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Introduction

A ce jour le paludisme reste la premiere cause de morbidité et de mortalité dans
le monde. Quelques 3,2 milliards de personnes vivent dans les zones a risque de
transmission palustre. Approximativement 216 millions de cas cliniques (entre
149 et 274 millions) sont survenus en 2010 avec 655 000 cas de déces (entre
537 000 et 907 000) et la plupart d’entre eux sont dus a Plasmodium falciparum
(WHO, 2011). Les schémas de transmission et de morbidité varient énormément
selon les régions et a ’intérieur d’un méme pays (WHO, 2009). Ces variations
tiennent aux différences entre les parasites et les moustiques vecteurs, aux
conditions écologiques qui influent sur la transmission et a des facteurs
¢conomiques comme la pauvreté et 1’acces aux soins et aux services de
prévention efficaces. Dans les pays Africains d’endémie, le paludisme est a
I’origine de 25 a 35% des consultations ambulatoires, de 20 a 45% des
hospitalisations et de 15 a 35% des déceés a I’hopital, faisant ainsi peser une
lourde charge sur les systémes de santé¢ déja fragiles (WHO, 2009). Les enfants
de moins de cinq ans et les femmes enceintes constituent les populations les
plus vulnérables et paient un lourd tribut.

L’infestation palustre pendant la grossesse est un probléme de santé publique
majeur survenant dans toutes les régions tropicales et subtropicales.

En Afrique, environ 30 millions de femmes enceintes vivent dans les régions
impaludées dont la plupart dans des zones de transmission stable (Dellicour et
al., 2010). Les conséquences du paludisme au cours de la grossesse sont
dramatiques aussi bien pour la mere que pour I’enfant a naitre. Ainsi le
paludisme est une cause fréquente d’anémie chez la femme enceinte, de mort
maternelle, de faible poids de naissance chez I’enfant, de prématurité¢ et de
mortalité infantile (Sarr et al., 2006, WHO, 2006 ; Menendez et al., 2010). Pour
réduire ces conséquences néfastes associées au paludisme au cours de la
grossesse, I’OMS recommande la prévention par le Traitement Préventif

Intermittent (TPI) et les Moustiquaires Imprégnées d’Insecticides (MII) pour les
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femmes enceintes vivant dans les zones de transmission stable & P. falciparum.
Ce TPI implique la prise d’au moins deux doses de traitement d’un
antipaludique efficace comme la Sulfadoxine-Pyriméthamine (SP) durant les
consultations prénatales de routine a toutes les femmes vivant dans ces zones.
Le TPI constitue depuis une stratégie essentielle de ’OMS pour des grossesses
a moindre risque. Il a été introduit dans plus de 26 pays Africains dont la Cote
d’Ivoire en 2005. Cependant peu d’études portant sur les effets bénéfiques du
TPI et la prévalence de I’infestation palustre placentaire ont été conduites dans
notre pays avant et méme apres I’adoption de cette stratégie (Vanga-Bosson et
al., 2010).

Aujourd’hui, la chimioprophylaxie antipalustre de la femme enceinte est donc
une constante de tous les programmes nationaux de lutte des pays d’endémie. Si
I’on excepte les voyageurs résidant de facon transitoire dans une zone
d’endémie, les femmes enceintes constituent aujourd’hui, la seule population
recevant une chimioprophylaxie antipalustre. Cette prophylaxie a largement
prouvé son efficacité (diminution de la morbidité, diminution des acces
palustres, diminution de I’anémie maternelle, augmentation du poids de
naissance de I’enfant entre autres) dans les régions ou ce médicament est encore
efficace (Sirima et al., 2006, Tiono et al., 2009 ; Sridaran et al., 2010).

Des ¢tudes conduites dans différentes régions de la Cote d’lvoire et
particulicrement a Abidjan ont montré des taux relativement élevés d’échec
thérapeutique a la sulfadoxine-pyriméthamine ainsi qu’une prévalence ¢élevée
des mutations associ¢es a des genes de résistance a ce médicament (Djaman,
2003 ; Penali ef al., 2009 ; Djaman et al., 2010). Le phénoméne est plus grave
pour la chloroquine d’ou I’abandon de cette molécule en traitement de premicre
intention et en traitement prophylactique antipalustre chez la femme enceinte
depuis 2003 (Anonyme, 2008). Cinq années apres cet arrét, il serait interessant

de voir le niveau actuel de resistance de P.falciparum a la chloroquine. En cas



de reversion de la chloroquino-résistance, cette molécule pourrait étre & nouveau
utile en chimioprophylaxie et en traitement curatif du paludisme.

En Cote d’Ivoire et ailleurs en Afrique, le niveau de résistance a la sulfadoxine-
pyriméthamine (Djaman, 2003 ; Djaman et al., 2007 ; Penali et al., 2009),
pourrait donc remettre en cause son efficacité en TPI chez la femme enceinte.
En effet, contrairement aux protocoles de traitement des malades, il est difficile
de prévoir I’efficacité de la prophylaxie dans une région ou existent déja des
souches plasmodiales résistantes. Ainsi le niveau de résistance a partir duquel le
TPI avec la SP serait inefficace reste une inconnue. Cela impose de ce fait non
seulement une évaluation réguliére et continue de la SP mais également la
recherche de nouvelles stratégies de prévention du paludisme chez la femme
enceinte. On dénombre parmi ces stratégies 1’évaluation de nouvelles molécules
en TPI dans cette population a risque.

Ainsi des études sur de potentiels candidats au TPI chez la femme enceinte sont
en cours et les dérivés de I’artémisinine seraient une alternative intéressante a la
SP. Mais des travaux récents ont mis en évidence une résistance de

P. falciparum aux dérivés de D’artémisinine a la frontiere Thailando-
Cambodgienne créant I’inquiétude dans la communauté scientifique (Noedl et
al., 2008 ; Dondorp et al., 2009 ; WHO, 2009 ; Dondorp et al., 2010). En effet
une extension de la résistance aux dérivés de I’artémisinine comprometterait
gravement les acquis de la lutte contre ce fléau ces dix dernieres années.
Plusieurs facteurs notamment la persistance des monothérapies et I'usage a
grande échelle de CTA contrefaites favoriseraient I’émergence de la résistance
aux dérivés de I’artémisinine (Legris, 2005 ; Granado et al., 2009 ; Newton et
al., 2010). Malheureusement ces facteurs de risque sont réunis dans notre pays
ou les dérivés de I’artémisinine sont déployés depuis plusieurs années faisant

craindre une émergence de la résistance de P. falciparum a ces molécules.



Pour résoudre les problémes soulevés ci-dessus, il est nécessaire d’apporter des

réponses aux questions reliant chimiorésistance et TPI chez la femme enceinte.

Ainsi notre travail s’est articulé autour de trois principales questions:

1.

2.

3.

Quel est le niveau de résistance de P. falciparum a la SP et a la CQ en
Céote d’Ivoire?

Le Traitement Préventif Intermittent avec la SP serait-il encore efficace
en cas de résistance élevée de P. falciparum a ce médicament?

Existe-t-il une émergence de la resistance aux dérivés de I’artémisinine
candidats potentiels au TPI chez la femme enceinte, aprés plusieurs

années d’utilisation dans notre pays?

Nous nous proposons dans ce travail de vérifier les hypotheses suivantes :

le niveau de résistance de P. falciparum a la SP serait encore elévée
malgré son retait en traitement curatif du paludisme simple en Cote
d’Ivoire en 2005. La situation serait de méme pour la CQ;

la SP correctement prise en TPI chez la femme enceinte serait encore
efficace contre P. falciparum malgré probablement une résitance elévée
de P. falciparum. Dans ce cas il y’aura peu de parasites placentaires a
I’accouchement chez les femmes ayant été correctement prises en charge
lors des Consultations Prénatales (CPN). Il s’en suivra chez ces femmes,
des prévalences moins importantes de faible poids de naissance, d’anémie
maternelle, de prématurité, d’avortement et de morts nés;

malgré 1I’émergence de la résistance de P. falciparum aux dérivés de
I’artémisinine a la frontiere thailando-cambogdienne et 1’existence de
facteurs de risque d’émergence persistants dépuis plusieurs années dans
notre pays, les dérivés de I’artémisinine en association seraient encore
efficaces et pourraient eventuellement étre une alternative a la SP en cas

d’inefficacité de cette derniére en TPI.

Par conséquent le but de ce travail est de vérifier si la stratégie par la SP lors du

TPI est effective, efficace, et peut encore étre maintenue en Cote d’Ivoire
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pendant quelques années. On pourra donc disposer d’importantes données
cliniques et biologiques comparables a d’autres zones géographiques. Ces
informations seront essentielles a la fois aux différentes unités de recherche qui
travaillent en amont, mais aussi aux équipes d’intervention qui travaillent en
aval, afin de suivre, controler et guider au mieux la lutte contre le paludisme et
plus particulierement le paludisme au cours de la grossesse.

Il permettra €galement au cours de sa réalisation d’attirer I’attention des femmes
sur I’importance de respecter toutes les CPN recommandées pour une grossesse
saine avec moins de risque dans les zones d’endémie palustre.

Le suivi et I’évaluation du TPI sont donc essentiels aussi bien pour son
effectivité mais aussi et surtout pour son efficacité.

Pour la réalisation de ce travail les objectifs suivants ont été définis:

Objectif général
Evaluer I’efficacit¢ du TPI par la SP en rapport avec le niveau de résistance de

P.falciparum a certains antipaludiques (SP, CQ).

Objectifs spécifiques

1. Determiner les mutations des geénes dhfi, dhps et crt des souches
plasmodiales des zones d’étude.

2. Déterminer la prévalence du faible poids de naissance chez les femmes
sous TPI, de [Dinfestation palustre placentaire, de la prématurité, de
I’avortement et des morts nés apres I’introduction du TPI 1l y’a quelques
années.

3. Déterminer [Defficacité thérapeutique et la tolérance des combinaisons
thérapeutiques a base de dérivés de I’artémisinine chez les sujets souffrant

de paludisme non compliqué a P. falciparum.






I. EPIDEMIOLOGIE
Le paludisme est une érythrocytopathie due a un hématozoaire du genre
Plasmodium transmis a I’homme par la piqlire d’un moustique vecteur du genre

Anopheles dont seule la femelle transmet la maladie.

I.1. Situation de la maladie

I.1.1. Dans le monde

La zone géographique impaludée s'est considérablement rétrécie depuis 50 ans.
Mais la lutte contre cette maladie devient de plus en plus difficile et les acquis
se sont peu a peu érodés.

Le paludisme pose aujourd'hui un probléme majeur de santé publique dans plus
de 90 pays représentant au total quelque 2,4 milliards de personnes, soit 40 %
de la population mondiale. L'incidence mondiale de la maladie est estimée a 149
- 274 millions de cas cliniques en 2010. Plus de 90 % de tous les cas de
paludisme surviennent en Afrique subsaharienne. La mortalité due au paludisme

a été évaluée entre 537 000 et 907 000 de morts en 2010 (WHO, 2011).

[.1.2. En Afrique

L'immense majorité des déces dus au paludisme surviennent en Afrique, au sud
du Sahara, ou cette maladie fait aussi sérieusement obstacle au développement
¢conomique et social. On estime a plus de 12 milliards la perte annuelle de PIB
due au paludisme en Afrique, alors qu'une fraction de cette somme suffirait a le
maitriser (WHO, 2010).

Le paludisme est la principale cause de mortalité chez les enfants de moins de
cinq ans en Afrique (20%) et il représente 10% de la charge totale de morbidité
du continent. Il est responsable de 40% des dépenses de santé publique, de 30-
50% des admissions dans les hopitaux et de plus de 50% des consultations

externes dans les zones de forte transmission (WHO, 2009).



Le paludisme affecte essentiellement I'Afrique, et ce pour plusieurs raisons. La
plupart des cas de paludisme en Afrique subsaharienne sont dus a Plasmodium
falciparum, la forme la plus grave de la maladie car potentiellement mortelle.
Cette région héberge aussi les especes de moustiques les plus efficaces. De
nombreux pays d'Afrique sont en outre privés d’infrastructures et de ressources
nécessaires pour organiser des campagnes antipaludiques durables et peu d'entre
eux ont donc bénéfici¢ des efforts déployés de longue date pour contrdler le
paludisme.

La résistance aux antipaludiques bon marché tels que la chloroquine et la SP a
¢té pour beaucoup dans l'augmentation de la morbidité et de la mortalité

palustre sur le continent (WHO, 2010).

1.1.3. En Cote d’Ivoire

Le paludisme représente la premiere cause de mortalité (10%) et de morbidité
(40%) dans la population générale. Les enfants 4gés de moins de 5 ans et les
femmes enceintes sont les plus touchés et payent un lourd tribut a la maladie. Ce
fléau est responsable d’absentéisme scolaire (40%) et professionnel (42 %), de

baisse de productivité agricole ou industrielle (Anonyme, 2008).



[ Présence de paludisme .

[ Lute contre la éintroduction du paludisme
|| Pasde paludisme 0 12502500 5000 Kiometes
|| Non applicable __—

Figure 1: Pays et territoires affectés par le paludisme en 2010.

http://www.who.int/gho/malaria/malaria_003.jpg Consulté le 15 Juin 2012
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I.2. Agents pathogénes et spécificités

1.2.1. Définition

Le Plasmodium est un protozoaire polymorphe intra-érythrocytaire de 2 a 5
micrometres de diametre dont la multiplication est asexuée (ou schizogonique)
chez ’homme et sexuée (ou sporogonique) chez le moustique vecteur,

I’anophele femelle ((Bogitsh & Cheng, 1998).

[.2.2. Taxonomie (Gentilini, 1993)

Les agents pathogenes sont des protozoaires appartenant :
- Auphylum des Apicomplexa ;
- Alaclasse des Sporozoea ;
- Alasous classe des Coccidia ;
- A lordre des Eucoccidiida ;
- Au sous ordre des Haemosporina ;
- Au genre Plasmodium.
Cing especes parasitent I’homme:
- Plasmodium falciparum ;
- Plasmodium malariae ;
- Plasmodium vivax ;
- Plasmodium ovale ;

- Plasmodium knowlesi.

1.2.3. Morphologie et cycle évolutif (Mouchet ef al., 2004, OMS,
2011)

La morphologie du parasite change sans cesse dans son aspect et sa taille, au
cours du cycle biologique. Les plasmodies sont des parasites intracellulaires

dont la multiplication nécessite un hote intermédiaire vertébré (Homme) ou se
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déroule le cycle asexué ou schizogonie, et un hote définitif invertébré

(anophéle) chez qui se déroule la multiplication sexuée ou sporogonie.

12.3.1. Chez I'homme

Au cours d'une piqlre chez 'Homme, I'anophele femelle infesté injecte avec sa
salive dans un vaisseau sanguin, des sporozoites (¢léments fusiformes de 8 a 12
micrometres de diametre) localisés dans ses glandes salivaires. Ces sporozoites
se répartissent rapidement dans tout l'organisme, pénétrant activement et
indifféremment dans différents types cellulaires. Seuls les sporozoites ayant
gagné le foie et franchis une derniére barriére constitué¢e par les cellules de
Kiipffer, poursuivent leur cycle : c'est la schizogonie tissulaire ou cycle exo-
érythrocytaire. Aprés sa pénétration dans 1’hépatocyte, le sporozoite s’arrondit,
se transformant en un élément uninucléé de quelques microns de diameétre
appelé cryptozoite. Deux possibilités d’évolution s’offrent alors a ce dernier :

- une évolution immédiate ou le cryptozoite grossit, son noyau et son
cytoplasme se divisent. Apres plusieurs divisions, il va se former au bout
d’une a trois semaines un schizonte mature ou « corps bleu » volumineux
(40 a 100 pm) contenant quelques milliers de noyaux déformant
I’hépatocyte hote. L’éclatement du « corps bleu » libére de nombreux
mérozoites qui gagnent le sang circulant pour initier la phase
¢érythrocytaire du cycle schizogonique ;

- au cours de la seconde évolution dite retardée, le cryptozoite hépatique
grossit légérement mais reste sous une forme uninucléée quiescente
appelée hypnozoite. Celle-ci sera activée a des périodes variables selon la
souche et I’espece plasmodiale donnant alors lieu & une schizogonie
hépatique « classique ». L’existence de formes hypnozoites chez P. ovale
et P. vivax explique les rechutes observées avec ces especes.

P. falciparum et P. malariae ne possédent pas ces formes. Chez P. malariae, les

acces de reviviscence sont liés a la persistance d'une parasitémie résiduelle
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indécelable sur frottis sanguin et goutte épaisse. Lors d'un affaiblissement de
I'immunité, cette parasitémie sera exacerbée.

Le mérozoite de provenance tissulaire pénetre dans 1'hématie par endocytose
pour initier la phase endoérythrocytaire et s'y transforme en trophozoite jeune.
Ce dernier grossit, son noyau se divise pour donner un schizonte chargé de
pigment malarique ou hémozoine. Chaque noyau va s’entourer d’une plage
cytoplasmique donnant ainsi naissance a un schizonte miir ou corps en rosace.

A ce stade, I’hématie fragilisée éclate pour liberer des mérozoites et de
I’hémozoine. Ces mérozoites vont parasiter des hématies vierges.

Cet acces fébrile est de type tierce (toutes les 48 heures) pour P. falciparum,
P.vivax et P.ovale ou de type quarte (toutes les 72 heures) pour P. malariae.
Pour P. knowlesi I’éclatement des corps en rosace intervient toutes les 24 heures
(Cox-Singh et al., 2008). Théoriquement, la périodicité du cycle érythrocytaire
devrait déterminer la présentation cyclique classique des symptdmes tous les 2
jours dans la fievre tierce et tous les 3 jours dans la fievre quarte. Toutefois, en
pratique, cette périodicité typique ne peut étre reconnue au début de la maladie
puisque la plupart des populations parasitaires sont hétérogenes avec pour
conséquence ’existence de cycles schizogoniques asynchrones.

Apres plusieurs cycles schizogoniques, certains mérozoites se différencient en
¢léments a potentiel sexué, les gamétocytes males et femelles qui sont les seules
formes plasmodiales intraérythrocytaires capables de poursuivre leur évolution
chez le moustique vecteur.

Il convient de noter que le Plasmodium est haploide pendant la totalit¢ de son

cycle chez I'Homme.

1.2.3.2. Chez l'anophéle femelle
En prenant un repas de sang sur un sujet infesté, l'anophele femelle absorbe les
différents stades du parasite. Les éléments asexués (trophozoites et schizontes)

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

Dans I’hypothése ou le moustique a ingéré du sang contenant des gamétocytes
d’un seul clone, il y a autofécondation entre gametes génétiquement identiques,
avec production de zygotes homozygotes pour tous les loci en l'absence de
recombinaison. Si des gamétocytes de plusieurs clones sont absorbés, des
croisements  hétérozygotes peuvent survenir, premiere source de
polymorphisme. La reproduction sexuée assure donc un brassage génétique
important : constitution de nouveaux individus (génotypes), génération de
nouvelles associations chromosomiques (« crossing over » et création de

nouveaux alléles par recombinaison intragénique).
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II. PALUDISME ET GROSSESSE

Les premiers travaux sur les manifestations cliniques du paludisme chez la
femme enceinte ont été effectués au cours d’épidémies ou de cas sporadiques
(Clark, 1915 ; Wickramasuriya, 1935 ; Torpin, 1941). Les résultats de ces
¢tudes avaient mis en évidence I’avortement ou la naissance d’un enfant mort-

né et I’acces pernicieux mortel pour la mere.

I1.1. Epidémiologie du paludisme chez la femme enceinte

L’infection palustre pendant la grossesse est un probleme de santé publique
majeur survenant dans toutes les régions tropicales et subtropicales. Dans la
plupart des zones d’endémie, les femmes enceintes représentent le principal
groupe d’adultes exposés a la maladie. Le phénomene a surtout été étudié¢ en
Afrique subsaharienne qui totalise 90 % de la charge mondiale de morbidité et
de mortalité liées au paludisme (Dellicour et al., 2010). Pendant la grossesse,
cette charge est essentiellement imputable a Plasmodium falciparum, qui est
I’espece la plus courante en Afrique. Les effets des trois autres parasites du
paludisme humain (P. vivax, P. malariae et P. ovale) sont moins évidents. En
2007, on a noté¢ dans le monde 83,5 millions de grossesse dans les régions de
paludisme a P. falciparum dont 54,7% dans les régions a paludisme stable et
30,6% dans les régions a paludisme instable. En Afrique, environ 30 millions de
femmes enceintes vivent dans les régions impaludées dont la plupart dans des
zones de transmission stable (Dellicour et al., 2010).

En Coéte d’Ivoire le paludisme représente 42% et 36% respectivement des
causes de consultation et d’hospitalisation des femmes enceintes (Anonyme,
2008).

Les symptomes et les complications du paludisme au cours de la grossesse
différent selon I’intensité de la transmission et, par la suite, le taux d’immunité
acquis par la femme enceinte (Desai et al., 2007). Au début des années

cinquante, il était admis qu’en fonction de I’endémicité, deux situations
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cliniques pouvaient étre distinguées : morbidité et mortalité élevées de la mere
et de I’enfant en cas de paludisme instable, relative bénignité en cas de
paludisme stable (Covell, 1950). Ce constat plutdt rassurant concernant les
régions de forte transmission palustre, attribu¢é a une meilleure protection
individuelle, était cependant tempéré par la constatation d’une diminution du
poids de naissance associée a I’infection placentaire (Bruce-Chawatt, 1952),
elle-méme responsable d’une morbidité et d’une mortalité accrues chez le bébé.
Selon les conditions locales de transmission du paludisme, les conséquences
pendant le déroulement de la grossesse sont différentes (Hamer et al., 2009).
D’une maniere générale, l'infection plasmodiale du placenta est fréquente, en
particulier en région de forte endémie palustre. Dans ce cas, les densités
parasitaires dans le placenta sont généralement beaucoup plus importantes que
dans le sang périphérique, et l'architecture placentaire est souvent altérée.
L’anomalie histologique la plus fréquente est une inflammation intervilleuse,
parfois massive, qui contribue de manieére déterminante a la perturbation des
¢changes trophiques entre la meére et le foetus (Duffy, 2007 ; Rogerson et al.,
2007).

Les femmes sont particuli¢rement a risque au cours de leur premicre et
deuxi¢me grossesse. Enfin, indépendamment de la région et de 1'endémicité, le
paludisme au cours de la grossesse augmente le risque d'anémie maternelle, le
risque de retard de croissance intra-utérin et de prématurité, et leurs
conséquences (Desai ef al., 2007).

En Afrique 5-10% des femmes enceintes développeraient une anémie sévere
dont 26 % sont attribuées au paludisme.

Dans les regions de forte transmission, le risque de petit poids de naissance
serait double chez les femmes présentant une infection palustre placentaire. En
Afrique subsaharienne 20% des petits poids de naissance sont attribuables au
paludisme gestationnel. On dénombre 62 000 a 363 000 déces infantiles liés au

petit poids de naissance chaque année en Afrique, ce qui équivaudrait a 17
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déces pour 1000 naissances vivantes. Bien qu’il existe moins de données quant
au role de P. vivax, il semble qu’il puisse lui aussi provoquer une anémie et une
insuffisance pondérale a la naissance (Desai et al., 2007 ; Ter Kuile &

Rogerson, 2008 ; Walther et al., 2010).
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I1.2 Physiopathologie du paludisme chez la femme enceinte

Au cours de la grossesse, il se produit une immunosuppression physiologique
meédiee par les hormones et les protéines associées a la grossesse. Cette
régulation est considérée par certains comme un ajustement nécessaire au
maintien du foetus qui est antigéniquement différent de la future mere et serait
de ce fait comme un corps étranger. L’état de dépression immune générale
affecte I’ensemble des mécanismes spécifiques (pour maintenir la grossesse) et
non spécifiques, qui entrainent une augmentation du risque a plusieurs
infections, dont le paludisme. Toutefois, quelques observations réalisées dans
des régions ou la transmission du paludisme est stable allaient a ’encontre de
cette idée répandue de la perte pendant la grossesse, de I’immunité
préalablement acquise par la femme (Rogerson et al., 2007). De plus, une
immunodépression généralisée ne peut pas expliquer I’influence de la parité ou
de I’age gestationnel sur la fréquence et/ou la sévérité de I’infection palustre
observée au cours de la grossesse (Steketee et al., 2001 ; Okoko et al., 2002).
Des études conduites dans des régions endémiques pour le paludisme révelent
que les propriétés de cyto-adhérence des parasites infectant le placenta humain
et les réponses immunitaires cellulaires et humorales de 1’hote expliqueraient,
dans une certaine mesure, les caractéristiques épidémiologiques frappantes
observées dans le paludisme maternel (Hviid, 2006 ; Rogerson et al., 2007).

