinin which is associated with pfk13
polymorphisms in Asia, while none polymorphism is observed in most of the cases of clinical
failure of ACT in Africa (10,31-35). To overcome the limitation of this study, i.e., the low
number of samples with reduced susceptibility, it is imperative to further assess more isolates
from different geographical areas of Africa, and especially more P. falciparum strains

resistant to PPQ from Africa.
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Table 1. Geographical repartition of the 175 Plasmodium falciparum isolates

Country Isolates number Percentage
Cameroon 47 26,9
Cote d'lvoire 37 21,1
Central African Republic 18 10,3
Guinea 15 8,6
Republic of the Congo 14 8,0
Togo 8 4,6
Burkina Faso 7 4,0
Gabon 7 4,0
Benin 5 2,9
Chad 2 1,1
Comores 2 1,1
Ghana 1 0,6
Madagascar 2 1,1
Mali 2 1,1
Nigeria 2 1,1
Angola 1 0,6
Democratic Republic of the Congo 1 0,6
Djibouti 1 0,6
Senegal 1 0,6
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Dihydroartemuisimin-piperaquine, which was registered in 2017 in Senegal is not currently
used as the first-line treatment against uncomplicated malana. A total of 6.6 to 17.1% of P.
Jalciparum isolates collected in Dakar in 2013-2015 showed ex vivo reduced susceptibility to
piperaquine. Neither the exonuclease-E415G mutation nor the copy number varnation of the
Plasmepsin 2 gene (PfpmZ), associated with piperaquine resistance in Cambodia, was

detected in Senegalese parasifes. Pfimp? is not necessary for piperaquine resistance.

Keywords: malaria, Plasmodium falciparum, antimalarial drog, in vifro, resistance, molecular

marker. Plasmepsin 2, piperaquine
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37  Since 2005, the World Health Organization (WHO) has recommended artemisinin-based
38 combmation therapy (ACT) as the firsi-line treatment against malama The emergence of
39 resistance to arfemismins, mamifesied by delayed parasite clearance afier monotherapy with
40  artesumate or ACT, was recenily described mm Southeast Asia (1,2). Dihydroartemisinin-
41  piperaquine is the most recent ACT to be commerciahized However, multidrug resistance to
42  dihydroartemisimn-piperaquine is cumently emergmg in Cambodia, where recrudescent
43  infections have rapidly increased (3-3). Additionally. in vifro resistance to piperaquine was
44  detected and increased rapidly between 2013 and 2015 in Cambodia (6).

45 Very few cases of resistance to dihydroartemisinin-piperaquine have been described in
46  Africa (7). Two cases of late treatment failure after 30 and 32 days was reported in Italian
47  travelers returning from Ethiopia and treated with dihydroartemisinin-piperaquine (8.9).

48 Dihydroartemisinin-piperaquine obtained marketing authorization only in June 2017 in
43  Senegal Artemether-lumefantrine and artesunate-amodiaquine combinations are currently the
50 ACTs the most used m Senegal Dihydroartermsimin-piperaquine demonstrated a high efficacy
51  in the treatment of uncomplicated malana or in seasonal intermittent preventive freatment in
52  children in Senegal (10-13).

53 Recently, an increase in the copy number of the Plasmepsin 2 gene (PipmZ)
54 (PEF3D7 _1408000), which codes for a protease involved in hemoglobin degradation, has been
55  associated with dihvdroartemisinin—piperaquine treatment failures and raised piperaquine
56  inhibitory concentrations 50% (ICses) in Cambodia (14.15). The presence of parasites
57 carrying 2 copies of Pfpm? was confimued in 7 mfections out of 65 climcal failures to
58  dihydroartenmsimn—piperaquine in Mah (16).

59 The exonuclease gene (PF3D7 1362500) was one of the 40 candidate drug fargets for P
60  jfalciparum identified by in silico prediction (17). The nmtation E415G in the exomuclease

61 gene (exo-E413G) was correlated with high inhibitory concentrations 50% (ICsp) of
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piperaquine in 297 isolates from Cambodia (Pursat, Preah and Ratanakiri) obfained from 2011
to 2013 (15). This exg-E415G mutation was associated with parasite recrudescence following
dihydroartenisinin-piperaquine treatment.

The aim of this study was to establish a susceptibility baseline of P. fhlciparum parasites to
piperaquine before the implementation of dilydroartemisinin-piperaquine combination in
Senegal. by evaluating the P. falciparum ex vivo suscepiibility fo piperagquine and the
prevalence of the molecular markers potentially involved in piperaquine resistance.