En effet, la mise en évidence de I’adhérence d’hématies infectées au placenta a
permis de mieux comprendre les phénomenes en cause. En effet, la
physiopathologie du paludisme chez la femme enceinte se distingue des autres
formes de paludisme par la cytoadhérence des érythrocytes infectés a la couche
du syncytiotrophoblaste du placenta (couche de tissu feetal en contact avec la
circulation maternelle), ce qui conduit a une séquestration importante des
parasites dans le placenta. Cette cytoadhérence est attribuée a la capacité des
hématies parasitées par des souches plasmodiales de femmes enceintes, a

adhérer a un récepteur placentaire, la Chondroitine Sulfate A ou CSA
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(Rogerson, 2003; Crocker et al., 2004, Rogerson et al., 2007 ; Sander et al.,
2009). Les parasites placentaires possédent un phénotype d’adhésion particulier
qui les différencie des parasites obtenus chez les enfants, les hommes ou les
femmes non enceintes. Les parasites placentaires adherent préférentiellement a
la CSA, alors que les parasites issus de femmes non enceintes présentent
rarement ce phénotype. Ces derniers adherent classiquement a différents
récepteurs, notamment le CD36 et 'ICAM-1 (Intercellular Cell Adhesion
Molecule-1), de 1’hote humain (Rogerson, 2003). Les parasites capables
d’infecter le placenta constituent une fraction de la population parasitaire se
distinguant par des propriétés génétiques, antigéniques et phénotypiques
spécifiques (Rowe & Kyes, 2004 ; Gnidehou et al., 2010 ; Hommel et al.,
2010). Les ligands parasitaires des récepteurs CD36, ICAM-1 et CSA sont
exprimés par la famille des génes var, qui code pour I’antigéne PfEMP-1
(Plasmodium falciparum Erythrocyte Membrane Protein-1). Cependant, il n’est
pas encore formellement prouvé que PfEMP-1 soit le seul ligand de CSA, ni
que CSA soit le seul récepteur placentaire a 1’origine de la séquestration des
parasites. Le répertoire génétique de chaque parasite comprend une soixantaine
de geénes var, dont un seul est exprimé a la fois (Cot et al., 2003, Rogerson et
al., 2007) codant pour un ligand PfEMP-1 particulier a la surface de
I’érythrocyte infecté. Au cycle érythrocytaire suivant, le géne exprimé peut
éventuellement commuter ou « switcher » de maniere a coder pour un antigene
PfEMP-1 différent (Gnidehou et al., 2010). La principale hypotheése concernant
la physiopathologie du paludisme associée a la grossesse est que, jusqu’a
I’apparition d’un placenta, les parasites dont la protéine PFEMP-1 est capable de
lier la CSA sont incapables de lier tout autre récepteur, et que les parasites
présentant ce phénotype ne constituent jamais une population prépondérante
chez les autres individus (Hviid, 2006 ; Sander ef al., 2009). Les Primipares ne
possedent donc aucune immunité spécifique de souche contre ces parasites

adhérents a la CSA et sont sensibles a la maladie, liés a la multiplication de ces
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variants (Hviid, 2006). Il a ét¢ montré que des anticorps de multipares bloquent
I’adhésion des parasites placentaires a la CSA. Ces parasites possédent un
phénotype sérologique unique, et ne réagissent pas avec des anticorps
d’hommes adultes de zone d’endémie. De plus les anticorps dirigés contre les
parasites placentaires ne sont observés que dans le sérum de femmes vivant en
zone d’endémie palustre et ayant eu des enfants (Hviid, 2006 ; Desai et al.,

2007).

I1.3. Placenta
Organe autonome et transitoire, le placenta est destiné essentiellement a nourrir
et & oxygéner I’embryon puis le feetus pendant la vie intra-utérine (Alsat &
Evan-Brion, 1998). 1l apparait comme une masse de chair ayant I’apparence
d’une éponge et contient de nombreux vaisseaux. Il est essentiellement constitué
par les nombreux replis de la membrane entourant le feetus et la muqueuse de

I’utérus.

I1.3.1. Structure du placenta

Le placenta est un organe fascinant par la complexité¢ de son développement et
la diversité de ses fonctions (métaboliques et endocrines). Il forme 1’interface
entre les tissus maternels et feetaux et réalise le paradoxe immunologique que
constitue la survie du feetus dans un organisme qui lui est en partie étranger.

Son unité structurale et fonctionnelle est la villosité choriale qui est composée
essentiellement de la cellule cytotrophoblastique. Cette cellule est capable in
vitro et in vivo, par fusion cellulaire, de former le syncytiotrophoblaste. Cette
différenciation morphologique est associée a une différenciation fonctionnelle.
Dans la villosité crampon, elle est proliférative et invasive (Strickland &
Richard, 1992). Par ailleurs, elle sécréte de nombreuses protéases (Lala &

Hamilton, 1996).
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I1.3.2. Aspect macroscopique

Le placenta a terme est un disque d’environ 16 a 20 cm de diamétre et de 3 cm
d’épaisseur. Il pese approximativement 500 a 600 g, soit environ 1/6 du poids
feetal. Mais au début de la grossesse, le volume du placenta est supérieur a celui
du foetus. Il est composé d’une partie maternelle, constituée par les
transformations subies par la zone d’implantation utérine. Il s'insere
normalement sur les faces ou sur le fond de l'utérus. Mais le placenta inséré
dans l'utérus est beaucoup plus mince, plus étalé que le placenta aprés son
expulsion. La face fcetale est lisse, luisante. Elle est tapissée par I'amnios, que
I'on peut détacher facilement du plan sous-jacent, et qui laisse apparaitre par
transparence les vaisseaux placentaires superficiels de gros calibre. Sur elle,
s'insére le cordon ombilical, tantot prés du centre, tantot a la périphérie, plus ou
moins prés du bord. La face maternelle est tomenteuse. Elle est formée de
cotylédons polygonaux séparés par des sillons plus ou moins profonds et

creusés par les septa (Merger et al., 1995).

I1.3.3. Circulation sanguine dans le placenta

Le placenta humain est hemomonochorial. Cette particularité est propre a
I’espece humaine, aux primates supérieurs et au cobaye. Cela permet au tissu
feetal d’étre en contact direct avec le sang maternel (Kaufman & Burton, 1994).
Le sang artériel maternel arrive par les branches terminales des arteres spiralées
utérines qui s’ouvrent dans la chambre intervilleuse. Le volume total de I’espace
intervilleux est voisin de 250 ml et, comme le débit utérin est de 1’ordre de 600
ml par minute, on peut estimer que le sang maternel y est renouvelé toutes les
25 secondes. Il est injecté, sous pression élevée (de 70 a 80 mmHg), sous forme
de jet dirigé contre la plaque choriale tournée vers le feetus.

Ce débit sanguin est intermittent et semble contrdlé par des phénoménes
vasomoteurs ayant lieu a la jonction du muscle utérin et de son revétement

muqueux : toutes les artéres n’injectent pas simultanément le sang dans la
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chambre intervilleuse. Le sang maternel retourne ensuite vers le muscle utérin,
sa pression étant tombée a 10 ou 15 mmHg, par des orifices veineux trés larges
(sinus veineux), avant de rejoindre la veine utérine ou la pression n’est plus que
de 5 mmHg. Le facteur dominant de ces échanges sanguins est la forte
différence de pression entre le flux et le reflux du sang maternel qui permet
d’accroitre, dans les chambres intervilleuses, le temps de contact entre le sang et
la membrane placentaire. Le sang foetal arrive au placenta par les deux arteres
ombilicales et repart par la veine ombilicale vers le systéeme cave inférieur de
I’embryon. A la surface du placenta, sur la plaque choriale, les artcres
ombilicales se divisent et se répartissent dans les troncs villositaires. L’axe
mésenchymateux de la villosité choriale est parcouru par de petits vaisseaux,
une veine et une artére qui se ramifient en de nombreux capillaires dans les
villosités terminales. La circulation sanguine est assurée par la pompe cardiaque
feetale et par les pulsations des artéres autour desquelles les veines sont
enroulées.

Prés du terme, le volume sanguin contenu dans les vaisseaux placentaires
feetaux étant de I’ordre de 45 ml, pour un flux foeto-placentaire d’environ 300
ml par minute, on peut, comme précédemment, estimer que le sang feetal est
remplacé toutes les 8 a 10 secondes. L’espace sanguin feetal est donc constitué
d’un faible volume a renouvellement rapide, alors que 1’espace sanguin
maternel présente un grand volume a renouvellement lent, situation qui favorise
les échanges a partir du sang maternel. La qualité de ces échanges dépend donc
de la circulation feetale, de I'intégrité de la surface syncytiotrophoblaste et,
surtout, de la circulation du sang maternel dans la chambre intervilleuse (Alsat

& Evan-Brion, 1998).

I1.3.4. Fonctions placentaires

Le placenta exerce de nombreuses fonctions essentielles au bon déroulement de

la grossesse et a la croissance intra-utérine du foetus. Selon Alsat & Evan-Brion
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(1998), les fonctions placentaires se résument a des fonctions d’échanges,

métaboliques et endocrines.

11.3.4.1. Fonctions d’échanges
Le premier rdle du placenta est de permettre les échanges entre la mere et le
feetus. Pour ce dernier, le placenta joue le role habituellement dévolu au rein, au
poumon et a I’intestin. Le placenta a longtemps été considéré comme une
membrane semi-perméable avec comme caractéristique : libre passage de I’eau,
des ¢lectrolytes, des molécules de faible poids moléculaire et blocage des
composés de poids moléculaire élevé. Mais, en réalité, les échanges placentaires
sont beaucoup plus complexes. Certains transferts se réalisent de maniére
passive par simple diffusion du milieu a forte concentration vers le milieu a
faible concentration, jusqu’a 1’état d’équilibre. C’est le mode de passage de
I’eau, de I'urée, de I’oxygene et du gaz carbonique. Il faut cependant, souligner
que le transfert de I’oxygene, bien que passif au niveau de la membrane
placentaire, est facilit¢ par une plus grande affinit¢ de 1’hémoglobine feetale
pour I’oxygeéne que de I’hémoglobine maternelle. Le transport facilité est
accéléré par une molécule porteuse, qui aprés couplage au flux d’un ion, se
charge spécifiquement de la substance a transporter de part et d’autre de la
membrane. Ce type de transport stéréospécifique est utilisé pour le D-glucose,
principale source d’énergie pour le feetus. Le transport actif nécessite un apport
d’énergie issu de I’hydrolyse de I’adénosine triphosphate (ATP) par une
ATPase placentaire avec couplage aux flux ioniques. C’est le type de transport
pour les acides aminés, le sodium, le calcium et le potassium. A I’approche du
terme, les concentrations plasmatiques foetales d’acides aminés sont plus

¢levées que les taux maternels.
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11.3.4.2. Fonctions métaboliques
Sur le plan métabolique, le placenta est un tissu trés actif. Il croit et se modifie
au cours de la gestation. Pour subvenir a son propre métabolisme, le placenta
capte 60% du glucose maternel qu’il transforme essentiellement en lactate en fin
de grossesse. Le glucose peut aussi étre stocké dans le trophoblaste sous forme
de glycogene. Le placenta possede 1’équipement enzymatique nécessaire a la
synthése des acides gras, a leur estérification en triglycérides ou a leur
oxydation en corps cétoniques. Le cholestérol de la mere est utilisé dans la
constitution des membranes placentaires et la synthése des hormones stéroides
car, le placenta ne synthétise pas le cholestérol. Le placenta accumule aussi les

acides aminés qu’il utilise pour la synthése protéique.

11.3.4.3. Fonctions endocrines

Le placenta humain est un organe endocrine trés actif qui synthétise, entre
autres, de nombreuses hormones stéroides et polypeptidiques. La sécrétion
hormonale peut étre orientée de fagon spécifique dans la circulation maternelle
et/ou dans la circulation feetale. Le placenta est le siege d’une production
importante d’hormones stéroides, principalement la progestérone et les
cestrogenes (Albrecht & Pepe, 1990). Ces stéroides agissent essentiellement au
niveau du muscle utérin ou la progestérone a essentiellement une action
tocolytique par le biais de récepteurs spécifiques dont la synthése est en partie
controlée par les cestrogenes. Le placenta effectue la synthese de progestérone et
de prégnénolone, mais, il est dépourvu du complexe enzymatique nécessaire a la
conversion de la prégnénolone en sulfate de déhydro-épiandrostérone, substrat
de la synthése des cestrogenes. Cette étape est réalisée par la surrénale feetale,
d’ou le concept d’unité foeto-placentaire.

Le placenta sécréte également de nombreuses hormones polypeptidiques. Il
s’agit essentiellement, de I’hormone chorionique gonadotrope, de 1’hormone

lactogene placentaire ou hormone chorionique et de ’hormone de croissance
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placentaire (Alsat et al., 1997). Ces hormones, stéroides et polypeptidiques,
jouent un role essentiel dans 1’adaptation de 1’organisme maternel et dans le
maintien de la gestation, de la croissance et du développement du feetus ou
méme au cours de ’accouchement (Alsat & Evan-Brion, 1998).

Au vu de sa structure complexe et de ses fonctions aussi diverses que variées, le
placenta joue un role important durant la grossesse. Son infection par un agent
pathogeéne comme P. falciparum peut aboutir a des dysfonctionnements pouvant
conduire a des conséquences facheuses sur ’aboutissement de la grossesse. En
effet, le paludisme pendant la grossesse peut se traduire par des accouchements
prématurés, des retards de la croissance du foetus, une mortalité postnatale
supérieure a la normale ou encore I’anémie ou la mort de la mere (Gies et al.,
2009 ; Menendez et al., 2010). Ces complications des infections a P. falciparum
chez la femme enceinte sont partiellement dues a la cytoadhérance des hématies
parasitées par des stades matures aux syncytiotrophoblastes placentaires

(Rogerson et al., 2003a ; Beeson et al., 2006).

I1.4. Immunité antipalustre acquise chez la femme enceinte

I1.4.1. Réponses immunes a I’infection placentaire

Le placenta humain est un organe anti-inflammatoire majeur favorisant la
réponse immunitaire de type Th2 par I'intermédiaire de I’Interleukine 10 (II-
10); le facteur de croissance tissulaire (TGF-[3) et la production de progestérone
(Kabyemela et al., 2008). Les cytokines anti-inflammatoires placentaires sont
libérées généralement pour inhiber I'immunité a médiation -cellulaire.
L’expression des cytokines de la voie Thl est associée a un avortement
spontan¢ alors que les cytokines de type Th2 permettent le maintien de la
grossesse. L’interféron gamma (IFN-y) et le Tumor Necrosis Factor alpha
(TNF-a0) ont des effets cytotoxiques directs envers les organismes

intracellulaires et les villosités du trophoblaste. Le paludisme stimule la
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production de médiateurs pro-inflammatoires écartant ainsi I’équilibre cytokine
de la réponse Th2 (Fried & Duffy, 1998 ; Simpson et al., 2010). Le type
d’activité inflammatoire et la chronicité de la réponse inflammatoire sont plus
associés a un mauvais devenir de la grossesse que ne l'est la densité parasitaire

ou le pic d’activité inflammatoire (Brabin et al., 2004).

[1.4.2. Anticorps anti- adhésion

Il y a une évidence croissante que les anticorps anti-adhésion procurent une
protection efficace contre le paludisme placentaire (Beeson et al., 2006 ;
Rogerson et al., 2007 ; Feng et al., 2009). Les anticorps anti-adhésion contre la
liaison des parasites a la CSA sont associés a une réduction de la prévalence de
I’infection placentaire et aussi & une réduction de la densité parasitaire
placentaire. La susceptibilit¢ des primigravides au paludisme a été reliée a
I’absence de ces anticorps chez ces femmes (IgG spécifiques de VAR2CSA).
Cette réponse anticorps envers des parasites associés a la grossesse est relice a
la parité, expliquant la différence de susceptibilit¢é observée entre les
primigravides et les multigravides. La différence des niveaux d’anticorps anti-
adhésion a été plus associée a une protection contre le placenta palustre que le
degré d’immunité humorale dépendant de la parité (Hviid, 2006 ; Guitard et al.,
2008 ; Guitard et al., 2010 ; Hommel et al., 2010).

L’agglutination des anticorps peut étre trouvée plus fréquemment chez les
multigravides avec un placenta palustre, mais cette agglutination n’a pas été
trouvée en association avec la protection contre I’infection (Guitard et al.,
2010).

Aujourd’hui le VAR2CSA est le meilleur candidat vaccin chez la femme
enceinte. Cette molécule du groupe PfEMP1 est codée par un géne var qui est
relativement bien conservé entre différents clones parasitaires. Cette protéine est

sélectivement synthétisée par les parasites adhérents a la CSA et a localisation
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placentaire qui I’expriment d’ailleurs sélectivement a la surface des érythrocytes

infestés (Guitard et al., 2010 ; Hviid, 2010 ; Avril et al., 2011).

11.4.3. Immunité Cellulaire

En I’absence d’anticorps anti-adhésion, une intense immunit¢ a médiation
cellulaire devrait permettre de controler I’infection. Les cytokines pro-
inflammatoires induisant une réponse de type THI, dominent chez les
primigravides en 1’absence d’une adéquate réponse cytokine anti-inflammatoire
de type TH2. Le déséquilibre entre les réponses TH1/TH2 résulte du mauvais
pronostic de D’infection placentaire chez 1I’hdte enceinte non immune. Le
développement d’une immunité acquise en une ou deux grossesses successives
limite a la fois la séquestration des parasites et I’infiltration inflammatoire. Ce
qui diminuera a la fois I’intensité et la durée des cytokines pro-inflammatoires
dans le placenta.

Avec le placenta palustre, la transcription de certaines cytokines est sus régulée
d’ou une importante augmentation des niveaux de ces cytokines dans le
placenta. Leurs niveaux, de méme que leurs récepteurs solubles dépassent
généralement les niveaux normaux retrouvés dans la circulation périphérique,
indiquant qu’il s’agit d’un processus inflammatoire local (Jakobsen et al.,

1998).
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II1. PRINCIPALES FAMILLES D’ ANTIPALUDIQUES

II1.1. Famille des Lysomotropes
Cette famille comprend les dérivés de I’artémisinine, les amino-alcools et les
amino-4-quinoléines. Ces différentes molécules se concentrent plus de 100 fois
dans la vacuole digestive des parasites. Le nom lysomotrope provient de
'analogie de pH observée dans la vacuole digestive des parasites et dans les

lysosomes des cellules de mammiferes.

II1.1.1. Dérivés de I’artemisinine

Depuis plus de 2000 ans, une armoise, Artemisia annua, est utilisée en
médecine traditionnelle chinoise comme fébrifuge et anti-hémorroidaire. Sa
propriété antipaludique est liée a l'activité d'un principe actif de la famille des
endoperoxides, le ginghaosu ou artémisinine. Son mode d'action n'est pas
encore enticrement ¢lucidé mais ils interagiraient avec 1'heme des parasites et
certaines protéines parasitaires dont une pompe a calcium ATPdépendante
(Eckstein-Ludwig et al., 2003). Ces composé€s ont une action tres rapide sur les
stades érythrocytaires du parasite, du trophozoite jeune au schizonte mature et
une activité gamétocytocide. Cette rapidité d'action combinée a une demi-vie
trés courte permet de limiter l'exposition des parasites a des doses
subthérapeutiques de principe actif, ce qui devrait réduire la fréquence
d'émergence de parasites résistants.

Aujourd’hui sous I’impulsion de ’OMS la presque totalité des pays d’endémie
palustre ont adopté les combinaisons thérapeutiques a base des dérivés de
I’artemisinine (CTA) dans les stratégies de traitement de premicre et de seconde
ligne du paludisme simple a P. falciparum. L’artéméther injectable est quant a
lui préconisé dans le traitement du paludisme grave chez les enfants et les

adultes.
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I11.1.2. Amino-alcools

L’écorce de quinquina est aussi utilisée comme fébrifuge depuis de nombreux
siecles par les indigénes d'Amérique du Sud. Isolée au début du XIXeme siecle,
la quinine reste aujourd'hui encore, le traitement de référence des acces graves a
P. falciparum dans le monde entier. Dans cette famille on retrouve d’autres
composés majeurs notamment la méfloquine et deux molécules apparentées,

I'halofantrine et la luméfantrine.

II1.1.3. Amino-4-quinoléines

La chloroquine est le premier antipaludique de synthése. A partir de 1944, ce
principe actif sera utilisé en prophylaxie et pour le traitement des accés palustres
non compliqués. Peu coliteuse, elle deviendra rapidement 1'antipaludique le plus
utilis€ au cours du XXeme siecle. Cette famille comprend également
I'amodiaquine, découverte en 1948. Une fois dans la vacuole digestive, la

chloroquine inhibe la détoxification de I’héme en hémozoine.

I11.2. Famille des antimétabolites
Les antifoliniques et les antifoliques, font partie de la grande famille des
antimétabolites. Les premiers ont été développés apres la seconde guerre
mondiale, le proguanil en 1945 et la pyriméthamine en 1952. Les antifoliques,
la sulfadoxine et les sulfones, sont le plus souvent utilisés en association avec la
pyriméthamine. Ces deux classes de composés agissent au niveau de la synthese
des acides nucléiques des parasites, les antifoliniques au niveau de la
dihydrofolate réductase-thymidylate synthase et les antifoliques au niveau de la
dihydroptéroate synthase (Sridaran ef al., 2010). Ils agissent donc sur tous les
stades du développement parasitaire nécessitant une synthése d'acide nucléique.
Les lysosomotropes et les antimétabolites sont des schizonticides qui agissent
uniquement sur les formes intra-érythrocytaires asexuées du parasite. Un seul

gamétocytocide est utilisable, une amino-8-quinoléine: la primaquine. Elle est
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majoritairement indiquée pour prévenir les rechutes a P. vivax ou P. ovale,
deux autres especes plasmodiales pouvant générer des acces palustres a distance
de l'acces initial du fait de l'existence de stades parasitaires dormants au niveau
hépatique, les hypnozoites. La primaquine permet d'¢liminer ses formes
hépatiques dormantes.

Les hydroxynaphtoquinones sont représentées uniquement par I’atovaquone.
C’est un analogue de I'ubiquinone présent dans les mitochondries parasitaires et
intervenant dans les réactions d’oxydo-réduction (Hudson et al., 1985, Hughes
et al., 1990). L’atovaquone forme un complexe irréversible avec le complexe
cytochrome BC bloquant ainsi le transport des électrons et par conséquent la
syntheése des pyrimidines entrant dans la composition de ’ADN (Davies ef al.,
1993, Ittarat et al., 1992). Par ce mécanisme, I’atovaquone présente un large
spectre d’activité antiparasitaire sur les plasmodies, sur les toxoplasmes
(Hudson et al., 1991), sur Pneumocystis carinii. Sur les plasmodies,
I’atovaquone a présenté une bonne activité schizontocide sur les souches
chloroquinorésistantes et une absence de résistance croisée avec les autres
antipaludiques (Basco ef al., 1995) mais lorsqu’elle a ¢ét¢ administrée en
monothérapie, un taux de recrudescence élevé a été observé (Chiodini et al.,
1995, Looareesuwan et al., 1996) ; d’ou la nécessité d’association pour une
meilleure efficacit¢ (Chiodini et al., 1995). Parmi plusieurs antipaludiques
testés, le proguanil a montré in vitro une bonne synergie d’action et une
potentialisation de 1’atovaquone (Looareesuwan et al., 1996). L’association se
présente comme un bon antipaludique prophylactique aussi bien pour 1’adulte
que pour I’enfant (Faucher et al., 2002) avec une certaine activité sur les
schizontes intrahépatiques (Berman et al., 2001). Des cas de résistance a

I’association atovaquoneproguanil ont été signalés (Farnert et al., 2003).
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I11.3. Antibiotiques a activité antipaludique
En plus de leur propriété bactériostatique ou bactéricide, certains antibiotiques
possedent une activité schizontocide modérée sur les Plasmodium humains,
proprieté exploitée en thérapeutique. Ce sont les cyclines (doxycycline,
tétracycline), les macrolides (azithromycine, clindamycine, érythromycine,
fosmidomycine) et divers antibiotiques (rifampicine, Micrococcine).
Parmi eux, les plus utilisés sont les cyclines et, a un moindre degré, les
macrolides. Ces antibiotiques sont actifs sur les formes sanguines et les formes
exo-érythrocytaires primaires du Plasmodium. 1ls sont utilisés en association
avec la quinine notamment dans les régions d’Asie du sud-est ou la sensibilité
de P. falciparum a cette molécule est diminuée (Bourgeade & Delmont, 1998,
Pukrittayakamee et al., 2000). Des associations de la doxycycline et de
I’azythromycine sont également proposées avec les dérivés de 1’artémisinine
(Noedl et al., 2006). La doxycycline est aussi préconisée en chimioprophylaxie
antipalustre ou son efficacité est comparable a celle de la méfloquine (Ohrt et
al., 1997).
Cependant, en cas d’utilisation prolongée, elle pourrait agir sur le tissu
¢pidermique, notamment sur la kératine et la mélanine (Banning & Heard,
2002), avec des risques de granulomes cutanés dus a sa phototoxicité¢ (Lim &
Triscott, 2003), et plus rarement des ulcérations oesophagiennes (Morris &
Davis, 2000). En outre, la prise réguliere et prolongée de la doxycycline pourrait
provoquer une modification de la flore bactérienne voire une séléction de

souches résistantes aux cyclines et des troubles digestifs.

II1.4. Antipaludiques et grossesse
Aujourd’hui la plupart des antipaludiques sont contre indiqués chez la femme
enceinte par précaution d’ailleurs plutdt que par I’existence de données avérées

suggérant une toxicité embryonnaire.
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Seules la chloroquine, la sulfadoxine-pyriméthamine et la quinine sont
clairement indiquées chez la femme enceinte. Par contre la primaquine et les
tétracyclines sont absolument contre-indiquées dans cette population.

Des essais cliniques portant sur les combinaisons thérapeutiques a base des
dérivés de I’artémisinine, I’amodiaquine, la méfloquine ont été conduits chez les
femmes enceintes. Ces ¢tudes ont montré que ces médicaments pourraient étre
utilisés chez la femme enceinte en particulier au deuxieéme et troisieme trimestre
de la grossesse (WHO, 2007 ; McGready et al., 2008 ; Mutabingwa et al.,
2009 ; Mayando et al., 2010). Cependant ces études a elles seules ne suffisent
pas a autoriser la prescription de ces antipaludiques surtout les dérivés de
I’artémisinine chez la femme enceinte compte tenu de la taille des échantillons.
En effet, il faudra de nombreuses études de pharmacovigilance avant de valider
I’utilisation de ces médicaments chez la femme enceinte. En plus, des études
pharmacocinétiques devraient étre conduites simultanément pour adapter les
posologies de ces médicaments a la femme enceinte (Dellicour et al., 2008).
Néanmoins ’OMS recommande les combinaisons thérapeutiques a base de
dérivés de D’artémisinine dans cette population au cours des seconds et
troisiémes trimestres. Pour le premier trimestre les CTA ne peuvent Etre
administrées a la femme enceinte que si c’est le seul traitement disponible ou

en cas d’échec a la quinine (WHO, 2010).
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IV. CHIMIORESISTANCES
IV.1. Historique et situation actuelle

L'Organisation Mondiale de la Santé¢ définit la pharmaco-résistance comme
¢tant "l'aptitude d'une souche de parasite a survivre ou a se reproduire malgré
I'administration et 'absorption d'un médicament employ¢ a des doses €égales ou
supérieures aux doses ordinaires recommandées mais comprises dans les limites
de la tolérance du sujet (WHO, 2003). La résistance aux antipaludiques a un réel
impact en sant¢ publique. Sur le plan individuel, les échecs thérapeutiques
qu'elle génere augmentent la mortalité liée au paludisme (Trape, 2001). De plus,
la persistance des parasites dans le sang accroit le risque d'anémie sévere et par
voie de conséquence la fréquence des transfusions sanguines avec tous les
risques que cela comporte. Sur le plan collectif, les résistances augmentent le
niveau de transmission du paludisme, ce qui éléve le nombre d'accés et donc le
colt des consultations par patient. Avec le développement de la médecine
humaine ces cinquante derniéres années, la pression médicamenteuse engendrée
par l'utilisation massive des antipaludiques de synthése a sélectionné des
parasites résistants a la plupart des molécules en circulation. Le premier
antipaludique utilisé massivement est la pyriméthamine en Indochine mais la
sélection rapide de parasites résistants a conduit a l'utilisation de la chloroquine
(Verdrager, 1986). L'emploi substantiel de ce principe actif pendant plusieurs
dizaines d'années a simultanément sélectionné, a la fin des années 50, des
parasites résistants a la fronticre Thailande/Cambodge et en Colombie puis au
Venezuela, en Papouasie-Nouvelle Guinée et aux Philippines (Wellems &
Plowe, 2001). C'est a partir de ces foyers d'émergence asiatiques que la
chloroquino-résistance s'est lentement mais graduellement disséminée pour
atteindre 1'Afrique de 1'Est a la fin des années 1970 et I’Afrique de 1’ouest en
1979.

En Céte d’Ivoire, le premier cas de chloroquino-résistance fut suspecté en 1986

puis confirmé en 1987 a Adzopé (Nicoulet et al., 1987). Depuis, cette résistance
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s’est propagée a l’ensemble du pays atteignant des niveaux intolérables
(Adjetey et al., 1997 ; Djaman, 2003 ; Ametchi, 2004) qui ont justifié son
retrait en traitement curatif et en chimioprophylaxie chez la femme enceinte.
Dans les années 80, les antifoliniques, associés a la sulfadoxine, ont pris le
relais de la chloroquine comme premicre ligne thérapeutique des acces palustres
non compliqués dans de nombreux pays. Méme si la sélection a été plus lente
que pour la pyriméthamine seule, des résistances sont apparues en Asie du Sud
Est (Hurwitz et al., 1981) pour se disséminer ensuite a l'ensemble des zones
d'endémies.

Dans notre pays, les études de Djaman et al. (2003, 2010) ont mis en évidence
une résistance ¢levée a la sulfadoxine - pyrimethamine justifiant son retrait
dans le traitement curatif du paludisme simple en 2005.

Compte tenu de son utilisation limitée, la résistance a la méfloquine n’est
massivement présente qu’en Asie du Sud Est (Fontanet et al., 1993). Quelques
cas de méfloquino-résistance ont été décrits au Brésil (Cerutti et al., 1999).

La baisse de la quininosensibilité est connue en Afrique de I’est, en Asie du
Sud-Est, au Brésil et en Amazonie (Giboda & Denis, 1988 ; Harinasuta et al.,
1990 ; Jelinek et al.,1995 ; Palmieri et al., 2004 ; Briolant et al., 2011). Elle
reste le plus souvent partielle et de faible niveau, et n’a pour 1’instant que peu de
conséquences cliniques perceptibles. Dans ces zones, des résistances a la
quinine sont présentes du fait de l'existence de résistances croisées avec la
méfloquine.

En Cote d’Ivoire certains auteurs ont montré au cours de leurs travaux une
absence de resistance in vitro de P. falciparum a la quinine (Offianan et al.,

2008 ; Yavo et al., 2010).
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[T Zone de transmission du paludisme (fortelfaible)
A Résistance ala chloroquine 0
@  Résistance & la sulfadoxine-pyriméthamine f
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{0 Absence de paludisme

Figure 3: Situation de la résistance de P. falciparum aux différentes molécules

utilisées en 2004 (WHO, 2005).
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IV.2. Résistance aux lysomotropes

1V.2.1. Mécanisme d’action

Les lysosomotropes (amino-alcools, amino-4-quinoléines, sesquiterpénes
lactones) ont un mode d'action complexe imparfaitement connu. Ce sont des
bases faibles qui se concentrent de fagon sélective dans la vacuole digestive du
parasite. Entre autres actions, elles bloquent la dégradation enzymatique de
I'hémoglobine, source principale des acides aminés du parasite intra-
érythrocytaire. La cible moléculaire serait 1'heme polymérase, enzyme qui
détoxiquerait I'héme par la formation d'hémozoine insoluble ou pigment
malarique.

L'action des lysosomotropes concerne donc essentiellement les stades asexués

dégradant I'hémoglobine : trophozoites agés et schizontes immatures.

1V.2.2. Mécanisme de résistance

L’essentiel des études réalisées porte sur la chloroquine. En effet, la plupart des
souches de P. falciparum chloroquino-resistantes étudiées ont montré un déficit
de concentration du médicament dans la vacuole digestive, plus probablement
en rapport avec un efflux rapide de la chloroquine hors de la vacuole, qu’avec
une diminution de la pénétration du produit (Lehane & Kirk, 2010).

Les premiéres études sur la résistance a la chloroquine ont montré qu’elle était
réversible sous I’action de modulateurs des pompes membranaires comme le
vérapamil et qu’elle était liée a un défaut d’accumulation de la chloroquine dans
la vacuole digestive. En partant de ce constat, I'hypothese de I'implication d’un
transporteur spécifique de la chloroquine dans la vacuole a ét¢ évoquée (Bray et
al., 1998). Pour étudier le mécanisme de résistance a cet antipaludique majeur,
un croisement de souches chloroquino-sensibles (CQS) et chloroquino-
résistante (CQR) a éte effectué¢ (Su er al, 1997). L’étude du génome des

parasites issus de ce croisement a permis 1’identification d’un gene li¢ a la
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résistance a la chloroquine : pfcrt (Plasmodium falciparum chloroquine
résistance transporter). 1l s’agit d’un géne de 3,1 kb situé sur le chromosome 7
de P. falciparum. 11 possede 13 exons codant pour une protéine
transmembranaire de 24 aminoacides avec un poids moléculaire de 48,6 kDa.
(Jiang et al., 2006). Chez les progénies de phénotype CQR, ce géne contient
huit mutations ponctuelles, situées dans ou a proximit¢ des régions
transmembranaires prédites (Figure 5). Des études de transfection ont ensuite
précisé 'importance de la mutation K76T du geéne pfcrt dans la résistance a la
chloroquine (Fidock et al., 2000). Les études épidémiologiques ont révélé la
présence de plusieurs mutations supplémentaires a K76T dans le géne pfcrt,
définissant plusieurs haplotypes mutants. Leur rdle n'est actuellement pas bien
défini.

Elles pourraient compenser les pertes de fitness liées a la mutation K76T ou
moduleraient le niveau de chloroquino-sensibilité des parasites in vivo et in vitro
(Wootton et al., 2002).

Il a également ét¢ montré que 1’expression de certains de ces haplotypes modifie
le niveau de sensibilit¢ a d’autres lysosomotropes utilisés seuls ou en
association, dans le traitement des acces palustres simples ou graves, comme la
quinine, la méfloquine, 1’halofantrine, I’amodiaquine ou I’artémisinine (Sidhu et
al.,2002). De plus, la présence de mutations ponctuelles (N86Y principalement)
au niveau du gene pfmdrl (P. falciparum multidrug résistance) module le
niveau de résistance a la chloroquine, la quinine, la méfloquine, I'halofantrine et
méme a l'artémisinine (Somé et al., 2010 ; Lekana-Douki et al., 2011).

Ce géne code une glycoprotéine (Pghl), localisée dans la membrane de la
vacuole digestive, dont la protéine homologue chez I'Homme est impliquée dans
I'efflux de nombreuses molécules anticancéreuses. Une amplification génique
de pfmdrl a également été évoquée dans la résistance a la méfloquine (Lim et

al., 2009 ; Chavchich et al., 2010 ; Alam et al., 2011).
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Le mécanisme de résistance aux lysosomotropes est donc complexe et fait
intervenir de nombreuses mutations et parfois des amplifications de différents
genes. Cette complexité explique la sélection lente (une cinquantaine d'années)

de la résistance a la chloroquine malgré son utilisation massive.

Bien qu’au plan thérapeutique, la quinine conserve encore une excellente
activité schizontocide en Afrique, plusieurs auteurs ont signalé¢ une baisse de la
sensibilité in vitro a la quinine d’isolats prélevés chez des patients africains
(Henry et al., 2006, Parola et al, 2007, Pradines et al., 2006,
Randrianarivelojosia et al., 2004, Tinto ef al., 2006).

Des analyses génomiques ont identifié¢ d’autres genes codant pour des
transporteurs pouvant moduler la réponse de P. falciparum aux antipaludiques
(Anderson et al., 2005, Ferdig et al., 2004, Mu et al., 2003). C’est le cas du
gene pfnhe-1 (P. falciparum sodium hydrogen exchanger 1) situé sur le
chromosome 13. Il code pour une protéine, la PINHE, impliquée dans les
¢changes sodium-hydrogéne au niveau de P. falciparum. L’analyse du
polymorphisme du microsatellite ms 4760 a montré une association entre le
nombre de répétitions de DNNND au niveau de I’extrémité C-terminale du
domaine cytoplasmique de PfNHE et la réponse in vitro a la quinine (Ferdig et
al., 2004). Une augmentation de 1’activit¢ de PINHE entrainant une €lévation du
pH cytosolique a été retrouvée au niveau des souches présentant une baisse de
sensibilit¢ a la quinine (Bennett er al., 2007). L’étude de la relation du
polymorphisme du microsatellite ms 4760 et la baisse de sensibilité de

P. falciparum a la quinine pourrait donc s’avérer prometteuse.
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Figure 4 : Topologie et fonction de la PfCRT

A) Modele topologique de la PfCRT. Les acides aminés polymorphes sont indiqués par les
fleches noires. La substitution de la lysine (K) en thréonine (T) a la position 76, retrouvée
chez les parasites chloroquinorésistants est indiquée par une fléche rouge. Les résidus qui
peuvent étre phosphorylés sont indiqués en vert. B) Substrats éventuels de la PfCRT. La
PfCRT exporte les molécules a I’extérieur de la vacuole digestive dans laquelle elles
s’accumulent. CQ, chloroquine; AQ, amodiaquine; QN, quinine; QD, quinidine; MQ,
mefloquine; PQ, primaquine; AM, amantadine; QC, quinacrine. Le Verapamil (Ver) bloque
I’activité de la Pfcrt (Chinappi et al., 2010; Sanchez et al., 2010).
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IV.3. Résistance aux antimétabolites

IV.3.1. Mécanisme d’action

L'hématozoaire ne peut utiliser qu'une trés faible quantité des folates présents
dans le plasma de 1'hdte, si bien qu'il doit en assurer la synthése de novo a partir
de l'acide para-amino-benzoique (PABA). Les antimétabolites (sulfamides et
sulfones, pyriméthamine, biguanides) agissent a deux niveaux de cette synthese.
Les antifoliques (les sulfamides et les sulfones) plus concentrés dans les
hématies parasitées que dans les hématies saines inhibent par compétition avec
le PABA l'action de la dihydroptéroate-synthése (dhps) qui catalyse la synthése
de l'acide dihydrofolique a partir du PABA.

Les antifoliniques (les biguanides) ont pour cible une enzyme de 607 acides
aminés et 71 kd, la dihydrofolate réductase (dhfr) plasmodiale ; vis a vis de
laquelle ils ont une plus grande affinit¢ que pour la DHFR de I'homme. Ils se
fixent sur le site actif de I'enzyme en bloquant la synthése des bases puriques,
puis de I'ADN d'ou l’arrét de la croissance du parasite qui est totalement

dépendant de cette voie pour la synthése des pyrimidines.

IV.3.2. Mécanisme de résistance

La résistance aux antimétabolites implique des mécanismes beaucoup plus
simples avec la présence de mutations ponctuelles au niveau des génes codant
les protéines cibles. Ces mutations diminuent les interactions enzyme/ligand,
généralement des inhibiteurs compétitifs, en modifiant la conformation des
protéines enzymatiques. Le role essentiel des antifoliques est de permettre une
potentialisation des antifoliniques. La résistance a ces composé€s est due a une
modification de ’enzyme DHPS (dihydropteroate synthétase) dont le géne est
situé sur le chromosome 8 et contient deux introns (Triglia & Cowman, 1994).

Ainsi, la résistance aux sulfamides est le fait des mutations ponctuelles qui

surviennent dans le gene DHPS et correspond a des mutations des codons 436,
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437, 581. Cette résistance augmente avec des mutations additionnelles au
niveau des codons 540 et 613 (Tahar ez al., 2007 ; Dicko et al., 2010).

Les bases moléculaires de la résistance aux antifoliques, comme la sulfadoxine-
pyriméthamine, sont bien caractérisées. Chez P. falciparum, la résistance a la
sulfadoxine-pyrimethamine est essentiellement acquise a la suite de mutations
ponctuelles successives au niveau du dhfr parasitaire, c’est a dire du gene
codant pour la dihydrofolate réductase (dhfr), qui constitue I’enzyme cible
particulierement au niveau du codon 108 par remplacement de la serine par une
aspargine (Enosse ef al., 2008 ; Malisa et al., 2010). Deux ou trois mutations
additionnelles qui affectent en plus du codon 108, les codons 51, 59 et rarement
les codons 16 (en association avec Thr-108) et 164 élévent le niveau de la
résistance (Enosse et al., 2008 ; Djaman et al., 2010 ; Malisa et al., 2010).
Aujourd’hui la prévalence du triple mutant pfdhfr (NS11, C59R, S108N) et du
double mutant pfdhps (A437G, K540E) reste elévée en Afrique (Figures 5 et 6).
La DHFR, composée de 607 acides aminés avec un poids moléculaire de 71kda
est le produit d'expression d'un geéne situé sur le chromosome 4 du génome

plasmodial (Wu et al., 1996).