A total of 76 P. falciparum clinical isolates collected by venous blood samples before
treatment from falciparum malaria patients freated at the Hopital Principal de Dakar from
November 2013 fo Jamuary 2014, August to December 2014 and September to November
2015 were assessed for ex vivo suscepiibility fo piperaqune and evaluated for the copy
mumber of Pfpm? and the exo-E415G mutation. Seventy-five percent of the patients were
recruited from the emergency department. The patients were freated with quinine until 2014
and then with artesunate, arfemether-lnmefanirine or artesunate-amodiaquing.

Parasitemia, which ranged from 0.06 to 14 4% and monoinfection by P. falciparum was
estmated wsing a flun blood smear stained with RAL (RAI., Pans, France) and rapid
diagnostic test PFHRP2-based Palutop4+" (All Diag, Strasbourg, France).

The susceptibility of the isolates was assessed without culfure adaptation. The parasitized
red blood cells (final maxinmm parasitenia, 0.5%; final hematocnt, 1.5%) were incubated in
06-well plates predosed with antimalanial dmgs (piperaquine (PPQ). chloroquine (CQ).
quinine (QN), monodesethylamodiaquine (DQ). (mefloquine) MQ, lumefantrine (LMF) and
dibydroartenusinin (DHAY) for 72 h at 37°C with atmospheric generators for capnophilic
bactenia using Genbag CO2 at 5% COz and 15% O (BioMénews, Marcy 1'Etoile. France), as
previously described (18.19). PPQ was first dissolved in methanol and then diluted in water

to final concentrations that ranged from 1.9 to 998 oM. An ex vive HEP2-based enzyme-
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linked immunosorbent assay (ELISA) was then performed using a commercial Malania Ag
CELISA kit (reference EM?159; Cellabs PTY Lid, Brookvale, Australia), as previously
described (18,19). Each batch of plates was validated on the CQ-resistant W2 strain (isolated
in Indochina; obtained from ME4, VA, USA) m four independent experiments using the same
conditions described below. The mean ICs; value for the W2 strain for the different batches
used during the three years was 32.5 oM for PPQ (and 292 oM for CQ, 275 aoM for QN, 72
oM for DQ, 13.7 oM for LMF, 154 nM for MQ and 1.27 nM for DHA). A companison of W2
susceptibility data for the 7 antimalarial drugs indicated that there was no significant
difference in the responses to antimalanal dmgs over the three years (0.39=p=0.05).
Additionally, the polvmorphic genetic markers mspl] and msp? and microsatellite markers
specific to Plasmodium falciparum were genofyped at least once a month to verify W2
clonality (20,21).

The copy mumber of Pfpm? (PF3D7 140800} was assessed by quantitative PCE. on the
Lightcycler® 2.0 (Roche, Germany), as previously described (22). Isolates with a copy
mmber greater than 1.6 were classified as isolates with 2 copies (14). An isolate collected
from a patient with imported malaria after refurning from Cambodia and harboring 2 copies of
Pipm2 was used positive control (sample kindly provided by Pr. Houzé).

The two exons of the exomiclease gene (PF3D7_1362500) were amplified by PCR using the
following primer pairs: Exol F 5'- GGAACATAAGAAGGGTACTGAGC -3 and Exol R
S-CATCTGATGATAGGAGGTGCAA-3* for exon 1 and Exe2 F 5-
GAATGGAGTCATTTAGCAGCAA -3 and Exo2 R 5-
CATTCCCATGTACTATCTTTGAACTT - 3" for exon 2. For each exon. a standard PCR. was
carried ouf with 25 pl tofal reaction muxture containing 200 ng of genomic DNA, 0.32 pM of
each pnmer, 1X final concentration of reaction buffer (20 mM Tns-HCL, 1 mM DTT, 0.1 mbM

EDTA. 0.1 M KCL, 0.5% (v/v) Nonidet P40, 0.5% (v/v) Tween 20, pH 8.0). 2.5 mM MgCL.
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112 200 pM dNTP mixture and 1 U of Red Diamond Tag® polymerase (Eurogentec, Belginm).
113  The thermal cycler (T3 Biometra) was programmed as follows: 5 min at 95°C then 40 cycles
114  of 30 sec at 95°C, 30 sec at 50°C, 1 min 15 sec at 72°C and a final extension for 10 min at
115 72°C. The amplified fragments were sequenced using the two PCE forward primers on an
116 ABI Pnism 3100 analyzer (Applied Biosystems) according to the mamufacturers’ instructions.
117  The sequences were analyzed using Vector NTI advance software (version 11, Invitrogen,
118  Cergy Ponfoise, France) to identify the mutations recently shown to be involved in the ax vive
119 suscepfibility to PPQ.