42



~~~~~~

Valeur des prevalences du
genotype dhps (A437G, K540E

0-0.193

. 0.194-0.419
P 0.420-0.614
B 0.615-0.802
I 0.803-1

F&mmnmmm Interoojation by Ihverse Distance Weighting
ey o5t imp Weight aecreases with distance to power of 3.63

Data Sources
Europa 2009
CDC 2009

PROJECTION: GCS_WGS_10884, Melors

Figure S5: Prévalence du triple mutant pfdhfr (NS11, C59R, S108N) en Afrique
(Sridaran et al., 2010)
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Figure 6 : Prévalence du double mutant pfdhps (A437G, K540E) en Afrique
(Sridaran et al., 2010)
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IV.4. Résistance aux artémisinines

1V.4.1. Mécanisme d’action

Le mécanisme d’action des artémisinines n’est pas trés bien connu. Il a été
propos¢ que I’artemisinine tue le parasite en inhibant la formation de
I’hémozoine par une activation hémo-dependante d’un pont endoperoxyde,
permettant de ce fait une accumulation de monomeres d’héme toxiques (Pandey
et al., 1999 ; Olliaro et al., 2001).

Des études in vitro de D'interaction entre I’artémisinine et les protéines du
parasite ont conduit a la description de la protéine TCTP avec une activité de
relargage de I’histamine (Mac Donald et al., 2001) comme une cible potentielle
du médicament. En effet Mac Donald et a/. ont montré que dans le paludisme, la
protéine TCTP a ¢été retrouvée dans le sérum des patients présentant une
importante activité de relargage de 1’histamine. Mais aucune autre donnée ne
confirme le role de cette protéine comme une cible clé du médicament.

Une Publication d’Eckstein-Ludwig et al. (2003) illustre une nouvelle théorie
sur P’activité moléculaire des dérivés de I’artémisinine qui serait a la base de
leur activité¢ antipaludique. Leurs travaux confortent 1’idée que D’activité des
artémisinines ne requiert pas I’heme. Krishna et al. (2004) ont décrit de
nombreuses protéines ATPase-Ca’" chez le parasite dont I'une d’elle, la
PfATP6, serait inhibée par I’héme. Ils ont démontré que les dérivés de 1’héme
inhibent de maniére irréversible une enzyme membranaire du parasite, la
PfATP6 (PFA0310c, annotation dans le génome) par une mobilisation du Ca*"
intracellulaire. L’artémisinine exercerait son activité antipaludique en ciblant
sélectivement I’activité enzymatique de PfATP6 (Eckstein-Ludwig et al., 2003 ;
Lim et al., 2009).
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1V.4.2. Mécanisme de résistance

Des cas de résistance a I’artémisinine ont ¢été signalés dans des études in vitro
(Jambou et al., 2005) et récemment a la frontiere Thailando-Cambodgienne au
cours d’une étude in vivo en 2007 utilisant ’artéméther en monothérapie (Noedl
et al., 2008 ; Dondorp et al., 2009 ; Dondorp et al., 2010).

Les travaux de Dondorp et al. (2010) indiquent que la résistance de
Plasmodium falciparum aux CTA se manifeste par une lente clairance
parasitaire malgré la présence dans le plasma de concentrations adéquates
d’artémisinine (4 mg/kg/jour pendant 7 jours). Ce temps de clairance important
est associé in vitro a une faible CI50 aux artémisinines (Dihydroartémisinine,
Artéméther, Artésunate, Arteéther). Les facteurs explicatifs de ce phénomeéne
sont inhérents soit a I’hote (baisse de I’immunité due a une faible transmission,
les hémoglobinopathies) soit au parasite lui-méme. Pour confirmer la derniere
hypothese, des travaux de génétique quantitative ont été menés sur les deux
populations de parasites ; I’une de Pailin et ’autre de Wang Pha. Ces travaux
ont montré que le phénotype ‘longue clairance parasitaire’ serait par conséquent
un caractére héritable. Les genes qui le déterminent sont en cours
d’identification par associations génétiques a 1’échelle du génome (Anderson et
al., 2010).

Les génes suivants : pfcgl0, pfmdrl, pficpt, PfATPase6 sont mis en cause car
intervenant dans le transport de I’artémisinine. Les mutations du gene
PfATPase6 sont également soupconnées d’étre la base génétique de cette
résistance (Krishna et al., 2004 ; Anderson et al., 2010 ; Valderamos et al.,
2010).
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IV.5. Dynamique des résistances

Avec l'identification des déterminants génotypiques de la résistance, de
nombreuses €tudes rétrospectives sur I'évolution de la résistance a la
chloroquine et a la sulfadoxine-pyriméthamine ont été réalisées. Des marqueurs
microsatellites et des mutations ponctuelles neutres se trouvant dans les régions
adjacentes (autour de 5 kb) a ces déterminants de résistance ont été analysés.
Les mutations ponctuelles neutres sont peu polymorphes et ont un taux de
mutation faible, 10-9 par position et par génération (Drake ef al., 1998). 4
contrario, les microsatellites sont trés polymorphes et évoluent plus rapidement
(Ferdig & Su, 2000). L'¢tude des microsatellites proches de pfcrt sur le
chromosome 7 montre que parmi tous les haplotypes chloroquino-résistants qui
ont émergé au fil du temps, seuls quatre ont survécu et sont encore identifiés 50
ans plus tard. Ces quatre haplotypes sont originaires de Papouasie, d’Amérique
du Sud pour deux d’entre eux et d’ Asie.

Certaines données suggerent deux origines supplémentaires de la résistance a la
chloroquine au Cambodge (Lim et al., 2003) et aux Philippines (Chen, 2003).
La résistance a la chloroquine en Afrique résulte donc de la conquéte de 90%
des zones impaludées par un mutant ayant émergé en Indochine dans les années
50 (Wootton et al., 2002). Le mécanisme de résistance aux antimétabolites
¢tant plus simple et l'apparition des mutations du gene pfdhfr-ts in vivo (Clyde
& Shute, 1957) et in vitro (Paget-McNicol & Saul, 2001) ayant été rapide,
l'origine de la résistance a la sulfadoxine-pyriméthamine a d'abord été supposée
multiple. Les études récentes ont confirmé cette hypothese pour les simples
mutants pfdhfr-ts (Vinayak et al., 2010 ; Alam et al., 2011). Cependant,
concernant les parasites doubles et surtout triples mutants (pfdhfr-ts 108, 51,
59), le nombre d'évenements mutationnels a l'origine du haut niveau de
résistance est limité c'est-a-dire inférieur a 10 (Mccollum et al., 2008 ; Mita,

2010). La encore, la résistance a la sulfadoxine-pyriméthamine en Afrique
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résulte d'une migration intercontinentale de parasites originaires d'Asie
(Salgueiro et al., 2010 ; Vinayak et al., 2010 ; Alam et al., 2011).

L'état actuel des connaissances montre que les émergences de novo des
mutations de résistance qui se sont dispersées dans les zones d'endémie ont eu
lieu généralement en Asie. Ces données suggerent que les résistances émergent
plus facilement dans les zones de faible transmission du paludisme du fait d’une
polyclonalité et d’une immunité réduites. La polyclonalité étant limitée dans ces
régions, la compétition des clones résistants avec les clones sensibles, qui ont
généralement un meilleur fitness, est donc réduite tout comme les phénomenes
de recombinaison a l'origine de la transmission des alleles. De plus, 1’absence
d’immunité entraine un contact plus fréquent des antipaludiques avec un
nombre important de parasites puisque presque toutes les infections sont
symptomatiques (White, 2004). Dans les zones de forte transmission, les
compétitions et les recombinaisons entre parasites sont nombreuses et les
résistances disparaissent plus facilement. Il est donc important de prendre en
compte le fitness des parasites résistants (Walliker et al., 2005). Le fitness est
défini comme la probabilité que les descendants d'une souche présentant un
caractere spécial ont de survivre et de se multiplier. Dans les différents mode¢les
utilisés pour prédire la dispersion de la résistance, une perte de 10% du fitness
des parasites résistants est généralement admise. Ainsi, lors de l'arrét de la
pression médicamenteuse, la proportion de parasites sensibles augmente et les
parasites résistants circulent a bas bruit (Kublin ez al., 2003). L'élimination du
parasite dépend alors presque exclusivement de l'action du principe actif. La
dynamique de la résistance est ¢galement fortement influencée par la demi-vie
du principe actif et sa rapidité d'action. Les principes actifs a demi-vie longue
(ex: atovaquone, méfloquine...) permettent de limiter le nombre de prises
médicamenteuses, par conséquent d'améliorer l'observance, mais ont le
désavantage de persister longtemps dans le sang a des doses sub-thérapeutiques.

En zone de transmission, cette persistance augmente la pression
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médicamenteuse sur la population parasitaire puisque des inoculations de
parasites peuvent survenir durant la phase d'¢élimination d'un principe actif
utilis€¢ lors d'un premier acces palustre. La rapidit¢ de dissémination des
résistances a travers le monde ces dernieres années ainsi que leur impact sur les
populations humaines exposées imposent une surveillance attentive du niveau

d'efficacité des différents antipaludiques.

IV.6. Facteurs favorisant les chimiorésistances
Le principal facteur contribuant a I’émergence et a ’expansion de la résistance
est la pression médicamenteuse a cause de la forte probabilité de survie et de

reproduction que conferent les alléles mutés.

IV.6.1. Pression médicamenteuse

Les mauvaises prescriptions et compliance médicamenteuse ainsi que
I’automédication sont autant de facteurs a I’origine de la pression exercée sur
P. falciparum. L’utilisation d’antipaludiques a des doses sub-curatives ¢limine
les parasites sensibles et sélectionne les mutants résistants pré-existants. Une
pharmacocinétique similaire s’observe aussi avec les antipaludiques a demi-vie
longue utilisés en monothérapie. Ils ont un gradient de concentration élevé et
représentent ainsi une opportunité de sélection.

La circulation des antipaludiques contrefaits ainsi que des antipaludiques mal
conservés constituent des facteurs de risque de la resistance de P. falciparum

(Newton et al., 2011).

IV.6.2. Hyperparasitémie

Sans aucun traitement, les populations parasitaires peuvent se stabiliser voire
décroitre apres plusieurs cycles endo-érythrocytaires sous ’effet combiné de
I’activation des défenses immunitaires non spécifiques, de I’augmentation de la

fonction splénique de clairance, de I’inhibition du développement des
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schizontes par la fiévre, de la diminution de I’effectif des globules rouges
fragiles. Il peut advenir cependant que le parasite échappe a ces mécanismes de
contrdle pour évoluer vers une hyperparasitémie ou vers un pronostic fatal. Une
hyperparasitémie mal traitée est un environnement favorable a la sélection de
novo des parasites résistants. D’abord parce que les parasites sont présents en
grand nombre, ensuite parce que les mécanismes ayant conduits a ce lourd
fardeau ne sont pas réversibles pour ¢éliminer les parasites résistants
sélectionnés, enfin parce que les patients hyperparasités présentent un risque

¢levé de recrudescence (White ef al., 2009).

IV.6.3. Intensité de la transmission palustre.

En zone de forte endémicité, le niveau élevé de la transmission est maintenu en
grande partie par I’immunité partielle qui protége de la prise d’antipaludiques
dans les infections asymptomatiques. La survie des populations de parasites ne
se trouve pas menacée puisque l’utilisation d’antipaludiques reste en deca du
seuil de sélection de résistants (Koella & Anita, 2003). Par ailleurs, la fréquence
des piqlres infectantes conduit a la prise courante d’antipaludiques. Les
nouvelles infections entrent alors en contact de doses sub-thérapeutiques
d’antipaludiques capables de favoriser la sélection de parasites résistants dont
les probabilités de survie des descendants sont néanmoins faibles. (White ef al.,
2009). En zone de faible endémicité au contraire, I’absence d’immunité partielle
exige la prise systématique d’antipaludiques en cas d’infection (Luxemburger et
al., 1996). La pression médicamenteuse qui s’exerce sur les populations de

parasites y est plus forte, d’ou la sélection de parasites résistants.
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IV.6.4. Mouvements migratoires

Les migrations fréquentes déterminées par les conditions climatiques, les
¢venements politiques ou les besoins en main d’ceuvre favorisent 1’introduction
des souches résistantes dans une région indemne de chimiorésistance.

Ces nouvelles souches résistantes seront rapidement sélectionnées (Tatem &

Smith, 2010).

IV.7. Méthodes d’étude des chimiorésistances
La surveillance de la chimiosensibilité de P. falciparum aux antipaludiques
comporte trois approches : les tests in vivo, les tests in vitro, tout en prenant en
compte les propriétés pharmacocinétiques des médicaments, et la recherche de

marqueurs moléculaires.

IV.7.1. Tests in vivo

Ces tests ont ét¢ mis au point en 1996 et modifiés en 2001. Ils permettent
d’¢tudier la réponse thérapeutique des antipaludiques. Actuellement, ’OMS
préconise deux protocoles : un de 28 jours et I’autre de 42 jours qui tiennent
compte des réponses clinique et parasitologique (WHO, 2003).

La conduite des tests in vivo est lourde et il est important de rappeler que de
nombreux facteurs tels que le statut immunologique du patient et les
interférences pharmacologiques avec les principes actifs étudiés (malabsorption,
probleme de métabolisation, d’élimination, interaction médicamenteuse...)
rendent délicate I’estimation du niveau réel d’efficacité de la drogue considérée.
Il est donc trés important de pouvoir doser le principe actif (médicament
administré ou son métabolite) chez les patients afin de détecter des variations de
sa pharmacocinétique ou une mauvaise compliance (bien que ce facteur soit
pallié par I’absorption des médicaments effectuée sous controle médical).

Les tests in vivo ont un meilleur reflet de la réalité puisqu’ils sont effectués chez

le malade. Toutefois, en zone d’endémicité palustre, il n’est pas ais¢
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cliniquement de distinguer une réinfestation d’une recrudescence de
I’infestation initiale surtout lorsqu’on utilise le test de 28 jours. Cependant, la
PCR constitue aujourd’hui une excellente technique pour en faire la distinction
et devrait étre associée a toute étude de chimiorésistance (MMV/WHO, 2007).
A T’issue du test, la réponse thérapeutique est classée en Réponse Clinique et
Parasitologique Adéquate (RCPA), Echec Thérapeutique Précoce (ETP), Echec
Clinique Tardif (ECT) et Echec Parasitologique Tardif (EPT) selon des criteres
bien définis (WHO, 2003).

1V.7.2. Tests in vitro

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

Diftérentes études utilisant simultanément une évaluation in vivo et in vitro ont
permis de démontrer la relation souvent délicate entre ces deux types de suivi de
la sensibilité plasmodiale aux antipaludiques (Ringwald & Basco, 1999). La
variété des tests in vitro réalisés souvent de facon non standardisée en 1’absence
de souches de références entretenues en continu au laboratoire, la multiplicité
des parametres pouvant influencer une réponse clinique, peuvent expliquer la
variabilit¢ des résultats constatés. Les techniques in vitro fournissent des
résultats non corrélés systématiquement aux résultats in vivo (surtout chez des

sujets immuns). En effet une résistance décelée en laboratoire pour un isolat
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donné ne sera pas source systématique d’échec clinique et inversement, de
méme que I’absence de réponse clinique et parasitaire adéquate (RCPA)
observée chez un patient ne sera pas systématiquement confirmée lors d’études
in vitro. 1l est donc difficile d’attribuer une probabilit¢ d’échec clinique en
fonction de la CI50 ou méme de la CI90 calculée lors de I’interprétation de tests
in vitro. Cependant, a 1’échelle de la population, ces résultats vont refléter la
sensibilité des souches, et surtout permettre de suivre leur évolution. Ces deux
types de surveillance agissent donc de facon complémentaire, et abordent le
phénomene de la chimiorésistance sous un angle différent. Les résultats des
études in vitro doivent servir d’index et constituer ainsi un systeme d’alarme
permettant de prédire I’émergence et la dissémination des souches résistantes.
[Is vont permettre de détecter des souches résistantes sur lesquelles des
marqueurs moléculaires de cette résistance vont pouvoir étre recherchés. Le
standard de référence de la surveillance de la résistance reste la classification
des réponses thérapeutiques selon le protocole de I’OMS, qui permettra de
déclencher D’alerte et de modifier les choix thérapeutiques devant une

augmentation importante de la fréquence d’échecs thérapeutiques observés.

IV.7.3. Marqueurs moléculaires de résistance

Avec le développement des techniques de biologie moléculaire, de nombreuses
connaissances ont €été acquises ces quinze derni€res années sur les mécanismes
de résistance aux antipaludiques et les déterminants moléculaires associés. Les
génotypes de résistance étant déterminés aprés amplification de ' ADN par PCR,
ces méthodes sont tres sensibles et ne nécessitent que tres peu de sang. Elles
requierent cependant beaucoup de matériel et de grandes précautions afin
d'éviter les amplifications non spécifiques liées a des contaminations par des
acides nucléiques d'autres isolats. De plus, excepté les méthodes utilisant des
digestions enzymatiques, elles sont également trés coliteuses. La présence de

ces marqueurs est également peu prédictive de la réponse thérapeutique. Pour de
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nombreux principes actifs ayant un mécanisme de résistance complexe, le
génotype est rarement corrélé avec les résultats des tests in vitro. Cependant,
pour les antimétabolites qui ont généralement un mécanisme de résistance
simple, les marqueurs génomiques de résistance peuvent remplacer les tests in

vitro pour les études épidémiologiques.
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Introduction

La résistance de P. falciparum a la plupart des antipaludiques en particulier la
chloroquine (CQ) et la sulfadoxine-pyriméthamine (SP) a eu pour conséquence
I’augmentation de la mortalité et de la morbidité palustres (WHO, 2010).

La sulfadoxine-pyriméthamine a été préconisée en 2003 en traitement de
seconde intention du paludisme simple en Cote d’Ivoire (Anonyme, 2008).

En 2005, son utilisation en traitement curatif a ¢t¢ abandonnée au profit des
Combinaisons Thérapeutiques a base des dérivés de I’ Artémisinine (CTA). La
SP est exclusivement préconisée dans le TPI de la femme enceinte dans le
cadre de la chimioprophylaxie depuis cette date (Anonyme, 2008).

Peu d’études d’épidémiologie moléculaire portant sur les génes dhfi et dhps,
marqueurs moléculaires de résistance a la SP ont été conduites en Cote d’Ivoire
(Djaman et al., 2003 ; 2010).

La Formation Sanitaire et Urbaine a Base Communautaire d’ Anonkoua-kouté,
I’Hopital General de Bonoua et le Centre de Santé Rural de Samo (CSR) sont
des sites d’essais cliniques de 1’Unité¢ de Paludologie de I’'Institut Pasteur de
Cote d’Ivoire dépuis de nombreuses années. L’UPAL dispose d’importantes
données clinico-biologiques sur le paludisme dans ces zones. Avant nos
travaux, aucune étude sur les marqueurs moléculaires dhfr et dhps n’avait été
réalisée dans ces sites ou les flux migratoires sont importants. Toutes ces raisons
justifient le choix de ces sites pour la réalisation de cette étude.

Aujourd’hui I’analyse moleculaire constitue une excellente et rapide méthode
d’evaluation du niveau de resistance de P. falciparum aux antipaludiques en
raison de la correlation entre marqueurs moléculaires de résistance et phénotype
« échec thérapeutique ». De plus I’analyse des marqueurs moléculaires permet
I’¢étude la résistance sur plusieurs sites.

Le but de ce travail est de déterminer le niveau de résistance de P. falciparum a
la SP dans la population par I’analyse du polymorphisme des génes dhfr et dhps

dans les trois sites d’étude ou se déroulera simultanément 1’étude de ’efficacité
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du TPL

Ce travail a également porté sur I’analyse du géne crt impliqué dans la
résistance a la chloroquine afin de déterminer le niveau de résistance a cette
molécule jadis utilisée en chimioprophylaxie chez la femme enceinte et
officiellement retirée en 2003 dans le traitement curatif du paludisme simple.

Si les travaux montrent une réversion de la chloroquinorésistance cela voudrait
dire que la molécule pourrait €tre utilisée a nouveau. Cette utilisation pourrait se
faire en association avec un autre antipaludique dans le cadre de la
chimioprophylaxie chez la femme enceinte ou du traitement curatif du

paludisme simple (Chloroquine + Dérivé de I’artémisinine).

Objectif général :
Déterminer la prévalence des génotypes des génes pfdhfr, pfdhps et pfcrt a

Anonkoua-kouté, Bonoua et Samo.

Objectifs spécifiques :

- Déterminer la prévalence des mutations aux codons 16, 50, 51, 59, 108 et
164 du géne pfdhfr

- Déterminer la prévalence des mutations aux codons 436, 437, 540, 581 et
613 du gene pfdhps

- Déterminer la prévalence des mutations aux codons 72, 73, 74, 75 et 76
du gene pfert

- Déterminer la prévalence des triples mutants dhfr (IRN) et pfcrt (IET)
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I. MATERIEL ET METHODES
I.1. Materiel

[.1.1. Type et Période d’étude

Il s’agit d’une étude prospective a visée analytique sur des populations de P.
falciparum prélevées chez des sujets symptomatiques et asymptomatiques a
Anonkoua-kouté, Samo, Bonoua. La preparation des confettis et le sequencage
se sont deroulés respectivement a I’Unité de Paludologie de I’Institut Pasteur de
Cote d’Ivoire et au Laboratoire d’épidémiologie moléculaire de la résistance de
Plasmodium falciparum aux antipaludiques dans le Département des Sciences
du Génome de I’Universit¢ de Washington (Seattle, USA). Les prélévements
des sujets asymptomatiques se sont déroulés de mai a juin 2008 et les confettis
des sujets symptomatiques provenaient d’essais cliniques conduits de 2007 a

2008.

1.1.2. Sites d’étude

Les prélévements des échantillons des sujets asymptomatiques ont été effectués
dans les écoles primaires d’ Anonkoua-kouté I, Il et I'V.

Les confettis des sujets symptomatiques ont été réalisés au cours des essais
cliniques effectués a Anonkoua-kouté (FSUCOM), Bonoua (hdpital general) et
a Samo (CSR) (Figure 7).

Ces trois sites d’étude présentent un faciés épidémiologique de type
subéquatorial avec deux saisons de pluie, une longue (qui va de Mars a Juillet)
et une courte (de Septembre a Novembre) et deux saisons seches dont la plus
courte s’étend d’aoflit a septembre et la plus longue, de novembre a mars. Les
précipitations excedent 1700 mm de pluie et la température varie entre 27°C et

33°C.
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Figure 7: Localisation géographique des sites d’étude

http://www.weatherforecast.com/locations/Bonoua .Consulté et adapté le 22 Aotit 2012
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[.1.3. Population d’étude

La population d’étude ét ait constituée de sujets asymptomatiques et
symptomatiques.

Les ¢leves agés de 6 a 12 ans, fréquentant les écoles primaires d’ Anonkoua I, II
et IV présentant une goutte €paisse positive et/ ou un TDR positif et ne
présentant pas des signes de paludisme (ficvre, vomissements, asthénie) ont été
inclus dans le groupe asymptomatique.

Tandis que dans le groupe symptomatique, le sujet devrait agé d’au plus 14 ans,
présenter un acces palustre simple a P. falciparum avéré (goutte épaisse positive
avec densité parasitaire comprise entre 2000 et 200 000 parasites asexués/ul de

sang). Ces sujets symptomatiques sont recrutés au cours d’essais cliniques.

[.1.4. Matériel biologique

Le materiel biologique était constitué de confettis sanguins. La collecte de sang
sur papier filtre Whatman 3MM a été réalisée soit sur le site d’étude (cas des
sujets symptomatiques), soit au laboratoire de 1’Unit¢ de Paludologie
(UPAL/IPCI) pour les sujets asymptomatiques. Les prélévements de sang ont

été recueillis dans des tubes EDTA avant la confection des confettis.

[.1.5. Génes ¢étudiés et amorces correspondantes

Trois génes impliqués dans la résistance a la CQ et a la SP ont fait ’objet
d’analyses.

¢ Gene pfdhfr [PFD0830w (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/9221804)]

Une séquence de 793 paires de base (pb) est amplifiée par PCR conventionnelle
avec des amorces développées par le laboratoire d’accueil et synthétisées par
Invitrogen™. La séquence contient les points de mutations aux codons 16, 50,
51, 59, 108 et 164 qui sont les déterminants génétiques de la résistance a la

pyriméthamine.
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s Gene pfdhps [PFO8_0095 (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene)]
La séquence d’intérét est de 753 pb et a pu étre amplifié¢e par PCR
conventionnelle. Cette séquence comporte les déterminants génétiques de la

résistance a la sulfadoxine aux codons 436, 437, 540, 581 et 613.

¢ Geéne pfert [MAL7P1.27(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene)]

La séquence de ce géne comportant les déterminants génétiques de la résistance
a la chloroquine vaut environ 400 pb. Elle a pu étre amplifiée a partir d’un
couple d’amorces de PCR conventionnelle. Les codons 72, 73, 74, 75 et 76 ont

été étudiés.

Les amorces utilisées pour la Nested-PCR sont listées dans le tableau I et celles
utilisées pour la réaction de séquengage dans le tableau II. Les amorces de la
deuxi¢me PCR étaient identiques a celles de la réaction de séquengage pour les
genes pfdhfr et pfdhps.

Pour le géne pfcrt, la PCR primaire ayant permis la révélation de bandes
d’ADN, nous a conduit directement a la réaction de séquengage avec le méme
couple d’amorces.

Toutes les amorces ont été élaborées par le Laboratoire d’épidémiologie
moléculaire de la résistance de P. falciparum aux antipaludiques dans le
Département des Sciences du Génome de I’Université de Washington (Seattle,

USA) et synthétisées par Invitrogen'™ .
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Tableau I: Amorces utilisées pour la PCR conventionnelle et pour la Nested

PCR
Géne PCR Amorces Séquences (5°-3°) Taille (pb)
o CTC CTT TTT ATG ATG GAA CAA GTC
pfdhfr Primaire S217 (Sens) 37
TGC GAC GTT TTC G
TCA TAT GAC ATG TAT CTT TGT CAT
S218 (Antisens) 38
CAT TCT TTA AAG GC
Secondaire S1226 (Sens) AAC CTA AACGTGCTG TTC AA 20
S1227 (Antisens) AAT TGT GTG ATT TGT CCA CAA 21
GTC TGC GAC GTT TTC GAT ATT TAT
pfdhps Primaire S219 (Sens) 27
GCC
) GGC ATATCATTATTT TTT TCT TCT CCT
S229 (Antisens)
TTT ATAC 34
Secondaire S1224 (Sens) GAT TCT TTT TCA GAT GGA GG 20
S1225 (Antisens) TTC CTC ATG TAA TTC ATC TGA 21
Pfert Primaire S1236 (Sens) GGT GGA GGT TCT TGT CTT GG 20

S1237 (Antisens)

ATT AAA GTT GTG AGT TTC GGA TG

23
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Tableau II: Amorces utilisées pour le séquencage

Géne Amorces Séquences (5°-3’) Taille de la séquence (pb)
pfdhfr S1226 (Sens) AAC CTA AACGTG CTG TTC AA 20
S1227
AAT TGT GTG ATT TGT CCA CAA 21
(Antisens)
pfdhps S1224 (Sens) GAT TCT TTT TCA GAT GGA GG 20
S1225
) TTC CTC ATG TAA TTC ATC TGA 21
(Antisens)
pfert S1236 (Sens) GGT GGA GGT TCT TGT CTT GG 20
S1237
) ATT AAA GTT GTG AGT TTC GGA TG 23
(Antisens)
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1.2. Méthodes

[.2.1. Collecte de sang sur papier filtre Whatman 3MM

Les prélévements de sang des sujets asymptomatiques effectués sur le site de
I’étude ont été acheminés au laboratoire de I"UPAL/IPCI. Une fois au
laboratoire, trois gouttes de sang (15ul chacune) sont déposées sur du papier
filtre Whatmann 3MM (Whatman, Maidstone, United Kingdom). Le papier
contenant la ou les gouttes de sang est mis a sécher pendant environ 45-60 min.
Les confettis des sujets symptomatiques sont réalisés sur le site de 1’étude selon
la méme procédure.

L’humidité étant un facteur de dégradation de I’ADN, il fallait s’assurer que les
confettis étaient bien secs. Le séchage et la conservation des confettis sont des
criteres de controle de la qualit¢ des extraits d’ADN. Chaque confetti est
¢tiqueté et placé dans un emballage de protection contenant du gel de silicate
puis conservé au laboratoire a température ambiante dans des boites de
conservation réservées a cet effet, a ’abri de I’humidité et de la chaleur jusqu’a
I’extraction de I’ADN génomique.

La quantité de sang restant du tube EDTA est centrifugée a 2000 tours/min
pendant 10 min. Les différents constituants du sang total (plasma sanguin, Buffy
coat et culot globulaire) sont séparés puis conservés a - 80 °C pour des études
futures.

Le nombre de confettis utilisés pour I’extraction de I’ADN ¢était de 48 et 93
provenant respectivement de sang prélevé chez les asymptomatiques et les
symptomatiques d’ Anonkoua-kouté. A Bonoua et Samo, I’extraction de I’ADN
plasmodial a concerné 48 et 49 confettis de sujets symptomatiques

respectivement.
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1.2.2. Découpage des spots de papier filtre et plan de plaque

La méthode d’extraction de I’ADN génomique de P. falciparum utilisée a
nécessité une organisation précise afin d’assurer la tragabilité¢ des échantillons
au moment de I’analyse moléculaire. Pour y arriver, la réalisation d’un plan de
plaque codifié et identifi¢ avant toute extraction est réalisée.

Chaque spot est découpé en quatre morceaux dont deux sont utilisés pour
I’extraction de ’ADN plasmodial. Le découpage s’est fait a I’aide d’une paire
de ciseaux et d’une pince, désinfectées a 1’éthanol a 70% aprés chaque
¢chantillon découpé. Le découpage s’est fait en salle d’extraction d’ADN
génomique de P. falciparum. Les deux morceaux sont placés dans un tube
Eppendorf® stérile de 1,5 ml étiqueté du code de 1’échantillon découpé.

Les confettis sont ensuite transférés dans des plaques de 96 puits a I’aide de la
pince préalablement désinfectée a 1’éthanol 70% aprés chaque usage. La
position de chaque échantillon dans la plaque de 96 puits est repérée et copiée
dans le plan de plaque élaboré préalablement a I’aide d’un tableur Excel de

Microsoft (Annexe 1).

[.2.3. Extraction de I’ADN génomique de Plasmodium falciparum

L’extraction est réalisée selon la procédure QIAamp® Micro kit du fabriquant.
C’est une méthode d’extraction a quatre étapes utilisée dans le laboratoire
d’Epidémiologie Moléculaire de la Résistance de P. falciparum aux

antipaludiques. La méthode a été adaptée comme décrite ci-apres.

12.3.1. Lyse
Les confettis découpés sont placés dans un tube Eppendorf® de 1,5 ml auquel
sont ajoutés 180 pl de tampon ATL (Tissue Lysis buffer) et 20 ul de protéinase
K. Aprés homogénéisation du tube au vortex pendant quelques secondes, il est
placé sur un bloc chauffant analogue (Stuart SBH130) a 56°C pendant une

heure. Au cours de cette période d’une heure le tube est vortexé pendant
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quelques secondes par intervalle de 10 minutes. Le tube est ensuite sorti du bloc
chauffant et centrifugé brievement pour éliminer les gouttelettes d’eau déposées
sur le couvercle du tube a la faveur de la chaleur. Un volume de 200 pl du
tampon AL (Lysis buffer) dont le but est de renforcer la qualité de la lyse, est
ajouté au tube dont le contenu est homogénéis¢€ a la main par des chiquenaudes
pendant quelques secondes. Le tube est ensuite placé sur un second bloc
chauffant analogue (Stuart SBHI130) a 70°C pendant 10 min avec
homogénéisation au vortex toutes les 3 min. Cette phase se termine par une
seconde breve centrifugation dans le but d’¢liminer de la face interne du
couvercle du tube d’Eppendorf” les gouttelettes formées par la vapeur dégagée

lors du chauffage.

1.2.3.2. Adsorption aux membranes de la colonne QIAamp®
Mini Elude
Le lysat contenu dans les tubes Eppendorf” est transféré dans une colonne
‘QIAamp® Mini Elude’ puis centrifugé a 8000 tours/min pendant 1 min. La
membrane de cette colonne est un filtre contenant des sels de Silicate dont la
propriété est de retenir I’ADN génomique contenu dans le lysat. La composition
du lysat et les conditions de pH y contribuent fortement. On se débarrasse alors

du filtrat.

1.2.3.3. Purification
Deux tampons de lavage AW 1 (Washing buffer 1) et AW2 (Washing buffer 2)
sont successivement ajoutés a la colonne QIAamp® Mini Elude, au volume de
500 pl chacun. Apres chaque ajout de tampon de lavage, une centrifugation a
8000 tours/min pendant 1 min est réalisée. Une derniére centrifugation est
réalisée a vitesse maximale de 14000 tours/min pendant 3 min afin de s’assurer
que la membrane ne contient plus aucune solution de lavage. Cette étape

augmente la pureté de I’ADN en éliminant tous les contaminants résiduels. Les
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sels de silicate et les conditions de pH permettent d’éviter que les protéines et
autres contaminants susceptibles d’inhiber la PCR, de méme que d’éventuelles

réactions enzymatiques en amont ne soient retenues par la membrane.

1.2.3.4. Elution
Pour I’¢lution, 40 pl de solution d’élution (AE kit) sont ajoutés a la colonne qui
est centrifugée a vitesse maximale (14 000 tours/min) pendant 1 min apres
incubation a température ambiante (15 a 25 °C) pendant 5 min. Ce procédé est
répété une seconde fois afin de recueillir le maximum d’ ADN possible.
Dans le cas de notre expérimentation, 1’eau distillée est utilisée en lieu et place
du tampon d’¢lution AE kit. L’¢luat recueilli au terme de cette opération

contenait de I’ADN génomique.

1.2.4. Amplification des génes par PCR

L’¢luat ou extrait d’ADN génomique a subi une double amplification par
Nested-PCR ou PCR-Nichée pour les genes dhfr et dhps. Un mix était réalisé,
puis reparti de facon équitable dans chaque tube avant d’y ajouter
individuellement I’ADN de chaque isolat.
Le mix de la premiere PCR était composé de 7,4 ul d’eau pure; 10 pl de
PreMix A 1X (Failsafe PCR Enhancer ou stimulateur de PCR, 100mM Tris-HC1
(pH 8,3, 22°C), 100 mM KCl et 400 uM de chaque dNTP, Mgcl, (3-7 mM)); 0,4
ul d’amorces 10 mM ; 0,2 ul de la Taq FailSafe enzyme (Epicentre, Madison,
WI) 0,5 U/ul auquel est ajouté 2 pl d’ADN extrait pour obtenir 20 pl de
volume réactionnel. Les échantillons sont ensuite placés dans un thermocycleur
pour I’amplification.
Le mix de la deuxieme PCR était identique au mix de la premiere PCR auquel
on ajoutait 2pul d’amplifiat obtenu apres la premiere PCR.
Pour chaque géne les programmes d’amplification de la premiére et de la
seconde PCR ¢étaient identiques (Tableau III).
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Tableau III: Programmes d’amplification

Nom du programme

Programme d’amplification primaire et secondaire

Gene

PFDHFR

94 °C x 3 min >>> dénaturation
94 °C x 30 sec >>> dénaturation
50 °C x 45 sec >>> hybridation
72 °C x 1 min >>> extension.
30 fois a partir de I’étape 2

72 °C x 10 min >>> Extension
4°C >>> Infini

NNk W=

pfdhfr

PFDHPS

94 °C x 3 min>>> dénaturation
94 °C x 45 sec >>> dénaturation
51 °C x 45 sec >>> hybridation
60 °C x 45 sec >>> extension
34 fois a partir de 1’étape 2

60 °C x 5 min >>> extension
4°C >>> Infini

NNk W=

pfdhps

PFCRT

94 °C x 3 min >>> dénaturation
94 °C x 30 sec >>> dénaturation
56 °C x 30 sec >>> hybridation
62 °C x 1 min >>> extebsion

34 fois a partir de 1’étape 2

62 °C X 5 min >>> extension
Incubation a 15 °C x 5 min

4°C >>> Infini

e A

pfert

Pour le gene pfcrt, seule la PCR primaire a été réalisée.
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1.2.5. Electrophor¢ese classique
Une électrophorese est réalisée de fagon manuelle sans automate de migration
avec un gel d’agarose pure 1% (Seaken®™ LE Agarose, Cambrex Biosciences
Rockland, Inc.). Pour préparer le gel d’agarose 1%, 0,60 mg d’agarose pure est
pesé dans un erlenmeyer dans lequel sont ajoutés 60 ml de tampon Tris-Borate-
EDTA 1X (1 M Tris-HCI, 0.8 M acide borique, 2 mM EDTA, pH 8.0). Le
contenu est homogénéisé puis I’erlenmeyer est porté au four a micro-ondes
pendant 2 min. Le gel obtenu est rendu tiéde a température ambiante (25°C),
puis coulé¢ délicatement dans un moule portant un peigne, de sorte a éviter la
formation de bulles capables de géner I’¢électrophorese.
Une fois solidifié, le gel est débarrassé de son peigne qui libere alors des puits.
Le gel contenu dans son moule est porté dans la cuve de migration contenant du
tampon TBE 1X, et disposé de sorte que 1’¢lectrophorése se fasse dans le sens
de la borne négative vers la borne positive. En effet la molécule d’ADN est
chargée négativement a cause des ions phosphates qui la constituent et est
¢galement disposée dans un tampon a pH > 7. Elle est donc attirée par I’anode
au cours de 1’¢électrophorése.
Un volume de 5 pl de produit d’amplification par PCR et 1 ul de tampon de
charge Gel Loading Dye Blue 6X (Bio-Labs) sont ajoutés dans chaque puits du
gel d’agarose.
En dehors des produits de PCR déposés dans les puits du gel, il est également
dépos¢é dans différents puits un témoin négatif (sans ADN) composé du milieu
réactionnel préalablement amplifié, un témoin positif dont 1’échantillon d’ADN
est connu et un marqueur de poids moléculaire SmartLadder de 10 kb
(Eurogentec, CA, USA). L’ensemble est migré dans le tampon de migration a
135 volts pendant 20 minutes environ. A I’issue de I’¢électrophorése, le gel
d’agarose est plongé dans une solution de Bromure d’Ethidium (BET) pendant
5-10 min puis rincé avant d’étre placé sur un transluminateur disposé dans une

chambre noire miniaturisé de type G:BOX Biolmaging Systems (Syngene Inc.)
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avec un appareil photo incorporé, une imprimante, un moniteur et une unité

centrale. Des amplifiats positifs ont été obtenus avec tous les confettis.

[.2.6. Séquengage des produits de PCR

Au total 48 amplifiats d’isolats de sujets asymptomatiques ont été séquencés
pour les genes pfdfhr, pfdhps et pfcrt, tandis que 93 et 65 amplifiats d’isolats de
sujets symptomatiques ont été séquencés respectivement pour les génes pfdhfr
et pfdhps, pfcrt pour le site d” Anonkoua-kouté.

A Bonoua et Samo le nombre d’amplifiats soumis au séquencage €tait de 48 et
49 respectivement pour les trois genes. Le séquencgage s’est déroulé au
laboratoire d’épidémiologie moléculaire de la résistance de Plasmodium
falciparum aux antipaludiques du Département des Sciences du Génome de

I’Université¢ de Washington (Seattle, USA).

¢ Milieu réactionnel et programme de séquencage.

Deux milieux réactionnels, a raison d’un par amorce de PCR 2, sont préparés a
partir des amplifiats positifs. Le séquencage est par la suite réalis¢ dans un
volume de 10 pl, avec 1,5 pl d’eau pure ; 1-3 pl de produit PCR 2; 2,7 ul de
tampon de dilution 5X (400 mM de Tris-HCl et 10 mM de MgCl,; pH 9,0) ; 0,8
uM d’amorce; et 1 pl du marqueur fluorescent Big Dye (Applied Biosystems).
La réaction de séquengage s’est déroulé au thermocycleur selon le programme
suivant : une incubation pour la dénaturation initiale a 96 °C pendant 10 sec ; 24
cycles avec une dénaturation a 96 °C pendant 10 sec, une hybridation a 50 °C
pendant 5 sec, et une ¢longation a 60 °C pendant 4 min ; une derniere incubation

de conservation réfrigérée a 4 °C.

¢ Réaction de précipitation a I’éthanol.
Apres la réaction de séquencage, 26 pl d’éthanol 95 % sont mis dans chaque

puits de la plaque PCR contenant les séquences nouvellement générées.
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La plaque recouverte d’un film adhésif aluminium (Microseal) est incubée a -20
°C pendant 15 min et centrifugée a 3000 g/30 min. Apres ce délai, le film
adhésif est enlevé et la plaque renversée sur du papier buvard pour se
débarrasser de tout I’éthanol 95 %. Maintenue dans cette position, la plaque est
centrifugée a 700 g pendant Imin pour s’assurer d’avoir totalement enlevé
I’alcool. Un volume del25 pl d’éthanol 70 % est ensuite ajouté dans chaque
puits de la méme plaque qui est a nouveau centrifugée a nouveau a 3000 g
pendant 10 min. Aprés avoir enlevé tout 1’alcool suivant le procédé décrit plus
haut, la plaque est mise a sécher a température ambiante pendant 15 a 20 min
puis recouverte avec un film aluminium adhésif et conservé a -20°C jusqu’a la
lecture des profils bruts ou ‘base-calling’ par I'automate a électrophorese
capillaires AB3100 (Applied Biosystem). De I’eau pure (26 pl) est ajoutée au
préalable aux puits de la plaque avant la lecture automatique des fragments

générés au thermocycleur.

12.7. Analyse des sequences

1.2.7.1. Détermination de la séquence par appel de bases
La lecture des profils bruts, ou base-calling (détermination de la séquence par
appel de bases), s’effectue a I’aide de programmes automatiques qui lisent les
bases, comparent les séquences similaires et fournissent une plate-forme
intuitive de correction. Les programmes automatisés comme le programme
public Phred développé a I’Université de Washington convertissent les fichiers
tracés en séquences que I’on peut entrer dans une base de données juste apres le
séquencage. Cette information est utilisée lors des étapes ultérieures de

comparaison de séquences.

1.2.7.2. Edition des contigs
L’¢étape de finition lors du séquengage d’un morceau d’ADN, ou contig,

comprend I’alignement, le repérage et la correction des erreurs. Cette étape est
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réalisée avec le logiciel d’édition de séquences Sequencher 4.1.4 (Codes
Corporation, Ann Arbor, MI). Les contigs ou fragments bruts issus de
I’automate, sont des séquences d’ADN assemblées en fusionnant deux
séquences d’ADN ou plus. Dans le cas de notre travail, il s’agit des séquences
‘brutes’ correspondant aux genes pfdhfr, pfdhps, pfcrt des isolats. Ces séquences

sont corrigées a 1’aide du logiciel puis analysées en parall¢le.

12.7.3. Alignement
L’alignement consiste a aligner en parallele deux séquences d’ADN, voire
davantage, en maximisant le nombre de nucléotides ou de résidus identiques,
tout en minimisant le nombre de mésappariement et de trous. Tous les contigs
sont alignés y compris les séquences de référence des geénes correspondant
disponibles en ligne dans de la banque de données publiques GenBank

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov).

1.2.7.4. Repérage
Il consiste a détecter les loci d’intérét, a savoir les codons en position 16, 51,
59, 108, 164 du polypeptide PFDHFR (ou les bases en position 48, 153, 177,
324, 492 de la séquence nucléotidique du gene pfdhfr) ; les codons en position
436, 437, 540, 581 et 613 de la protéine PFDHPS (ou les nucléotides en position
1308, 13011, 1620, 1743 et 1842 du gene pfdhps); et les codons 72, 73, 74, 75,
76 du polypeptide PFCRT (ou les nucléotides en position 216, 219, 222, 225,
228 du geéne pfcrt). L’édition de séquences des isolats est réalisée en comparant,
pour un gene donné, tous les contigs en paralléle avec une séquence de référence
correspondant & la souche de référence 3D7 et contenu dans la banque de

données publique GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) afin d’identifier les

polymorphismes uniques de nucléotides ou SNP dans les fragments de génes

séquences.
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1.2.7.5. Détermination des alléles
Le séquencage direct nous a permis de voir a partir de I’interface du logiciel
d’analyse Sequencher 4.1.4, la succession des alléles correspondant a un
individu. Les alleles sont attribués d’autant plus facilement qu'aucune mutation
ou une mutation unique apparaissait a un locus donné (c’est le cas des mutants
purs) ; ou encore lorsqu’une infection multiple apparaissait a un des loci (cas
mixtes). Dans le cas ou plus d’un locus présentait une infection mixte, il était
difficile voire impossible de déterminer avec exactitude le génotype de I’isolat.
Par ailleurs, lorsque 1’¢électrophorégramme a présenté une infection mixte a un
locus donné, les pics supplémentaires ne sont pas pris en compte dans 1’analyse
que si la hauteur de leurs pics respectifs était au moins égale au tiers de la
hauteur du pic dominant. Les haplotypes sauvages de pfdhfr sont définis par As-
51/Cys-59/Ser-108/Ile-164, tandis que ceux de pfdhps par Ser-436/Ala-437/Lys-
540/Ala-581/Ala-613. Les codons mutés correspondants sont Ile-51, Arg-59,
Asn ou Thr-108 et Leu-164 pour le géne dhfr et Ala- ou Phe-436, Gly-437, Glu-
540, Gly-581 et Ser- ou Thr-613 pour le gene dhps.
Pour le geéne pfcrt les codons mutés et les haplotypes sauvages sont
respectivement Ile-74, Glu-75, Thr-76 et Met-74/Asn-75/Lys-76.
Les mutants purs sont définis comme I’absence du type sauvage en tous les
codons et indique I’homogénéité des populations parasitaires d’un isolat donné.
Par contre un « codon mixte » ou un « isolat mixte » signifie la présence de deux
bases alternatives, sauvage et mutante, en méme temps et indique

I’hétérogénéité génétique des populations parasitaires d’un isolat donné.

[.2.8. Analyses statistiques
Les analyses statistiques sont réalisées avec le logiciel XLSTAT® software,
version 2010.3.08 (Addinsoft SARL, Paris, FRANCE). La comparabilité des

deux groupes (asymptomatiques et symptomatiques) est effectuée par le test de
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Student pour les variables continues et par le test du Chi® pour les variables
discrétes avec correction de Yates en cas d’effectif inférieur a 5. Si les
conditions d’application ne sont pas respectées, les comparaisons sont effectuées
par le test non paramétrique de Mann Whitney ou par le test de Fisher.

Au cours de cette analyse, les intervalles de confiances a 95 % et les odds ratio
sont déterminés avec un risque relatif a=0,05. Une p-value inférieure a 0,05

indiquait une différence statistiquement significative.

[.2.9. Considérations €thiques et réglementaires

La présente ¢étude a ¢t¢ conduite selon la Déclaration d’Helsinki et les
dispositions légales et réglementaires de notre pays en la maticre. Le protocole
a été soumis et approuvé par la Comité National d’Ethique et de la Recherche de
Cote d’Ivoire. Un consentement éclairé a été¢ requis des parents ou des tuteurs
légaux des enfants. Pour les sujets asymptomatiques, les fiches d’information et
de consentement éclairé ont ét¢ rémises a chaque enfant afin de les faire
parvenir a leurs parents qui dévraient se presenter a 1’école le jour des
prélevements. L’enfant n’était prélévé qu’aprés signature du consentement
¢clairé par les parents ou tuteurs légaux.

Pour les sujets symptomatiques, le consentement avait déja été signé par les

parents ou tuteurs légaux avant la mise en route des différents essais cliniques.
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II. RESULTATS

I1.1. Profil génétique des isolats de P. falciparum a Anonkoua-kouté.

II.1.1. Résultats du séquencage

Au total, 48 fragments d’ADN d’isolats de P. falciparum provenant de sujets
asymptomatiques ont été s€quencés. Le succes du séquencage variait en fonction
du geéne et du locus analysés. Ainsi, pour le gene pfdhfr, le nombre de séquences
lisibles était de 42 pour les loci N511 et C59R soit 87,5% de succes contre 44
(91,7%) pour le locus S108N. Cependant, aucune mutation n’a affecté les loci
L164, T108 et V16 régulicrement impliqués dans la résistance de P. falciparum
au cycloguanil (Tableau I'V).

Le nombre de séquences lisibles obtenues pour le géne pfdhps était de 29
(60,4%), 30 (62,5%), 44 (91,7%) et 44 (91,7%) respectivement pour les loci
A437G, S436A, AS581G et A613S. La mutation G-540 était absente.

Pour le géne pfcrt, 38 séquences lisibles contenant tous les cing loci impliqués
dans la résistance a la CQ ont été obtenues (Tableau IV).

Chez les sujets symptomatiques, 93 isolats ont été¢ séquencés. La mutation N511
du geéne pfdhfr était retrouvée chez 92 individus soit 98,9%, tandis que les
mutations en position C59R et S108N étaient portées par 91 isolats (97,8%).

Les loci S436A, A437G, AS81G et A613S du geéne pfdhps étaient portés par 77
(82,8%), 79 (84,9%), 83 (89,2%) et 80 (86%) séquences d’isolats
respectivement. Le codon 540 est rest¢ invariant.

Au total 65 séquences du géne pfcrt ont ét€ observées et les points de mutation
M741, N75E et K76T étaient portés par 65, 63 et 62 isolats respectivement
(Tableau I'V).

La distribution des mutations pures et mixtes est indiquée dans le Tableau V.
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Tableau IV : Nombre de fragments d’ADN de P. falciparum séquencés

provenant de sujets asymptomatiques et symptomatiques

Asyptomatiques Symptomatiques
Geéne Loci Succes Echecs Succes Echecs
pfdhfi N511 (8;?%) 6(12,5%) | 92(98,9%) 1 (1,1%)
C59R (87%%) 6(12,5%) | 91(97,8%) | 2(2.2%)
S108N/T o l‘f;‘%) 4 (8,3%) 91 (97,8%) 2 (2,2%)
plidps SH6A | gy | 18GTSW) | TTE28%) | 1607.2%)
A437G (602,2%) 19 (39,6%) | 79 (84,9%) | 14 (15,1%)
K540G 48 (100%) 0 (0%) 93 (100%) 0 (0%)
A581G (91‘;‘%) 4 (8,3%) 83 (89,2%) | 10 (10,8%)
A613S o l‘f;‘% ) 4(8.3) 80 (86%) | 13 (14%)
pfert M741 (793,2%) 10 (20,8%) | 65 (100%) 0 (0%)
N75E (793,3%) 10 (20,8%) | 63 (96,9%) 2 (3,1%)
K76T (793,2%) 10 (20,8%) | 62(954%) | 3 (4.6%)
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Tableau V : Distribution des mutations pures et mixtes des genes pfdhfr, pfdhps

et pfert
Asymptomatiques | Symptomatiques Total
Locus Alleles
Effectif (%) Effectif (%) Effectif (%)
N511 I 19/42 (45,2) 39/92 (42,4) 58/134 (43,3) 0,02
N/I 6/42 (14,3) 7/92 (7,6) 13/134 (9,7) 0,34
C59R R 18/44 (40,9) 46/91 (50,6) 64/135 (47,4) 0,29
C/R 7/44 (15,9) 10/91 (11) 17/135 (12,6) 0,42
S108N/T N 18/44 (40,9) 48/91 (52,8) 66/135 (48,9) 0,20
SN 7/44 (15,9) 8/91 (8,8) 15/135 (11,1) 0,25
S436A A 4/30 (13,3) 27/77 (35,1) 31/107 (29) 0,03