120 The Mann-Whitney U test was used to compare susceptible and resistant groups.
121 Dafferences were considered statistically significant if p < 0.05. Analyses and graphics were
122  performed using XI.STAT software v19.4 (Addinsoft).

123 Wone of 76 P falciparum Senegalese i1solates exhibited a bimodal dose-response curve when
124  exposed to PP(), unlike Cambodian parasifes, and displayed usual sigmoidal doses-responses
125 curves (23-25). The distribution of the ICsy values for PPQ and the other six antimalarial
126  drugs is shown in Figure 1. The ex vive PPQ ICsp of the 76 isolates ranged from 2.5 to 242
127 oM This wide range of PP() responses is in accordance with previous studies on African
128  parasifes assessed using a 42 hrs 1sofopic test or a 72 hos HRP2 ELISA detection (22.26.27).
125  Only the isolates collected in 2016 in Uganda and assessed using a 72 hrs fluorescence assay
130 with SYBR green I detection presented a narmow range for PPQ) ICs, from 1.8 to 26.6 oM
131  (28), unlike those collected in 2010-2013 but evaluated using HRP2 ELISA detection (3.1 to
132 188.9 aM) (27). ICs; values depend on methodology, i.e. incubation conditions (gas, time) of
133 detection way (29-32). A hmitation could be the use of the standard ex vive assay fo assess
134  PP() susceptibility and not PPQ) survival assay (PSA) (23). However, PP() susceptibility is

135  cumently more frequenily estimated by standard assay then PSA (15.24.27 28,33 34).
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136 The ICsy values of isolates with reduced susceptibility to PPQ) (6.6%), 1.e. ICsy values above
137 135 oM. ranged from 139 to 242 nM (26). A total of 17.1% of Senegalese isolates showed
138 ICsp above 90 oM. This cut-off of 90 oM was deduced from previous Cambodian data (15).
139  The Cambodian P. falciparum strains, which were resistant ex vivo to PPQ) and showed
140  amplification of Pfpm2, showed ICsp values ranged from 893 to 1596 oM using in vitre
141  standard assay. These data would suggest that 6.9 to 17.1% of the P falciparum isolates from
142  Dakar would have reduced susceptibility to PPQ without any current use of DHA-PPQ in
143  Senegal Significant associations were found between PPQ and DHA (Pearson’s coefficient of
144  correlation of 0.56, p=0.00002) and MQ (r=0.46. p=0.00003). Associations between PPQ and
145  LMF (r=0.03, p=0.770), DQ (0.07, p=0.568). QN (r=0.05, p=0.678) or CQ (r=0.02, p=0397)
145  were weak and not significant. Thirty-one percent and 22% of the variation in the ex vive
147  response to PPQ could be explained by variation in response to DHA and MQ, respectively.
148  Reduced susceptibility to artemisinin derivatives could lead to reduced susceptibility to PPQ
149 by cross-resistance. These data suggest that parasites that would be resistant to ACTs would
150 be resistant to DHA-PPQ. However, all the patients infected with parasites with PPQ
151 suscepfibility ranged between 90 and 100 nM were successfully treated arfesumate or
152  artemether (35). All the patients infected with parasites with PPQ susceptibility above 100 oM
153 were treated with quinine.

154 The copy mumber vanation of Pfpm? was successfully analvzed for 64 isolates (11 from
155 2013, 20 from 2014 and 24 from 2013). The calculated copy numbers ranged from 0.74 to
156  1.31 with a mean of 0.94 = 009 in the PPQ) susceptible group (IC;; under 135 nbM) and 0 96 =
157  0.05 in the group with PPQ) reduced susceptibility (ICs; above 135 nM) and. Copy mumbers
158  were not significantly different between the susceptible and the resistant group (p = 0.284)
159  (Figure 2). Additionally, there was no difference in copy mumber vanation between P.

160  falciparum isolates with ICsy under or above 90 oM (0.94 = 0.11 versus 0.91 +0.08).
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161 Sequencing of exon 1 and 2 of the exomuclease gene was successfully performed for 76 and
162 77 isolates, respectively. None of the 77 Senegalese isolates successfully sequenced on exon 2
163  harbored the exp-E415G mtation, although three other mutations were detected in this gene,
164 including S114C (PPQ) ICs= 6.4 nM). N419H (PPQ ICso= 41.1 nM) and T435A (PPQ ICs=
165 656 nM). All 1solates with a PPQ ICs; above the threshold of 135 nM were wild-type. The
166 E415G mutation and more generally polymorphisms in the exonuclease gene in Senegalese
167  1isolates are not associated with ex vive reduced suscepfibility to PPQ conirary to what has
168  been previously shown in Cambodian parasites (15).