S/A 13/30 (43,3) 12/77 (15,6) 25/107 (23,4) 0,002
A437G G 12/29 (41,4) 55/79 (69,6) 67/108 (62) 0,007
A/G 9/29 (31) 8/79 (10,1) 17/108 (15,7) 0,01
A581G G 0/44 (0) 1/83 (1,2) 1/127 (0,8) 1
A613S S 0/44 (0) 2/80 (2,5) 2/124 (1,6) 0,54
A/S 4/44 (9,1) 2/80 (2,5) 6/124 (4,8) 0,18
M741 I 26/38 (68,4) 42/62 (67,7) 68/100 (68) 1
M/1 9/38 (23,9) 6/65 (9,2) 15/103 (14,6) 0,04
N75E E 26/38 (68,4) 46/63 (73) 72/101 (71,3) 0,62
N/E 9/38 (23,7) 6/63 (9,5) 15/101 (14,9) 0,05
K76T T 26/38 (68,4) 43/62 (69,4) 69/100 (69) 0,92
K/T 9/38 (23,7) 9/62 (14,5) 18/100 (18) 0,25




I1.1.2. Acides aminés de la DHFR, DHPS et CRT des isolats de
P. falciparum

Un effectif de 134 séquences lisibles comportait les loci N51I, C59R, et S108N
sur un total de 141 échantillons, parmi lesquels 44 isolats de P. falciparum de
sujets asymptomatiques et 89 isolats de P. falciparum de sujets symptomatiques.
Les résultats de I'¢tude de la DHFR ont donné 34,6 % d'isolats dhfr sauvage de
type A-16 / N-51 / C-59 / S-108 / 1I-164 (Figure 8). En plus de l'allele sauvage,
51,1 % d'isolats dhfr mutant pur de combinaisons alléliques suivantes ont été
obtenues : 36,8% d’isolats triples mutants 1-51/R-59/N-108, 9,8% d’isolats
double mutant N-51/R-59/N-108, 2,3% d’isolats doubles mutanst I-51/C-59/N-
108, 0,8% d’isolats double mutant [-51/R-59/S-108, 0,8% d’isolats simple
mutant N-51/C-59/N-108 et 0,8% d’isolats simple mutant I-51/ C-59/S-108
(Tableau VI). Les alleles mixtes étaient portés par 14,3% des isolats dont 13
alleles portaient le triple mutant I-51/R-59/N-108 (Tableaux VI et VII). Notre
¢tude a mis en évidence des mutations rares telles que les simples mutants Ile-51
(3,7%) et Arg-59 (2,3%) ainsi que le double mutant I-51/A-59 (2,3%).

En définitive le triple mutant I-51/R-59/N-108 a été retrouvé chez 46,6% des
isolats.

Au niveau de la DHPS, trés peu d'isolats dhps sauvage ont été mis en évidence.
Ils représentaient 4,8 % des isolats et sont caractérisés par les acides aminés S-
436/A-437/K-540 /A-581/A-613. Le codon 540 de tous les isolats était sauvage.
Il est resté invariant. Le génotype pur était porté par 70,2 % des isolats avec des
combinaisons alléliques suivantes : 12,5% d’isolats simple mutant A-436/A-
437/K-540/A-581/A-613, 25% d’isolats simple mutant S-436/G-437/K-540/A-
581/A-613, 29,8% d’isolats double mutant A-436/G-437/K-540/A-581/A-613,
1% d’isolats double mutant A-436/A-437/K-540/G-581/A-613, 1,9% d’isolats
triple mutant A-436/G-437/K-540/A-581/S-613. Les alleles mixtes étaient

retrouveés chez 25% des isolats (Figure 8, Tableau VI).
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L’analyse de la CRT a montré que sur ’ensemble des séquences lisibles, 99
contenaient les trois points de mutation pfcrt IET dont 38 chez les
asymptomatiques et 61 chez les symptomatiques (Figure 8). Les résultats ont
mis en évidence 12,10% d’isolats pfcrt sauvage M-74/N-75/K-76, 69,70% de
mutant pur avec 65,7% d’isolats triple mutant 1-74/E-75/T-76 et 4% d’isolats
double mutant M-74/E-75/ T-76 (Tableau VI).

La répartition de la fréquence des mutations des différents codons des trois

genes sont indiqués sur la figure 9.
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Tableau VI : Prévalence des génotypes des génes pfdhfr, pfdhps et pfcrt a

Anonkoua-kouté

Asymptomatiques Symptomatiques Total
Géne Génotype Effectif (%)
Effectif (%)
Effectif (%)

pfdhfr | NCS 14 (31,8) 32 (36) 46 (34,6)
IRN 15 (34,1) 34 (38,2) 49 (36,8)
NRN 02 4,5) 11 (12,4) 13 (9,8)
ICN 03 (6,8) 00 (0,0) 03 (2,3)
IRS 01 (2,3) 00 (0,0) 01 (0,8)
ICS 01 (2,3) 00 (0,0) 01 (0,8)
NCN 00 (0,0) 01 (1,1 01 (0,8)
Mixtes-dhfr | 08 (18,2) 11 (6,7) 19 (14,3)
Sous-Total 44 (100,0) 89 (12,4) 133 (100,0)

pfdhps | SAKAA 01 (3,6) 04 4,2) 05 (4,9)
AGKAA 07 (25,0) 24 (25,3) 31 (30,1)
SGKAA 03 (10,7) 33 (34,7) 26 (25,2)
AAKAA 05 (17,9) 08 (8,4) 13 (12,6)
AGKAS 00 (0,0) 02 (2,1) 02 (1,9)
AAKGA 00 (0,0) 01 (1,1 01 (1,0)
Mixtes-dhps | 12 (42,9) 13 (13,7) 25 (24,3)
Sous-Total 28 (100,0) 75 (78,9) 103 (100,0)

pfert MNK 03 (7,9) 09 (14,8) 12 (12,1)
IET 26 (68,4) 39 (63,9) 65 (65,7)
MET 00 (0,0) 04 (6,6) 04 (4,0)
Mixtes-Pfert | 09 (23,7) 09 (14,8) 18 (18,2)
Sous-Total 38 (100,0) 61 (100) 99 (100,0)

81




80,00%

70,00%

60,00%

50,00%

40,00%

30,00%

20,00%

10,00%

0,00%

70,20% 69,7%
51,10%
M Sauvage
34,60% m Mutant pur
m Mixte
25,00%
) (]
14,30%
12,10%
4,80%
pfdhfr pfdhps pfert

Figure 8 : Répartition des isolats selon le génotype a Anonkoua-kouté
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Tableau VII : Prévalence des alleles mixtes des génes pfdhfr, pfdhps et pfcrt

Géne Génotypes mixtes Asymptomatiques Symptomatiques Effectif total
pfdhfr I-R/C-N/S 1 2 3 (15,8%)
I/N-R/C-S 0 2 2 (10,5%)
I/N-R/C-N/S 5 4 9 (47,4%)
I/N-C-S 1 0 1 (5,3%)
I/N-R-N 0 1 1(5,3%)
N-R/C-N/S 1 2 3 (15,8%)

Sous-Total 8 11 19 (100%)
pfdhps A/Y-A/G-KAA 1 0 1 (4,2%)
A/Y-A/G-KA-A/S 1 0 1 (8,3%)
A-A/G-KAA 0 1 1 (4,2%)
S/A-A/G-KAA 6 6 12 (50%)

S/A-AKAA 2 2 4 (16,7%)
S/A-AKA-A/S 0 1 1 (4,2%)
S/A-GKAA 1 2 3 (12,5%)
S/A-A/G-KA-A/S 0 1 1 (4,2%)
S/Y-A/G-KA-A/S 1 0 1 (4,2%)

Sous-Total 12 13 24 (100%)

pfert M/I-N/E-K/T 9 6 15 (83,3%)
IE- K/T 0 1 1 (5,6%)
MN- K/T 0 2 2 (11,1%)

Sous-Total 9 9 18 (100%)

On dénombrait § alléles mixtes, soit 18,2 % dont 6 contenaient le triple mutant IRN chez les

asymptomatiques. Dans le groupe des symptomatiques, 11 isolats soit 12,4 % portaient des

alleles mixtes dont 7 contenaient le triple mutant IRN.
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Figure 9 : Fréquence des mutations des codons des genes pfdhfr, pfdhps et pfcrt

des isolats de P. falciparum a Anonkoua-kouté

L’analyse du geéne pfcrt a montré que 87/100 (87%), 85/101 (84,2%) et 81/103 (78,6%)
portaient respectivement les mutations T-76, E-75 et [-74.

Les mutations A-436 et G-437 étaient retrouvées respectivement chez 72/107 (67,3%) et
70/108 (64,8%) des isolats.

Au niveau du geéne pfdhfr 70/134 (52,20%), 81/133 (60,9%) et 82/133 (61,7%) des isolats

portaient respectivement les mutations [-51, R-59 et N-108.

84



Tableau VIII : Alleles pfdhfr/pfdhps associés a Anonkoua-kouté

Alleles Asymptomatiques Symptomatiques Total

pfdhfi/pfdhps Effectif % Effectif % Effectif % p-value
ICN-SGKAA 1 12,5 0 0 1 2,1 0,13
IRN-AAKAA 2 25 3 7,5 5 12,5 0,32
IRN-AGKAA 0 0 10 25 10 20,8 0,26
IRN-SGKAA 1 12,5 6 15 7 14,6 0,29
NCS-AAKAA 1 12,5 3 7,5 4 8,3 0,21
NCS-AAKGA 0 0 1 2,5 1 2,1 0,03
NCS-AGKAA 3 37,5 3 7,5 6 12,5 0,46
NCS-AGKAS 0 0 1 2,5 1 2,1 0,03
NCS-SAKAA 0 0 0 0,00 0 0,00 0,03
NCS-SGKAA 0 0 8 20 8 16,7 0,2
NRN-AAKAA 0 0 1 2,5 1 2,1 0,03
NRN-AGKAA 0 0 5 2 4,2 0,03
NRN-SAKAA 0 0 1 2,5 1 2,1 0,03
Total 8 1 40 1 48 1 1

Quatre variantes du géne pfdhfr et 7 variantes du géne pfdhps ont été observées. Sur un total
de 13 combinaisons, le double mutant pfdhps et le triple mutant pfdhfr étaient prédominants.
En s’intéressant aux loci d’intérét en santé publique (pfdhfr NS1I-C59N-S108R/pfdhps
S436A-A437-K 540E-A581G-A613S) et aux mutants purs, les alléles quadruples mutants
dans lesquels le triple mutant IRN était associé a la mutation 437G (IRN-AGKAA ; IRN-
SGKAA) étaient majoritaires (17,4 %).
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I1.2. Profil génétique des isolats de P. falciparum a Bonoua et Samo.

I1.2.1. Résultats du séquencage

Au total 48 et 49 échantillons ont été séquencés respectivement & Samo et
Bonoua. Le gene pfdhps a été séquencé avec succes dans 62,5% et 83,7% des
cas respectivement a Samo et Bonoua. Quant au gene pfdhfr, les taux respectifs
de succes du séquencage étaient de 64,6% et 93,9% a Samo et Bonoua (Tableau
X). Tous les échantillons ont été¢ séquencés avec succes a Samo et Bonoua
concernant le gene pfcrt. La répartition des mutations pures et mixtes sont

indiquées dans le tableau XI.

Tableau IV : Nombre de fragments d’ADN de Plasmodium falciparum

séquencés provenant de sujets symptomatiques a Bonoua et Samo

S Bonoua
Gene
Succes Echecs Succes Echecs
Pfdhps 30 (62,5%) 18 (37,5%) 41 (83,7%) 8 (16,3%)
Pfdhfr 31 (64,6%) 17 (35,4%) 46 (93,9%) 3 (6,1%)
Pfert 48 (100%) 0 (0%) 49 (100%) 0 (0%)
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Tableau X : Distribution des mutations pures et mixtes des génes pfdhfr, pfdhps

et pfert
Samo Bonoua
Locus Alleles p-value
Effectif % Effectif %

I 6/31 19,4 15/46 32,6 0,20
N5I1I

N/1 16 /31 51,6 31/46 67,4 0,16

R 13 /31 41,9 23/46 50 0,49
C59R

C/R 8/31 25,8 1/46 2,2 0,002

N 14 /31 45,2 24/46 52,2 0,55
S108N/T

S/N 7/31 22,6 0/46 0,00 0,001

F 1/30 3,3 0/41 0,00 0,42

S 8 /30 26,7 4/41 9,8 0,11
S436A

S/A 7 /30 23,3 13/41 31,7 0,40

S/L 0/30 0,00 24/41 58,5 <0,0001

Y 1/30 3,3 0/41 0,00 0,43

G 22 /30 73,3 41/41 9,8 0,0005
A437G

A/G 1/30 3,3 0/41 0,00 0,43
AS81G | A 30/30 100 42/42 100 1,00

S 3/30 10 0/42 0,00 0,07
A613S

A/S 2 /30 6,7 0/42 0,00 0,17

I 38 /47 80,9 48/48 100 0,001
M741

M/1 2 /47 43 0/48 0,00 0,24

E 40 /47 85,1 48/48 100 0,006
N75E

N/E 1 /47 2,1 0/48 0,00 0,49

T 40 /42 95,2 48/48 100 0,21
K76T

K/T 1/42 2,4 0/48 0,00 0,47
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I1.2.2. Acides aminés de la DHFR, DHPS et CRT des isolats de
Plasmodium falciparum

La variabilité génétique est tres réduite a Bonoua par rapport a Samo. Le triple
mutant pfcrt I-74/E-75/T-76 était retrouvé chez tous les isolats a Bonoua (48/48)
(TableauXI, Figure 10). A Samo, il était majoritaire avec 86,36 % (38/44) avec
six autres alleles rares de fréquence 2 % (1/44) dont I’alléle sauvage pfcrt M-
74/N-75/K-76.  L’allele pur pfdhps S-436/G-437/K-540/A-581/A-613, les
alleles mixtes pfdhps S-436/1L.-437/1L.-540/A-581/A-613 et pfdhps Arg-436/Gly-
437/Lys540/Ala-581/Ala-613 étaient retrouvés respectivement chez 13,33 %
(4/30), 58,54 % (24/41) et 31,71 % (13/41) des isolats a Bonoua (Tableau XI,
Figure 11) .

A Samo, 11 alleles ont ét¢ mis en évidence dont 1’allele pur pfdhps S-436/G-
437/K-540/A-581/A-613 chez 23,33 % (7/30) des isolats étudiés et 1’allele
sauvage pfdhps S-436/A-437/K-540/A-581/A-613 rencontré dans 3,33 % (1/30)
des cas. Les doubles mutants pfdhps F-436/A-437/K-540/A-581/S-613, pfdhps
Y-436/A-437/K-540/A-581/S-613 et pfdhps A-436/G-437/K-540/A-581/S-613
¢taient rares (3,33%, 1/30) (Figure 11). La différence des distributions des
proportions alléliques entre Samo et Bonoua était trés hautement significative (p

<0,0001).
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Tableau XI : Prévalence des génotypes des genes pfcrt, pfdhfr et pfdhps a

Samo et Bonoua

. , Bonoua Samo
Géne Génotype p-value
n (%) n (%)
pfert Pur CVIET 48 100 38 86,4 0,004
CVMET 0 0 1 23
CVMNK 0 0 1 23
Mixte CV-M/I-N/E-T 0 0 1 23
CV-M/I-N/E-T/K |0 0 1 23
CVME-T/K 0 0 1 23
CV-M/N-E-T/K 0 0 1 23
Total 48 100 44 100
pfdhfr | Pur NCSI 23 50 12 38,7
IRNI 15 32,6 6 194
NRNI 7 152 397
Mixte N/I-C/R-S/N-I 0 0 6 194
N/I-C/R-SI 0 0 1 32
N/I-CSI 0 0 1 32
N/I-RNI 0 0 1 32
N-C/R-S/N-I 0 0 1 32
N-C/R-SI 1 22 0 0
Total 46 100 31 100
pfdhps | Pur AGKAA 0 0 8 26,7 <0,0001
SGKAA 4 98 7 233
AAKAA 0 0 3 10
AGKAS 0 0 1 33
FAKAS 0 o0 1 33
SAKAA 0 0 1 33
YAKAS 0 0 1 33
Mixte S/A-GKAA 13 31,7 4 133 0,027
S/A-GKA-A/S 0 0 2 6,7
A-G/A-KAA 0 0 1 33
S/A-G/A-KAA 0 0 1 33
S/L-GKAA 24 58,5 0 0 <0,0001
Total 41 100 30 100
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Figure 10 : Répartition des isolats selon le génotype a Bonoua
Tous les isolats de P. falciparum portaient le génotype mutant pur pour le géne pfcrt. Le
génotype mixte tait majoritaire pour le géne pfdhps car il était porté par 90,20% des isolats.

La moiti¢ des isolats portait le génotype sauvage pour le géne pfdhfr.
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Figure 11 : Répartition des isolats selon le génotype a Samo

Le génotype mutant pur était majoritaire pour les génes pfdhps (70%) et pfcrt (88,60). Pour le

gene pfdhfr, 38,70% des isolats portaient le mutant pur.
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Figure 12 : Fréquence des mutations des codons des genes pfdhfr, pfdhps et

pfert des isolats de P. falciparum a Bonoua

Les mutations T-76, E-75 et [-74 du géne pfcrt étaient retrouvées chez tous les isolats de

P. falciparum de Bonoua ainsi que la mutation G-437 du géne pfdhps. La mutation mixte
pfdhps Ser/Leu-436 avec une fréquence de 58,5 % (24/41) était observée a Bonoua. Les
mutations [-51, R-59 et N-108 étaient portées respectivement par 15/46 (32,6%), 23/46 (50%)
et 22/46 (47,8%) des isolats de P. falciparum de Bonoua.
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Figure 13 : Fréquence des mutations des codons des genes pfdhfr, pfdhps et

pfcrt des isolats de P. falciparum a Samo

La mutation principale pfdhfr N-108 était retrouvée chez 39/77 (50,6%) des isolats. Le locus
436 du gene pfdhps était trés polymorphe avec cinq alléles dont les mutations rares pfdhps Y-

436, pfdhps F-436.
Les mutations T-76, E-75 et I-74 du geéne pfcrt étaient portées respectivement par 91/92

(98,9%), 91/92 (98,9%) et 88/92 (96,7%) des isolats de P.falciparum a Samo.
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Figure 14 : Fréquence des mutations des codons des genes pfdhfr, pfdhps et
pfert des isolats de P. falciparum a Bonoua et Samo

En comparant les résultats des deux sites distants seulement de 7 km environ, la mutation
pfdhps G-437 était retrouvée chez 80 % et 100 % des isolats a Samo et Bonoua

respectivement ( p= 0,001). Les mutations pfcrt 1-74, Pfcrt G-75, pfcrt T-76 étaient
retrouvéfixes a Bonoua (100%) et non a Samo (p= 0,001 ; p = 0,04 ; p = 0,04).
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I11. DISCUSSION

Le présent travail est basé sur I’analyse des séquences des genes dhfr, dhps et crt
chez les isolats de P. falciparum provenant de sujets asymptomatiques et
symptomatiques d’Anonkoua-kouté ainsi que des sujets symptomatiques de
Bonoua et Samo. La démarche idéale aurait ét¢ de réaliser ces études
moléculaires en parallele avec 1’évaluation de ’efficacité thérapeutique de la
sulfadoxine-pyriméthamine et de la chloroquine pour établir la corrélation entre
« phénotype échec thérapeutique » et marqueurs moléculaires de résistance dhfr
et dhps a la sulfadoxine-pyriméthamine et c¢r¢t a la chloroquine.
Malheureusement a I’heure actuelle, de telles études deviennent difficiles a
envisager, puisque les autorités sanitaires de Cote d’Ivoire recommandent
respectivement en traitement de premicre et seconde lignes les associations
artésunate-amodiaquine et artéméther-luméfantrine dans le traitement du
paludisme simple & P. falciparum depuis 2005. La sulfadoxine-pyriméthamine
est exclusivement préconisée dans le traitement préventif intermittent chez la
femme enceinte. La chloroquine quant a elle est proscrite depuis 2003 dans le
traitement du paludisme simple a P. falciparum en Cote d’Ivoire et dans la
chimioprophylaxie chez la femme enceinte (Anonyme, 2008).

La surveillance de I’activité de la pyriméthamine, de la sulfadoxine et de la
chloroquine par le test de chimiosensibilité in vitro nécessiterait la mobilisation
de beaucoup de ressources en matériels et en formation de personnels et une
standardisation du protocole. Il est prouvé qu’il existe une forte corrélation entre
la présence des mutations sur les génes dhfr, dhps, crt et la réponse in vitro a la
sulfadoxine-pyriméthamine et a la chloroquine respectivement (Djaman, 2003 ;
Biswas, 2004 ; Bacon et al., 2009 ; Nsobya et al., 2010 ; Okombo ef al., 2010).
En général la présence des marqueurs moléculaires de résistance est peu
prédictive de la réponse thérapeutique. Pour de nombreux principes actifs ayant
un mécanisme de résistance complexe, le génotype est rarement corrélé avec les

résultats des tests in vitro. Cependant, pour les antimétabolites qui ont
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généralement un mécanisme de résistance simple, les marqueurs génomiques de
résistance peuvent remplacer les tests in vitro pour les études épidémiologiques
(WHO, 2005).

Les travaux de Djaman (2003) montrent une corrélation parfaite d’une part entre
le phénotype « échec thérapeutique » a la SP et les marqueurs de résistance dhfr
et dhps et d’autre part entre phénotype « échec thérapeutique » a la chloroquine
et marqueur de résistance crt. Dans cette étude les isolats dhfr mutants étaient
portés par 86 % des enfants ayant un échec thérapeutique a la sulfadoxine-
pyriméthamine et les mutants dhps €taient présents chez 100 % de ces enfants.
Toutefois, I’existence de mutants pfcrt sensibles a la chloroquine 50 a été
signalée. Cela serait di a I’effet additionnel de I’immunité antipalustre chez les
sujets prémunis ou serait le fait de mécanismes additionnels de la
chloroquinorésistance impliquant d’autres transporteurs (Jiang et al., 2005).
Aussi I’étude de Picot ef al. (2009) portant sur une revue et une méta-analyse de
92 travaux a montré une corrélation entre les marqueurs moléculaires de
résistance a la CQ et a la SP et I’issue du traitement du paludisme simple a P.

falciparum.

II1.1. Niveau de résistance moléculaire de P. falciparum a la
sulfadoxine-pyriméthamine a Anonkoua-kouté, Bonoua et Samo
Chez P. falciparum, la résistance a la pyriméthamine est essentiellement acquise
a la suite de mutations ponctuelles successives au niveau du gene dhfr en
particulier au niveau du codon 108 par remplacement de la sérine par une
asparagine. Deux ou trois mutations additionnelles qui affectent en plus du
codon 108, les codons 51, 59 et rarement les codons 16 (en association avec
Thr-108) et 164 ¢levent le niveau de la résistance.
A Anonkoua-kouté le triple mutant était retrouvé chez 46,6% de 1’ensemble des

isolats traduisant ainsi un niveau de résistance ¢levée de P. falciparum a la SP
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dans la mesure ou les triples mutations 51/59/108 confeérent au Plasmodium une
forte résistance a la pyriméthamine (Enosse et al., 2008 ; Ibrahim et al., 2008).
A Anonnkoua-kouté¢ 34,6%, 51,1% et 14,3% des isolats portaient
respectivement des alleles sauvages, mutants purs et mixtes du géne pfdhfr.

En Cote d’Ivoire, les travaux de Djaman et al. (2010) réalisés de février a
décembre 2006 a Yopougon, un autre quartier d’Abidjan ont mis en évidence
une prévalence de l'allele N-108 dans 46,4% des isolats étudiés dont 9%
d’isolats dhfr mutants purs. La proportion des isolats dhfir sauvages étaient de
72,9% contre 27,1% d’isolats dhfr mutants.

Les deux études moléculaires effectuées a Abidjan dans deux quartiers différents
montrent une augmentation de la proportion d’isolats mutants, notamment ceux
portant les triples mutations sur le géne dhfr. Par rapport aux résultats de 1’étude
de Djaman, nous avons observé des fréquences élevées d’alleles mutés de dhfr.
Ainsi la mutation additionnelle 51 a été retrouvée chez 52,2% des isolats de
notre étude contre 22,6 % dans I’étude de Djaman et al.(2010) La mutation
additionnelle 59 était portée par 60, 9% d’isolats dans notre étude contre 31%
dans celle de Djaman et l.(2010) Quant a la mutation clé¢ 108 elle était
retrouvée chez 61,7% d’isolats contre 46,4% dans celle de Djaman et a/.(2010)
Des mutations rares notamment les simples mutants ou doubles mutants aux
codons 51 et 59 ont €t€¢ mis en évidence dans notre ¢tude. Les simples mutants
[-51 et R-59 ¢étaient retrouvés respectivement chez 3,7% et 2,3% des isolats
tandis que le double mutant I-51/R-59 était porté par 2,3% des isolats. La
corrélation entre ces simples mutations de ces deux codons et le phénotype
échec thérapeutique n’a pas encore été étudié dans les travaux précédents
(Kublin et al., 2003 ; Picot et al., 2009 ; Dicko et al., 2010).

Des travaux portant a la fois sur les tests in vivo et in vitro ainsi que les tests
moléculaires pourraient permettre d’établir ou non une corrélation entre
phénotype échec thérapeutique et simple ou double mutation des codons 51 et

59.
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En 2003, les travaux du méme auteur (Djaman, 2003) ont montré que 73% des
isolats (105/144) portaient le génotype sauvage contre 27% pour le génotype
mutant avec respectivement 5%, 13% et 9% pour le simple, double et triple
mutant.

Cette différence se reflete dans la proportion des isolats portant les triples
mutations en dhfr, ¢’est-a-dire, 9 % selon Djaman (2003) et 46,6 % selon notre
étude.

La différence entre les résultats pourrait s’expliquer par les zones et les périodes
d’¢tude, la pression médicamenteuse. D’autre part [’utilisation du
Trimethoprim/sulfamethoxazole qui présente une réaction croisée avec la SP
pourrait expliquer I’augmentation du nombre de mutants.

A Bonoua et Samo, en zone rurale, la mutation clé pure pfdhfr N-108 associce
aux mutations R-59 (41,9% a Samo et 50% a Bonoua) et I-51 (19,4% a Samo
et 32,6% a Bonoua) ¢était présente chez 45,2% et 52,2% des isolats
respectivement. Ces résultats démontrent un niveau de résistance élevée de P.
falciparum a la pyriméthamine dans les deux localités. A Adzopé cette mutation
¢tait retrouvée chez 35,4% des isolats étudiés (Ouattara et al., 2010).

Ces résultats montrent une résistance ¢élevée a la pyriméthamine a Anonkoua-
kouté a Abidjan, a Bonoua et Samo. Ce niveau de résistance pourrait s’expliquer
par une forte pression médicamenteuse exercée sur le parasite. Cette forte
pression meédicamenteuse aurait pour origine ’utilisation continue de la SP dans
le traitement curatif du paludisme simple malgré les recommandations du PNLP.
En effet la SP reste toujours disponible dans les pharmacies et donc accessible a
la population.

Les travaux de Mtawa et al. (2008) en Zambie et ceux de Kim ez al. (2004) au
Cambodge ont également montré les mutations sur les codons 51/59/108
(AIRNI) avec une prévalence presque similaire en Zambie (41,3%) mais
largement inférieure par rapport au Cambodge (91%). Ces résultats tendent a

confirmer la thése de la propagation des mutants dhfr de 1I’Asie du sud vers
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I’ Afrique (Mita et al., 2009a). Ces données concordent aussi avec celles de Mita
et al. (2009b) qui affirment que les haplotypes des triples mutants de 12 pays
d’Afrique dont la Cote d’Ivoire sont identiques a ceux de 1I’Asie du Sud. La
mutation L-164 caractéristique d’une forte résistance aux antifolates en Asie et
au Cambodge (Kim et al., 2004) n’a pas été retrouvée dans notre étude. Ces
résultats sont en accord avec I’analyse de Mita et al. (2009a) et confirment la
prédominance du mutant CIRNI en Afrique et celle du mutant CICNL en Asie
(Thailande). La mutation L-164 n’a pas été également mise en évidence par
Djaman et al. (2003, 2010).

Il convient donc de poursuivre la surveillance de la résistance de P. falciparum
aux antifoliques et aux antifoliniques par le test moléculaire afin de déceler
I’apparition éventuelle de cette mutation dans notre pays.

L’analyse du géne pfdhps a Anonkoua-kouté a montré que la prévalence des
isolats dhps mutants était la plus élevée avec 70,20%, suivie de celle des isolats
dhps mixtes (25 %) et enfin les isolats dhps sauvages (4,80%). Les mutations
portaient sur les codons 436, 437, 581 et 613.

A Samo et Bonoua la prévalence de la mutation dhps G-437 était treés €levée
avec 80% et 100% respectivement.

Les travaux de Djaman et al. (2010) réalisés sur le terrain en 2006 ont mis en
¢vidence 6,6% d’isolats dhps sauvages contre 93,4 % d’isolats dhps mutants.
Les mutations portaient sur les codons 436, 437 et 613 dans cette ¢tude. Ces
résultats confirment la forte résistance de P. falciparum a la sulfadoxine dans
notre pays notamment a Abidjan traduisant ainsi une forte pression
médicamenteuse.

La mutation G-540 n’a pas été mise en évidence dans notre étude ni dans celle
de Djaman et al. (2010). Cependant la mutation G-540 a été retrouvée ailleurs
en Afrique (Dicko et al., 2010 ; Malisa et al., 2010 ; Salgueiro et al., 2010).
Selon des études menées en Afrique de I’Est, ou les prévalences des codons

mutés G-540 et G-437 sur le géne dhps et des triples mutations sur le gene dhfr
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(quintuple mutations (I-51/R-59/N-108 pfdhfr et G-437/E-540 pfdhps) sont
élevées, le codon G-540 serait un marqueur moléculaire majeur associé a I’échec
thérapeutique chez les malades traités a la sulfadoxine-pyriméthamine (Gesase
et al., 2009 ; Picot et al., 2009). Les alleles quadruples mutants dans lesquels le
triple mutant IRN était associ¢ a la mutation G-437 étaient majoritaires dans
notre étude.

Ailleurs en Afrique et dans le monde, des études réalisées ont confirmé les
résultats de nos travaux quant a une forte résistance de P. falciparum a la
sulfadoxine-pyriméthamine (Eshetu ez al., 2010 ; Spalding et al., 2010 ; Sridaran
et al., 2010) consecutive a une forte pression médicamenteuse sur le parasite.

En effet, la SP selon les directives du PNLP, devrait étre proscrite en traitement
curatif du paludisme simple a P. falciparum dans le pays.

Aussi I’antifolate sulfaméthoxazole + triméthoprime présente une résistance
croisée avec la SP et sa large utilisation en Afrique notamment en Céte d’Ivoire
pour traiter les infections bactériennes et prévenir les affections opportunistes
liées au VIH/SIDA (Henry et al., 2002) pourrait maintenir une pression sélective
favorisant les souches de P. falciparum résistantes a la SP (Iyer et al., 2001).
Cependant des études conduites en Ouganda et au Mali ont montré que la
chimioprophylaxie a la sulfaméthoxazolet+triméthoprime ne pouvait pas
entralner une augmentation du niveau de résistance de P. falciparum aux
antifolates (Mermin et al., 2005 ; Thera et al., 2005 ; Hamel et al., 2008).

De récentes études effectuées ailleurs dans le monde ont montré un niveau tres
¢leve de la résistance de P. falciparum a la SP (Eshetu ef al., 2010 ; Sridaran et
al., 2010).

Cette résistance ¢levée notée dans les trois sites d’étude peut remettre en cause
I’efficacité¢ du TPI chez la femme enceinte. Des mesures urgentes telles que le
retrait effectif de la SP en traitement curatif devraient étre prises par les autorités
sanitaires du pays.

La possibilité selon laquelle la stratégie du TPI élargi a 1’enfant pourrait induire
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une augmentation de la résistance de P. falciparum a la SP fait I’objet de débat
(Sokhna et al., 2008 ; Dicko et al., 2010 ; Menendez et al., 2011). Des études
ont montré que les gamétocytes générés apres traitement avec la SP présentaient
une prévalence ¢élevée de mutations pfdhfr et pfdhps a celle des parasites asexués
avant traitement dans la méme population démontrant que la sélection
médicamenteuse favorisait la transmission de gamétocytes résistants au
moustique vecteur (Mendez et al., 2002; Sowunmi & Fateye, 2003; Hallett et
al., 2006). Par conséquent on aurait une augmentation et une expansion de la
résistance. Cependant I’infectivité des gamétocytes chez le moustique vecteur
apres traitement avec la SP fait I’objet de controverse (Hogh ef al., 1998; Targett
et al.,2001; Oesterholt et al., 2009). Ainsi pendant que des auteurs démontraient
une baisse de l'infectivité des gamétocytes (Hogh er al., 1998 ; Robert et al.,
2000 ; Beavogui et al.,2010 ; Kone et al., 2010) aprés traitement avec la SP
d’autres par contre révélaient une augmentation de [Dinfectivit¢é de ces
gamétocytes (Mendez et al., 2002 ; Hallet ef al., 2006 ; Mendez et al., 2007).

La pression médicamenteuse semble étre le facteur clé de la résistance de P.
falciparum a la SP. Des modélisations ont été proposées dont celle de la
régulation des clones infestants en fonction de la fréquence initiale des all¢les
chimio-résistants, de la dynamique de la résistance sous pression
médicamenteuse, du seuil de résistance en dessous duquel la résistance n’évolue
pas (Hastings, 1997). L’émergence de la chimio-résistance est facilitée par la
pression médicamenteuse pour les résistances causé€es par un nombre limité de
genes tel que pfdhfr et du fait d’'une compétition entre les clones co-infestant
I’hote. Les clones chimio-résistants  présents au début de la pression
médicamenteuse ont une moindre probabilité de survie que ceux qui les
suivront, ceci dépendant de la vitesse de stabilisation de la population de
parasites apres le début d’utilisation du médicament (Hastings & Mackinnon,
1998). La probabilit¢ de survie d’un clone résistant augmenterait linéairement

avec la pression médicamenteuse, la pente étant fonction du niveau de
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transmission.

Ainsi réduire I’utilisation de la SP en la réservant exclusivement pour le TPI
chez la femme enceinte par exemple pourrait entrainer une réversion de la
résistance de P. falciparum a la SP. Ce qui pourrait rendre cette molécule moins
chére et d’administration facile, de nouveau efficace en traitement curatif du
paludisme. Ainsi elle pourrait toujours étre préconisée dans le TPI non
seulement de la femme enceinte mais également celui de I’enfant en particulier

dans les zones a transmission palustre intense.

II1.2. Niveau de résistance moléculaire de P. falciparum a la

chloroquine a Anonkoua-kouté, Bonoua et Samo
La chloroquine a ¢été utilisée depuis plusieurs années en traitement curatif du
paludisme simple et en chimioprophylaxie chez la femme enceinte.
Les forts taux de résistance a la chloroquine ont contraint en 2003 les autorités
sanitaires du pays a remplacer la chloroquine par la sulfadoxine-pyriméthamine
en traitement de premiere ligne du paludisme simple a P. falciparum.
Officiellement la CQ a donc été retirée a cette date. Depuis cette période aucune
¢tude d’efficacité thérapeutique portant sur la chloroquine n’a été réalisée dans
le pays.
L’analyse du gene pfcrt devrait nous permettre d’apprécier le niveau de
résistance a la CQ cinq ans apres son retrait de ’arsenal thérapeutique
antipaludique dans notre pays. En effet des travaux conduits en Cote d’Ivoire et
en Afrique de I’Ouest ont montré une corrélation étroite entre la mutation pfcrt
T-76 et échec thérapeutique ou résistance in vitro de P. falciparum a la
chloroquine (Djaman et al., 2007; Figueiredo et al., 2008; Bridges et al., 2009).
A Anonkoua-kouté le triple mutant pur pfcrt 1-74/E-75/T-76 était dominant avec
65,7% contre 12,1% et 18,2% respectivement pour 1’alléle sauvage pfcrt M-
74/N-75/K-76 et les alleles mixtes. Le triple mutant pfcrt 1-74/E-75/T-76 était

présent chez 16 alleéles mixtes. Ainsi donc le triple mutant était porté par 81,8%
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des isolats.

A Bonoua, le triple mutant pur pfcrt 1-74/E-75/T-76 était retrouvé chez tous les
isoltas tandiqu’a Samo il était predominant avec une fréquence de 86,4%.

Tous ces résultats démontrent le niveau ¢élevé de résistance a la chloroquine a
Anonkoua-kouté, Bonoua et Samo. Les travaux de Djaman et a/ (2010) ont mis
en évidence la présence de la mutation 76-T chez 65,3% des isolats de 2006 a
Abidjan.

A Adzopé la prévalence de la mutation 76-T était de 62,2% et le triple mutant
¢tait retrouveé chez 57,3% des isolats (Ouattara et al., 2010).

Ces résultats suggerent donc que le niveau de résistance a la CQ reste ¢levé dans
notre pays malgré 1’abandon de cette molécule en traitement du paludisme
simple en 2003. Ce qui contraste avec des €tudes antérieures qui ont montré que
le retrait de la chloroquine favorisait une réversion de la chloroquinorésistance
aprés quelques années en Afrique particuliecrement au Kenya et au Malawi
(Kublin et al., 2003 ; Laufer et al., 2006). Cette diminution de la prévalence de
la mutation K-76T aprées retrait de la chloroquine a été également notée en Chine
(Laufer & Plowe, 2004 ; Wang et al., 2005).

Le niveau ¢élevé de résistance a la CQ dans notre étude pourrait s’expliquer par
I’utilisation continue du médicament, maintenant ainsi la pression
médicamenteuse. En effet la chloroquine a été totalement retirée du marché en
2007 apres la prise d’un arrété ministériel. La chloroquine malgré son retrait en
traitement curatif en 2003 a toujours été prescrite partout dans le pays jusqu’en
2007. Ce qui justifierait les niveaux élevés actuels de chloroquinorésistance.

Il se peut aussi que la CQ soit toujours utilisée sur le marché parallele des
antipaludiques d’ou un maintien de la pression de sélection des mutants
résistants & ce médicament (Legris, 2005 ; Granado et al. 2009 ; Frosch et al.
2011). Les flux migratoires des populations pourraient é¢galement étre a I’origine
du maintien du niveau élevé de la chloroquinorésistance sur les sites d’étude. En

effet Bonoua et surtout Samo accueillaient au moment de cette étude une
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population importante de manceuvres agricoles en majorit¢ du Burkina Faso.

La prévalence ¢€levée de pfcrt 76-T pourrait également Etre attribuée au fait que
des mutations en amont et en aval ont maintenu l'intégrité fonctionnelle de la
protéine trans-membranaire méme en l'absence de pression médicamenteuse.
Ainsi, le retrait de la molécule ne compromet pas l'aptitude des parasites mutants
(Laufer & Plowe ; 2004 ; Hastings & Donnelly, 2005 ; Wang et al., 2005).

Il est bien établi que les mutations qui rendent un organisme résistant sont
probablement associées a une perte de caractéres génétiques. Par conséquent les
organismes portant ces mutations seront moins nombreux que ceux sensibles
lorsque la pression médicamenteuse est réduite ou supprimée (Austin &
Anderson, 1999; Walliker, 2005).

Des études ont montré que la sélection de la résistance a la chloroquine était
associée a une perte du caractére génétique dans le cas du paludisme chez la
souris et ce phénomene a été¢ également observé avec les antipaludiques tels que
la pyrimethamine et I’atovaquone (Shinondo et al., 1994 ; Peters et al., 2002).
Dans certains cas, la perte du caractére génétique peut Etre associée a
I'¢laboration de mécanismes compensatoires conduisant a la persistance du
parasite mutant dans la population malgré l'arrét du médicament. Cette
caractéristique pourrait expliquer, au moins en partie, la persistance de

pfcrt-76 T dans certaines parties de 1'Asie du Sud-est et de I’ Amérique du Sud
ou la CQ n’a pas été utilisée dans ces régions depuis de nombreuses années
(Vieira et al., 2001 ; Cortese et al., 2002).

Les taux de régression de la chloroquinorésistance varient aussi selon 1’ intensité
de la transmission. Dans les zones de transmission intense, la majorité des
infections sont génétiquement mixtes permettant une compétition entre clones
parasitaires présentant des caractéres génétiques différents. Au contraire, dans
les zones de transmission faible comme en Asie et dans la région amazonienne
la plupart des infections plasmodiales sont caractérisées par un seul clone et des

clones distinctifs ou génotypes de P. falciparum peuvent étre prédominants sur
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de grandes zones ou grands espaces (Anderson et al., 2000 ; Cortese et al.,
2002).

Dans ces conditions, la compétition directe entre parasites sensibles et résistants
a la chloroquine pourrait étre limitée permettant aux parasites résistants de se
fixer dans la population apres le retrait de la chloroquine. Ce qui ne devrait pas
étre le cas dans les zones a transmission intense ou le brassage des populations
plasmodiales est plus important d’ou une régression du niveau de résistance en
cas de levée de la pression de sélection des mutants liée au retrait de la
chloroquine.

Aussi importe-t-il que les mesures de retrait de la chloroquine de I’arsenal
antipaludique soient strictement respectées par la population en vue d’entrevoir
un retour de ce médicament seul ou en association dans le traitement du

paludisme.

I11.3. Différence de niveau de résistance entre Samo, Bonoua et

Anonkoua-kouté
La différence de niveau de résistance entre Bonoua et Samo distants seulement
d’environ 5 Kms ¢était frappante. A Samo, en zone rurale, les infections mixtes
¢taient plus fréquentes qu’a Bonoua en zone semi-rurale et un nombre d’alléles
rares y a €té observé. Plusieurs facteurs pourraient expliquer cette différence
notamment [’urbanisation, I’exode rural, les activités agricoles, la densité
anophélienne et les flux migratoires des populations.
La distribution des isolats résistants a la CQ et a la SP refléte le niveau
d’urbanisation entre Samo et Bonoua. Les travaux de Soulama etz al. (2009) au
Burkina Faso portant sur la distribution des génotypes et le polymorphisme
allélique des génes mspl et msp2 ont montré une différence entre zones rurale et
urbaine (Soulama et al., 2009). La prévalence des infections mixtes a Samo
suggere une transmission plus intense dans cette zone. Les activités agricoles

notamment la culture de mais, de ’ananas, principale culture a Samo et la
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riziculture sont d’excellents foyers pour la reproduction des moustiques (Colin
et al., 2007 ; Matthys et al., 2006 ; Asenso-Okyere et al., 2011 ; Matthys et al.,
2010).

Certains auteurs ont montré que la diversité génétique et la résistance aux
antipaludiques étaient plus importantes en zone urbaine qu’en zone rurale en
raison de I’exode rural qui permettait le transfert des parasites en zones urbaines.
Dans notre étude les flux migratoires des populations en provenance des pays
limitrophes en particulier du Burkina-Faso et méme de la Cote d’Ivoire du fait
de la culture d’ananas a Samo pourraient expliquer la distribution des génotypes
entre Samo et Bonoua (Bogreau et al., 2006 ; Meissner et al., 2008).

Nos résultats a Samo semblent confirmer ceux de Sutherland ef al. (2009) qui
montrent que les haplotypes AGK et SGK sont fréquemment rencontrés en
Afrique de I’Ouest et chez les voyageurs provenant de cette région d’ Afrique.
L’hétérogénéité de la population & Samo semble étre un facteur déterminant
dans la prévalence ¢élevée de la diversité génétique.

La prévalence de la mutation G-437 était plus ¢élevée a Bonoua (100%) qu’a
Samo (73%) et était associée a l’allele A-436. L’allele mutant G-437 faisait
partie de tous les trois haplotypes mutants retrouvés dans la région. En fait, il est
inhabituel de retrouver une prévalence ¢levée d’alleles mutants pfdhps dans les
populations parasitaires lorsque la prévalence du triple mutant pfdhfr n’est pas
¢levé comme not¢ a Bonoua et Samo. Cela suggeére un usage massif des
sulfamides par les populations, source d’une intense pression médicamenteuse
sur P. falciparum a Samo et Bonoua. Il en est de méme pour Anonkoua Kouté.

Il existe une différence de niveaux de résistance a la CQ et a la SP dans nos trois
sites d’étude. En zone péri-urbaine d’ Anonkoua kouté le niveau de résistance a
la SP est plus ¢élevé qu’en zone rurale du fait probablement d’une pression
médicamenteuse de la SP sur le parasite plus forte qu’en zone rurale (Samo et
Bonoua). A contrario la résistance a la CQ est plus élevée en zone rurale qu’en

zone périurbaine probablement due également a une pression de la CQ plus

106



intense sur le parasite.

Le niveau relativement élevé des génotypes mixtes a Anonkoua-kouté et a Samo
traduit I’hétérogénéité des populations parasitaires dans ces deux sites d’étude
comparativement a Bonoua ou un polymorphisme restreint existerait dans les
populations de P. falciparum. Les infections mixtes démontrent qu’une personne
infectée ’est en réalité par plusieurs souches de P. falciparum témoignant ainsi
du niveau ¢levé de transmission du paludisme dans ces zones. En effet, en zone
de transmission élevée, le repas anophélien comporterait en moyenne 3
génotypes, ce qui suffit a assurer une recombinaison méiotique chez P.
falciparum plus élevée que chez I’homme. Ce fort taux de recombinaison
effacerait trés rapidement le déséquilibre de liaison des loci distants de plus de
0,3 Kb (Conway et al., 1999). Ainsi les infestations humaines sont polyclonales
et les recombinaisons de méiose des parasites sont fréquentes dans les régions de

paludisme stable a fort polymorphisme de P. falciparum.
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Conclusion

L’émergence et la propagation de la résistance de P. falciparum a la plupart des
antipaludiques en particulier la chloroquine, I’amodiaquine, la sulfadoxine-
pyriméthamine et aujourd’hui les dérivés de I’artémisinine rendent de plus en
plus difficile la prise en charge de la maladie. La présente étude avait pour but
d’analyser par séquencage automatique les genes pfdhfr, pfdhps et pfcrt
impliqués dans la résistance a la sulfadoxine-pyriméthamine et a la chloroquine.

Ce travail a mis en évidence un niveau de résistance ¢élevé a la SP et a la
Chloroquine a Anonkoua-kouté, Bonoua et Samo li¢ principalement a une forte
pression médicamenteuse exercée sur le parasite.

Ce niveau de résistance a la SP pourrait mettre en péril les effets bénéfiques du
TPI avec la SP chez la femme enceinte Il est donc urgent d’évaluer de facon
réguliere I’efficacité de la SP en TPI dans cette population.

Notre étude est une évaluation indirecte de 1’efficacité des CTA. En effet, selon
la loi biologique, une molécule efficace devrait avoir une action suppressive des
isolats de P. falciparum résistants a des molécules anciennes. Ainsi, plus on
utilise les nouvelles molécules plus on supprime la biomasse parasitaire
résistante aux premicres molécules. A terme I’utilisation efficiente des CTA va
rompre I’équilibre en faveur des isolats sensibles aux premicres molécules mais
sélectionnera de nouveaux isolats résistants aux CTA. Dans tous les cas on
reviendra quelques années apres aux premieres molécules (cas de la chloroquine
au Malawi). L’évaluation des CTA s’avere donc nécessaire au vue des résultats

de cette étude.
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Chapitre 11 : Efficacité comparée du
Traitement Préventif Intermittent Non
Contrile versus Contrdlé avec la sulfadoxine-
pyriméthamine chez les femmes enceintes en
zones de résistance élevée de
P. falciparum de Cote d Ivoire
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Introduction

En Afrique Sub-saharienne, approximativement 30 millions de femmes
enceintes sont a risque de paludisme chaque année et une femme sur quatre
présente une infection placentaire évidente a 1’accouchement (Mockenhaupt et
al., 2006). La chimioprophylaxie avec la chloroquine a ¢été longtemps
recommandée mais en réponse a I’émergence, ’expansion rapide de la
résistance et une mauvaise observance en particulier avec la chloroquine, I’OMS
a opté pour le TPI (WHO, 20006).

Le TPI avec la SP a largement prouvé son efficacit¢ (diminution de la
morbidité, augmentation du poids de naissance de I’enfant etc....) dans les
régions ou ce médicament est encore efficace (Briand et al., 2009 ; Gies et al.,
2009; Tiono et al., 2009 ; Menendez et al., 2010). Aujourd’hui donc la presque
totalit¢ des pays en zone d’endémie ont adopté le TPI avec la sulfadoxine-
pyriméthamine comme chimioprophylaxie chez la femme enceinte sous
I’impulsion de ’OMS.

Cependant les chimiorésistances constituent un des obstacles majeurs a une prise
en charge optimale du paludisme. La résistance a la SP est aujourd’hui élevée
autant en Afrique de I’Est qu’en Afrique de I’Ouest, méme si certains foyers a
I’est sont a un degré plus élevé (Gesase et al., 2009 ; Deloron et al., 2010 ;
Sridaran et al., 2010).

Dans de nombreux pays endémiques a I’image de notre pays, le niveau de
résistance a la SP pourrait remettre en cause I’efficacit¢é de la SP en
chimioprophylaxie du paludisme chez la femme enceinte. Ainsi des questions
concernant I’efficacité du TPI avec la SP dans ce contexte de résistance sont
régulierement soulevées. C’est pourquoi une augmentation du nombre de doses
et I’évaluation de nouvelles molécules en TPI sont proposées (White, 2005 ; Ter

Kuile et al., 2007a ; Menendez et al., 2010).
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L’OMS recommande aujourd’hui le genotypage des genes pfdhfr et pfdhps,
méthode couramment utilisée en épidémiologie moléculaire pour déterminer le
niveau de résistance de P. falciparum ala SP.

Dans la précédente étude conduite simultanément avec la présente étude, la
prévalence des parasites mutants purs dhfr et dhps était respectivement de
51,1% et 70,2% a Anonkoua-kouté. A Samo les fréquences des mutations
pfdhps Gly-581 et Gly-437 étaient respectivement de 100% et 73% tandis que
la mutation principale pfdhfrr Asn-108 était retrouvée chez 45,2 % des isolats.
Cette ¢tude a également montré en comparaison a celles de Djaman et al.
réalisées en 2003 et 2006, une augmentation tres significative du niveau de
résistance a la SP malgré le retrait de cette molécule en traitement curatif du
paludisme simple en 2005.

Peu d’¢études ont porté sur I’étude des marqueurs moléculaires de résistance chez
les femmes enceintes (Mockenhaupt ez al., 2008 ; Bouyou-Akotet et al., 2010a).
La prévalence des mutants résistants pfdhfr et pfdhps chez les femmes enceintes
ne semble pas étre tres différente de celle observée dans la population générale
(Deloron et al., 2010).

Le niveau de résistance a partir duquel le TPI avec la SP serait inefficace reste
une inconnue et impose de ce fait une évaluation réguliére et continue de cette
molécule en TPI chez la femme enceinte.

L’administration de la SP devrait se faire sous supervision directe dans les
maternités selon les directives du PNLP. Des études ont montré que la prise de
la SP sous observation directe (DOT) n’était pas respectée dans les maternités
(Akinleye et al., 2009 ; Le Port ef al., 2011 ; Vanga-Bosson ef al., 2011). Ainsi
la prévalence de I’infestation palustre placentaire demeurait élevée chez les
femmes qui seraient soumises au TPI avec la SP.

Nous nous proposons dans ce travail de vérifier I’hypothése selon laquelle la SP
correctement prise est encore efficace contre P. falciparum en TPI, malgré le

niveau de résistance élevée a cette molécule. Dans ce cas, il existerait peu de
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parasites placentaires a I’accouchement chez les femmes ayant été correctement
prises en charge lors des Consultations Prénatales (CPN). Il s’en suivra chez ces
femmes, des prévalences moins importantes de bébés de faible poids de
naissance comparées aux homologues sous TPI non contrélé. De plus I’anémie
maternelle sera moins importante dans ce groupe. Les femmes retrouvées
porteuses de parasites dans le placenta, pourraient n’étre qu’une petite fraction
de celles qui ont été¢ contaminées, la prophylaxie ayant joué son role dans la
majorité des cas.

Pour vérifier cette hypothése nous proposons de réaliser un essai ouvert
randomis¢ évaluant I’efficacit¢ du TPI contrdlé versus TPI non controlé a
Anonkoua-kouté et a Samo zones de forte résistance a la sulfadoxine-
pyriméthamine. L’hypothése testée est une hypothese de supériorit¢ du TPI
contrdlé versus TPI non contr6lé. Le TPI controlé consiste en 1’administration
de la SP aux femmes enceintes sous observation directe par I’équipe de
recherche. En ce qui concerne le TPI non controlé le médicament est remis aux

femmes enceintes et I’administration se fait & domicile sans aucune supervision.

Objectif général
Le présent travail se propose d’évaluer I’éfficacité du TPI par la SP dans deux
zones (Anonkoua-kouté et Samo) de forte résistance a ce médicament en Cote

d’Ivoire.

Objectifs spécifiques
- Comparer la prévalence des bébés de faible poids de naissance chez
les femmes sous TPI dans les deux groupes.
- Comparer la prevalence de I’infestation palustre placentaire dans les
deux groupes
- Analyser ’anémie maternelle associée a I’infection palustre

placentaire et la comparer dans les deux bras
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- Apprecier la tolerance de la SP chez les femmes enceintes

I. MATERIEL ET METHODES
I.1. Matériel

I.1.1. Type et durée d’étude

Il s’agit d’un essai ouvert randomisé qui vise a évaluer I’efficacité du TPI avec
la SP chez la femme enceinte dans deux zones de forte résistance de P.

falciparum. L’¢étude s’est déroulée de janvier 2008 a mars 2009.

1.1.2. Zones d’étude

L’¢étude a été réalisée dans les maternités de la FSUCOM d’Anonkoua-kouté a
Abobo et du Centre de santé Rural (CSR) de Samo.

Anonkoua-kouté est un village situé¢ a la périphérie d’Abobo. Cette maternité
recoit en moyenne par an 1200 femmes enceintes au cours des CPN avec en
moyenne 1100 accouchements. Elle est sous la supervision d’un Gynécologue et
les accouchements sont assurés par 12 sages femmes diplomées d’Etat.

Les femmes enceintes viennent principalement du quartier d’Abobo mais
essentiellement des sous quartiers Anonkoua-kouté¢ I, II, III, Sagbé, PKIS,
Avocatier, tous situés dans un rayon de 5 km de la FSUCOM.

L’aire de sant¢ de Samo comprend les villages de Samo, d’Abrobakro,
d’Alohoré, de Medina, de Bondouk, de Mohamé et de Hébé.

La maternité du CSR de Samo est dirigée par une Sage femme diplomée d’Etat.
Le CSR de Samo reg¢oit non seulement des femmes provenant de ces villages
mais également des femmes de la ville de Bonoua pour les CPN et les
accouchements.

Le nombre de femmes enceintes se présentant en CPN est en moyenne de 1500

par an. La maternité enregistre en moyenne 700 accouchements par an.
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[.1.3. Population d’étude

Critéres d’inclusion

Pour étre incluses dans 1’étude, les femmes enceintes devraient :

Consulter 2 Anonkoua-kouté et 2 Samo et habiter dans un rayon de 10 Km
du site d’étude ;

Etre agées de plus de 15 ans et effectuer leur premiére CPN avant 6 mois
de grossesse;

Formellement accepter de venir effectuer au moins 2 autres CPN ;

Prévoir consulter dans la méme formation sanitaire en cas d’acces fébrile ;
Accepter accoucher dans les maternités d’ Anonkoua-kouté et de Samo ;
Se conformer aux autres procédures de 1’étude ;