169 None of the isolates showed amplification of Pfpm2, suggesting the absence of PPQ)
170  resistance in Dakar. These data are in concordance with those observed in Sierra Leone in
171 2016 (0%) and in Mozambique in 2015 (1.1%) (36,37). Rasmussen at al. reported prevalence
172 of multicopy Pfpm2 above 10% in Uganda (28).

173 Onr results show prevalence of 6.6 (ICs; above 135 nM) to 17.1% (ICs; above 90 nh) of P.
174  falciparum isolates with reduced susceptibility to PPQ) in Dakar associated with an absence of
175 Plasmepsin 2 amplification. These results suggest that multicopy Fipm2 1s not necessary for
176 PPQ reduced susceptibility. Only 10% of P. falciparum isolates collected from clinical
177  fatlures to DHA-PPQ) in Mali carried 2 copies of Pfpm2 (16). Additionally, no correlation was
178  observed between the copy number of Pfpm? and ex vive susceptibility to PPQ in P.
179  jfalciparum Ugandan isolates (28). The use of DHA-PPQ as infermittent preventive treatment
180  during pregnancy (IPTp) did not select for genotypes associated with resistance in Cambodia
181 such as the Pfpm? or the exomuclease gene (38). No amplification of Pfpm? and no exvo-
182  E4I5G nutation were found in Cameroonian recrudescent Plasmodium falciparum parasites
183 two years affer treatment by dihydroartenusinin-piperaquine (39). Additionally, parasites
184  collected in malaria case imported from Ethiopia after DHA-PP() failure had a single copy of

185  Pfpm2 (9). All these data suggest that nmltiple copies of Pfpm.2 are not necessary for PPQ)
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186  resistance in Africa and other genes can be involved. Other genes must be studied, such as the
187 FRING E3 ubiguitin protein ligase gene (40) or the Plasmodium jfalciparum multidmg
188  resistance 6 gene (pfindrd) (41). The KT76T nmtation in the Plasmodium falciparum
189  chloroquine resistance transporter gene (Pftrf) which i1s involved i CQ resistance is not
130 involved in in vivo or ex vivo PPQ resistance (42,43) but new mufations in this gene, like
191  HOTY, F1451. M343L or G353V, could be (24,34).
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407  Figure 1. Distnbution of ex vivo responses of 76 P. jfalciparum clinical field isolates from
408  Dakar, Senegal to piperaquine (PP()). monodesethylamodiaquine (D)), mefloquine (M),
409  chloroquine (CQ)), quinine (QN), lumefantrine (LMF) and dihydroartemisimin (DHA). The
410  black line represents the cut off for ex vivo reduced susceptibility.
411
412  Figure 2. Distribution of the estimated copy numbers of Pfpm.? according to piperaquine
413 (PPQ) ICso.
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Marie Gladys ROBERT

IDENTIFICATION ET VALIDATION DE MARQUEURS MOLECULAIRES IMPLIQUES
DANS LA DIMINUTION DE SENSIBILITE A LA PIPERAQUINE CHEZ Plasmodium
falciparum

RESUME :

Le paludisme reste aujourd’hui encore un probléme de santé publique majeur. Depuis
2002, ’OMS recommande les combinaisons a base d’artémisinine dans le traitement des
acces simples de paludisme a Plasmodium falciparum, et notamment la dihydroartémisinine —
pipéraquine. Mais des résistances a ces deux molécules émergent dans le sud-est asiatique. Un
marqueur moléculaire de résistance aux dérivés de I’artémisinine a récemment pu étre mis en
évidence. Cette étude a pour objectif d’identifier des marqueurs moléculaires prédictifs de la
diminution de sensibilité a la pipéraquine.

Deux axes ont été abordés : la validation des genes candidats Plasmepsin 2, Pfpare et
Pfcarl sur des isolats africains de P. falciparum par une étude d’association phénotype-
génotype, et la mise en place d’un protocole de culture sous pression de pipéraquine en vue
d’induire une résistance sur un clone de laboratoire initialement sensible, et d’identifier de
nouveaux marqueurs moléculaires de résistance a la pipéraquine en étudiant le génome de ce
clone résistant.

Nos résultats montrent 1’absence d’implication des candidats marqueurs dans la
réduction de sensibilit¢é a la pipéraquine d’isolats africains. La recherche de nouveaux
marqueurs moléculaires est donc nécessaire sur la base de cette étude, et la culture sous

pression de pipéraquine pourrait étre un moyen d’atteindre cet objectif.

MOTS CLES : Paludisme, résistance, pipéraquine, marqueurs moléculaires, Plasmepsin2

FILIERE : Biologie médicale
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