Etre consentante (signature d’un formulaire de consentement éclairé par la

participante et/ ou son mari).

Criteéres d’exclusion

Les femmes étaient exclues du protocole en cas de :

Grossesse a risque constatée par le responsable de la CPN ;

Antécédents de réaction d’hypersensibilité aux sulfamides ou a d’autres
médicaments ou d’une affection cutanée susceptible d’augmenter le risque
de réaction indésirable grave aux médicaments testés (eczéma, exanthéme
pemphigoide) ;

Refus de consentement pour des raisons connues ou inconnues.

1.1.4. Taille de 1’échantillon

La prévalence de I’infestation palustre placentaire en cas de TPI non controlé est

estimée a 29% selon une étude précedente (Offianan ef al., 2007). En

considérant qu’une difféerence de 15% entre les deux types de TPI serait

significative, avec un risque o de 5% et une puissance de 90% (B8=10%) le

nombre de participantes nécessaires dans chaque groupe serait de 169.
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En tenant compte des exclusions et des perdues de vue, un effectif de 200

participantes dans chaque groupe serait nécessaire.

1.2. Méthodes

[.2.1. Au screening

Un interrogatoire, un examen clinique et obstétrical complet étaient réalisés chez
toutes les femmes enceintes venues en CPN dans les maternités de la FSUCOM
d’ Anonkoua-kouté et au CSR de Samo.

L’interrogatoire portait sur I’age de la parturiente, la date des dernicres régles
afin de déterminer 1’age de la grossesse, la gestité, la parité, les antécédents
médicaux (diabéte, hypertension artérielle), chirurgicaux (césarienne) et gynéco-
obstétricaux (avortement précoce ou tardif, prématurité, mort in-utéro,
malformations congénitales) et d’allergie aux sulfamides. Il était également
recherché a I’interrogatoire, 1’utilisation d’une chimioprophylaxie, la survenue
d’un paludisme et la prise éventuelle d’un antipaludique, [’usage d’une
moustiquaire, les données sociodémographiques, un voyage éventuel en dehors
du licu habituel de résidence, le lieu éventuel de 1’accouchement de cette
grossesse.

L’examen clinique comprenait la prise des signes vitaux (tension artérielle,
température, pouls), la prise de poids et de la taille de la parturiente. L’état
général de la parturiente était apprécié ainsi que les conjonctives et les
téguments a la recherche d’une anémie clinique. Un examen physique complet
¢tait réalisé a la recherche d’éventuelles anomalies.

L’examen gynéco-obstétrique comprenait 1’examen des seins a la recherche
d’un nodule éventuel, la détermination de la hauteur utérine a la recherche et/ou
la confirmation de 1I’age gestationnel et du périmetre ombilical. Le toucher

vaginal (TV) était effectué¢ afin d’apprécier I’état du col a la recherche d’une
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menace ¢ventuelle d’avortement ou d’accouchement prématuré. Enfin, les bruits
actifs feetaux étaient recherchés afin de déterminer la vitalité feetale.
Lorsqu’une parturiente remplissait les critéres d’inclusion, il lui était proposé de

participer a I’étude. Aucune parturiente n’était incluse sans son consentement.

1.2.2. A ’inclusion

Toutes les femmes incluses ont bénéficié d’un bilan prénatal et d’une goutte
¢épaisse ainsi que d’un frottis sanguin a la recherche d’un paludisme. En cas de
goutte ¢€paisse positive, les parturientes étaient prises en charge selon les
directives du Programme National de Lutte contre le Paludisme (PNLP) avec de
la quinine en perfusion ou par voie orale selon 1I’état clinique.

Le bilan prénatal comprenait la glycémie, les sérologies de la toxoplasmose, de
la rubéole et de la syphilis, le taux d’hémoglobine, 1’électrophorése de
I’hémoglobine, le groupe sanguin rhésus, un examen cytobactériologique des
urines (ECBU), une échographie a la premi¢re CPN et un mois avant
I’accouchement. La sérologie VIH est de pratique courante dans les deux sites
d’¢étude. Elle ne constituait pas un critere d’exclusion dans le cadre de ce travail.
Il était donc proposé apres consentement a chaque parturiente une sérologie au
VIH dans le cadre de la Prévention de la transmission Mere-Enfant (PTME).

Seules les parturientes consentantes ont effectué ce test.

[.2.3. Randomisation et mode d’administration des traitements

Les parturientes ont ¢ét¢ randomisées selon un schéma de randomisation
informatisé a 1’aide du logiciel EPI Info version 6.0. Un membre de I’équipe de
recherche qui ne participait pas aux autres activités de 1’étude était charge de
préparer les enveloppes individuelles de randomisation suivant la liste générée

par le logiciel. Les enveloppes étaient ensuite numérotées de facon croissante.
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Bras TPI controlé avec la Sulfadoxine + Pyriméthamine

Le traitement se présente sous forme de comprimés dosés a 500 mg de
Sulfadoxine et 25 mg de Pyriméthamine. Il est administré a deux reprises au
cours de la grossesse.

La premiere dose est administrée a la premiére CPN en cas de mouvements
actifs feotaux ou apres 16 semaines d’age gestationnel. Dans le cas contraire elle
est administrée a la CPN suivante. La deuxiéme dose est administrée un mois
apres la premicre dose. L’administration de la dose dans ce bras s’est faite sous
observation directe par un membre de 1I’équipe de recherche qui ne prenait pas
part aux autres procédures de 1’étude.

Apres I’administration du médicament les femmes attendaient 1 heure dans les
maternités avant de regagner leurs domiciles afin d’observer d’éventuels
vomissements.

En cas de vomissement avant 30 minutes une nouvelle dose était administrée et
en cas de nouveaux vomissements dans les 30 minutes la participante était

exclue de I’étude.

Bras TPl non controlé avec la Sulfadoxine + Pyriméthamine

Dans ce bras la dose de la SP était remise aux participantes et il leur était
demand¢ de la prendre une fois a domicile avec consigne stricte de prendre
contact avec I’équipe de recherche en cas de vomissements dans les 30 minutes
afin de la renouveler. L’administration de la SP s’est faite donc sans
observation directe par I’équipe de recherche.

I1 était demandé aux deux groupes de participantes de se rendre immédiatement
dans les sites d’étude en cas d’effets indésirables graves. Un membre de 1’équipe
rentrait en contact avec chaque participante ou se rendait au domicile le cas
échéant 48 heures aprés 1’administration pour s’assurer de la sécurité et de la

tolérance du médicament.
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Toutes les participantes ont regu a l’inclusion une moustiquaire impregnée
d’insecticide a longue durée d’action. Ces MII devraient étre utilisées durant

toute la grossesse.

1.2.4. Suivi des participantes

Toutes les femmes incluses ont été revues la semaine suivant I’administration du
médicament a la recherche d’éventuels effets secondaires et au cours des autres
CPN planifiées. Des rendez-vous mensuels ont été planifiés jusqu’a
I’accouchement et il était demand¢é aux femmes de revenir dans les différentes
maternités en cas de fieévre ou tout autre malaise.

Chaque parturiente bénéficiait au cours de chaque CPN d’un interrogatoire
minutieux, d’un examen clinique et gynéco-obstétrique complet.

Le cahier d’observation était complété et une goutte épaisse et un frottis sanguin
¢taient réalisés. En cas de positivité de la goutte épaisse, un prélévement
veineux de 5 ml sur tube EDTA était effectué et les parturientes étaient traitées
avec de la quinine selon les directives nationales.

Les prélevements €taient conservés a 4°C puis acheminés au laboratoire de
I’Unité de Paludologie de I’IPCI dans les 24 heures.

A P’accouchement, des examens clinique et gynéco-obstétriques étaient conduits
avant et apres la délivrance. Les constantes notamment la tension artérielle, la
température et le pouls étaient notés ainsi que les résultats de I’examen physique
dans le cahier d’observation.

A la délivrance, I’enfant était examiné a la recherche de malformations ou toute
autre anomalie. Le poids, I’ Apgar, la taille, le sexe, le périmetre brachial étaient
notés. Le placenta était également examiné et pesé avant tout prélévement.

Les sangs placentaire, du cordon et veineux maternel ont été recueillis dans des
tubes EDTA. Si la participante se rendait immédiatement au site de I’étude apres
avoir accouché a domicile ou au cours du transfert au site de 1’étude cette

derniére était examinée et les différentes variables étaient recueillies.
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Si cette arrivée sur le site de I’étude se faisait aprés plus de 24 heures les
informations sur ’accouchement, I’enfant et la mere étaient recueillies a partir
du carnet de santé de la mere et de I’enfant. Dans ce cas le taux d’hémoglobine
maternelle, 1’apposition placentaire, I’infection palustre placentaire, le

paludisme maternel et le paludisme congénital ne pouvaient pas étre recherchés.

1.2.5. Procédures de Laboratoire

Des frottis et gouttes épaisses de sang veineux maternel, de sang de cordon et de
sang placentaire ont été réalisés pour déterminer les parasitémies et I’espece
plasmodiale en cause. Un TDR (ICT malaria) a été réalis€¢ sur le sang
placentaire. Une centrifugation du reste des échantillons a été faite pour
disposer des culots de globules rouges parasités et de plasma veineux maternel
et de cordon pour des études ultérieures de génotypage, de chimiorésistance ou
de réponses anticorps.

Chaque femme a bénéficié d’une numération formule sanguine pour déterminer
le taux d’hémoglobine (Mythic® 22).

Une biopsie placentaire sur la face maternelle a 2 cm de I’insertion du cordon
ombilical a été réalisée et a servi a la réalisation de 1’apposition placentaire. Elle
a été fixée avec du formol neutre puis stockée a 4°C pour son acheminement au
laboratoire de 1I’Unité de Paludologie en vue de sa conservation pour des études

ultérieures notamment d’histologie placentaire.

1.2.6. Prise en charge des cas de paludisme et d’anémie

Si lors d’une consultation prénatale, la femme présente une anémie sévere ou
un signe de paludisme grave ou compliqué ou toute autre pathologie grave, elle
¢tait transférée en urgence vers un établissement de soins appropriés.

Dans les autres cas, en cas de paludisme simple, elle recevait un traitement de

Quinine base per os a la dose de 24 mg/kg/j en 3 prises durant 7 jours.
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En cas de persistance d’une parasitémie dans le sang périphérique de la mere en
fin de grossesse, un traitement par Quinine selon les doses indiquées ci-dessus
était administré.

En cas d’anémie modérée (Hb<l1g/dl) les participantes recevaient du fer
(200mg) et de I’acide folique (0,25 mg) a la posologie d’un comprimé par jour

pendant 30 jours.

1.2.7. Critéres d’efficacité

Criteres majeurs
Le critére majeur principal d’efficacité¢ est la prévalence du petit poids de
naissance (< 2 500 g) dans les deux groupes.
Les autres critéres majeurs sont les prévalences du paludisme maternel en cours
de grossesse et a la délivrance, de I’infection palustre placentaire (présence de
formes asexuées de Plasmodium dans I’apposition placentaire), de 1’anémie

maternelle modérée (Hb<11g/dl) et de I’anémie maternelle sévére (Hb<8g/dl).

Critéres secondaires
Les critéres secondaires sont les prévalences du paludisme congénital, de morts
nés, des avortements spontanés et de la prématurité (accouchement avant 37
semaines d’age gestationnel). Les moyennes de poids de naissance et de
I’hémoglobine ont ¢été également prises en compte. Les proportions des
participantes fébriles en cours de grossesse et a la délivrance ont été également

retenues.

1.2.8. Evaluation de la tolérance du médicament

Evénement indésirable :
Il désigne tout symptome, signe physique, syndrome ou maladie soit survenant
pendant 1’étude apres avoir été absent avant 1’étude soit ayant été présent avant

I’étude mais semblant s’aggraver. Ceci est indépendant de la cause suspectée de
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I’événement. On ¢évalue sa gravité, sa fréquence, sa durée et la cause est

déterminée si possible.

Evénements indésirables graves:
Les éveénements indésirables graves sont les évenements considérés comme
fatals, c'est-a-dire mettant en danger la vie du patient ou nécessitant une
hospitalisation ou une prolongation de celle-ci ou entrainant un handicap par une
incapacité persistante ou importante entrainant une anomalie ou une

malformation congénitale.

1.2.9. Gestion et Analyses statistiques des données

1.2.9.1. Gestion des données
Les données ont ¢été recueillies dans un cahier d’observation précieusement
gardé puis saisies dans un ordinateur. Les informations enregistrées dans le
questionnaire ont €té prises en compte dans I’analyse des résultats. Le poids du
bébé, son indice Apgar, la température axillaire de la mere, le poids du placenta,
I’age des femmes, la durée de la grossesse, la parasitémie, le nombre de
grossesses, le taux d’hémoglobine maternelle sont des variables continues. Les
valeurs moyennes correspondantes a ces variables dans les groupes de femmes
ont été¢ obtenues par analyses statistiques ¢lémentaires. Les variables comme la
parité, la présence ou l’absence de marqueurs associés a la résistance sont

considérées comme des variables qualitatives.

1.2.9.2. Analyse des données
Pour le critére majeur principal de jugement 1’analyse a été faite en Intention de
Traiter (ITT), Intention de Traiter Modifice (MITT) et en Per-Protocol (PP).
L’analyse en ITT regroupe toutes les participantes ayant recu au moins une dose
de SP et I’analyse en MITT comprend les participantes ayant accouché hors des

sites d’étude et dont le poids de naissance a été collecté et les participantes ayant
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accouché sur les sites d’¢tude. Cette analyse exclut donc les perdues de vue dont
le poids de naissance n’a pas été collecté. L’analyse en PP prend en compte les
données des femmes suivies dans les sites d’étude et qui ont accouché
effectivement dans les dits sites. On exclut donc de cette analyse les perdues de
vue et les participantes ayant accouché a domicile et dont le poids de I’enfant a
été collecté.

Pour les autres critéres de jugement, 1’analyse a été¢ faite en ITT et PP et les
données des mort-nés et des avortements spontanés ont été prises en compte.

La comparabilité des deux groupes a été effectuée par le test de Student pour les
variables continues et par le test du Chi® pour les variables discrétes avec
correction de Yates en cas d’effectif inférieur a 5. Si les conditions d’application
n’étaient pas respectées, les comparaisons ont été effectuées par le test non
paramétrique de Mann-Whitney ou par le test de Fisher. La différence entre les

deusx groupes était jugée statistiquement significative en cas de p<0,05.

1.2.10. Considérations éthiques et réglementaires

1.2.10.1. Bonnes pratiques cliniques et de laboratoire

L’¢tude a été réalisée selon les principes de la déclaration d’Helsinki concernant
la recherche médicale sur ’homme (Recommandations Guiding Physicians in
Biomedical Research involving human subjects, Helsinki 1964, amendements
de Tokyo 1975, Venise 1983, Hong kong 1989, Somerset West 1986, Edinburgh
2000, Washington 2002, Tokyo 2004 et Seoul 2008).

Le protocole d’étude, la fiche d’informations et le formulaire de consentement
éclairé ont été approuvés par le Comité National d’Ethique et de Recherche
(CNER) avant que les femmes ne soient enrdlées dans cette étude. Toutes les
correspondances avec le Comité d’Ethique ont été remplies par le chercheur
principal qui était chargé d’informer le Comité d’Ethique sur les changements

majeurs pouvant intervenir dans le protocole.
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1.2.10.2. Information et Consentement eclairé des

participantes
Le chercheur principal s’est assur¢ que chaque femme a donné son
consentement par voie verbale et par €crit (signature datée) apres avoir recu une
explication sur la nature de 1’étude, ses objectifs, les procédures qu’elle
implique, sa durée prévue, ses risques et bénéfices potentiels et toute géne
qu’elle est susceptible de provoquer. Les participantes ont été informées que la
participation a 1’étude est totalement volontaire, qu’elles pouvaient se retirer de
I’é¢tude a tout moment et que le retrait de leur consentement n’affectait pas la
prise en charge médicale subséquente ni ses relations avec le personnel médical
traitant. Le chercheur principal vérifiait que les femmes ont signé de fagon
volontaire le consentement avant d’étre enrdlées. Un formulaire du

consentement signé était remis a chaque femme a I’inclusion.
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I1. RESULTATS
I1.1. Caractéristiques socio-démographiques

Au total 628 femmes enceintes ont été enquétées dont 438 étaient éligibles. En
définitive 420 participantes ont été¢ randomisées dont 212 et 208 respectivement
dans les groupes TPI Contrdlé et TPI non Controlé.

Les causes d’inéligibilit¢ étaient le refus de participer a 1’étude, 1’age
gestationnel supérieur a 28 semaines d’aménorrhée, la faible probabilité
d’accoucher sur le site de 1’étude et les antécédents d’allergies aux sulfamides.
Un effectif de 187 et de 184 a regu les deux doses de SP. Les données de
I’accouchement ont été récoltées chez 190 et 188 participantes respectivement
dans les groupes TPI contrdlé et non controlé. On notait 22 participantes perdues
de vue dans le groupe TPI contr6lé contre 20 participantes dans le groupe TPI
non controlé. Le diagnostic de I'infestation palustre placentaire a été réalisée sur

174 (TPI contrdlé) et 165 placentas (TPI non controlé) (Figure 15).

L’age moyen des participantes était de 25,86 + 0,4182 et 26,14 = 0,4107 ans
respectivement dans les groupes TPI non controlé et TPI controlé. L’age
gestationnel moyen a I’inclusion était de 19,35 + 0,3546 semaines dans le
groupe TPI non contrélé cotre 20 + 0,3145 semaines dans le groupe TPI
controlé. Dans les deux groupes, la majorit¢ des participantes a I’inclusion
portaient une grossesse d’age compris entre 16 et 20 semaines (46,63% versus
51,18%). Il n’y avait pas de différence statistiquement significative entre les
deux groupes concernant 1’dge des meres. On notait par contre plus de
secondigestes et de secondipares dans le groupe TPI non controlé avec une
différence significative (p<0,05). Le groupe TPI non contr6lé comprenait plus
de participantes ménaggres et sans éducation scolaire (p<0,05).

A TDinclusion il était également noté plus de femmes fébriles dans ce groupe

(p=0,00011).
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Le poids de naissance a ¢été collecté chez 185 (groupe TPI contrdle) et 181 (TPI
non contrdlé) bébés. Les données de 420, 366 et 339 participantes ont été

utilisées respectivement pour 1’analyse en ITT, MITT et PP (Tableau XII).
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Figure 15: Profil de I’essai clinique
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Tableau XII : Caractéristiques socio-démographiques a I’inclusion

TPI Non Controlé (N=208)

TPI Contrélé (N=212)

Age (ans) o % 1C95% N ” 1C95% B
15-19 29 13,9 9-19 25 11,8 8-16 0,49
20-29 126 60,6 5468 119 56,1 49 - 63 0,32
30-39 50 24 18- 30 66 31,1 25-37 0,11
40-50 3 14 03-23 2 1 3-2 0,68
Gestité

Primigestes 43 20,7 15-27 57 26,9 21-33 0,13
Secondigestes 65 31,3 25-37 46 21,7 16— 28 0,02
Multigestes 100 48,1 41-55 109 514 44 55 0,49
Parité

Primipares 59 284 2234 66 31,1 25-37 0,53
Secondipares 65 313 2537 44 20,8 16-26 0,014
Multipares 84 40,4 33-47 102 48,1 41-55 0,11
Age gestationnel (Semaines)

915 44 21,2 15— 27 28 13,2 8- 18 0,032
16-20 97 46,6 40 - 54 108 512 4458 0,35
2125 48 23,1 17— 29 60 28,4 22-34 0,21
26-30 19 9,1 51-29 16 7,58 4-12 0,56
Education

Non 129 62 55-69 88 41,5 3448 <0,0001
Primaire 57 274 21-33 56 26,4 20-32 0,82
Secondaire 15 7,1 4-10 41 19,3 14-24 0,0002
Université 7 34 0-5 27 12,7 818 0,0004
Profession

Ménagéres 128 61,5 5468 108 50,9 4458 0,028
Commergantes 55 26,4 20-32 56 26,4 20-32 1
Eléves 4 1,9 0-4 10 47 2-38 0,18
Couturieres 6 2,9 1-5 17 8 4-12 0,02
Enseignantes 4 1,9 0-4 1 0,5 0-1 0,021
Etudiantes 5 24 0-4 12 5,7 3-9 0,09
Coiffeuses 1 0,5 0-1 4 1,9 0-4 0,37
Autres 5 24 0-4 4 1,9 0-4 0,74
Fiévre 40 19,2 14-24 14 6,6 4-10 0,00011
Parasitémie 20 9,6 6-14 18 8,5 4-12 0,689
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I1.2. Efficacité du TPI non controélé versus TPI controlé selon le
critére majeur principal
Au total 366 poids de naissance ont été collectés (poids des morts nés inclus).
Le poids moyen était de 2898,13 + 37,39 g et 2967 + 33,52 g dans les groupes
TPI non contrélé et TPI contrdlé respectivement (MITT). Il n’existait pas de
différence statistiquement significative entre les deux groupes (p>0,05).
Le poids moyen de naissance était de 2894 + 3 8,15 g (TPI non controlé) et
2966,70 + 35,47 g (TPI controlé) dans la population en PP. La distribution du
poids de naissance dans les deux groupes était homogene. 11 n’existait donc pas
de différence entre les groupes sur le poids de naissance que ce soit en analyse
ITT, MITT et PP (Figure 16).
On notait en prenant en compte I’ensemble des participantes, plus de
participantes ayant donné naissance a des enfants de petit poids de naissance
dans le groupe TPI non contr6lé mais cette différence était non significative
(p>0,05). Quelque soit la gestité, on n’observait pas de différence significative
(p>0,05) entre les deux groupes au regard de la prévalence du PPN (Tableau
XII).
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Figure 16 : Distribution du poids de naissance a ’accouchement dans les deux

129



(¢

e n
(3]
o
o
o
o
N
o8
o
w
[&)]
o
N
o8

P oids
N oW S
o O O
o O O
o O O

CL

oo

o
-
o] .o#.o'.
I
24

[]

(@4

- o -
1000 o @ AN ©
‘0 < Q,b ‘Q’b o ’0‘0
B N ~
\Q \Q 6\ Qb '\Q \"\Q
<& .\{‘\ AN o N \)\
‘\ QK o 00 @0 @
Q 90 1)
(o)}
c MITT
©® 5000 0.53 0,98 0,23
w 4000 & =" e . @ -
wwﬁw@myﬁ
02000 o N o Z . o
a 1000 e < < °
o2 S 2 X <
® X R N K
Q NJ b\ > ' N\
& o ¢ X v
(\& O Oo Oo 0\ @\)
Q Qg@ (oe &
o
c PP
© 5000 0,43 0,97 0,18
w 4000 o -, oave - -
SO EI ES
©2000 o ¥t & T =%
2 1000 e T & e ©
e @ 2 . &
(13 . 7 R < -
> 7. N
] S LR Q
RN ¢ O "
'\6\ ™o ° N >
< Q o QO N Q
Q 60 1) é

Parité

Figure 17 : Distribution du poids de naissance a I’accouchement dans les deux

groupes selon la parité.
NC : Non Contrél¢ C : Controlé
Quelque soit la parité et le type d’analyse aucune différence statistiquement significative n’a

pas été observée dans les deux groupes au regard du poids de naissance.
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Tableau XIII : Proportion des femmes ayant accouché d’un enfant de Petit Poids de Naissance (<2500g) selon la gestité

TPI Non Contrélé TPI Controlé
Participantes Effectif % IC 95% Effectif % IC 95% P
Toutes
ITT 55/208 26,4 20-32 49/212 23,1 17-29 0,43
ITT Modifié 28/181 15,5 10-20 22/185 11,9 7-17 0,31
PP 26/165 15,8 10-21 20/174 11,5 6-16 0,25
Primigeste
ITT 8/43 18,6 7-31 13/57 22,8 12 -34 0,61
ITT Modifié 6/41 14,6 4-26 6/50 12 3-21 0,70
PP 6/39 15,4 4-26 6/49 12,2 3-21 0,67
Secondigeste
ITT 20/65 30,8 20-42 10/46 21,7 10 —34 0,29
ITT Modifié 10/55 18,2 8§-28 3/39 7,7 - 0,22
PP 9/51 17,7 7-29 2/35 5,7 - 0,18
Multigeste
ITT 27/100 27 18 -36 26/109 23,9 17 -31 0,60
ITT Modifié 12/85 14,1 7-21 13/96 13,5 7 -21 0,92
PP 11/75 14,7 7-23 12/90 13,3 6—20 0,81

Globalement on notait moins de PPN dans le groupe TPI

controlé en particulier chez les secondigestes et

les multigestes.
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Tableau XIV : Proportion des femmes ayant accouché d’un enfant de PPN (<2500g) selon la parité

TPI Non Controlé TPI Controlé
Participantes Effectif % 1C95% Effectif % 1C95% p
Primipare
ITT 14/59 23,7 13- 35 14/68 20,6 11-31 0,67
ITT Modifié 9/54 16,7 7-27 6/54 11,1 3—-19 0,38
PP 9/51 17,6 7-28 6/57 10,5 3-19 0,29
Secondipare
ITT 20/65 30,8 20-42 10/42 23,8 11-37 0,43
ITT Modifié 9/54 16,7 727 4/36 11,1 1-21 0,55
PP 8/51 15,7 6—26 3/33 9,1 — 0,51
Multipare
ITT 21/84 25 16 — 34 25/102 24,5 17 -33 0,92
ITT Modifié 10/72 13,8 6—22 12/89 13,5 7-21 0,92
PP 9/63 14,3 5-23 11/84 13,1 6—20 0,84

La prévalence du PPN ne variait pas signnnificativement dans les deux groupes.Toute foisplus de cas de PPN selon la parité ont été observés

dans

le

groupe

TPI

non

controlé.
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I1.3. Efficacité du TPI non controlé versus TPI controlé selon les
autres criteres de jugement
La moyenne du taux d’hémoglobine était de 9,87 + 0,1419 et 10, 22 + 0,1301
g/dl respectivement dans les groupes TPI non controlé et TPI contrélé (p>0,05).
La distribution du taux d’hémoglobine était homogéne dans les deux groupes
quelque soit le type d’analyse (Figure 18).
On ne notait pas de différence significative (p>0,05) du taux moyen
d’hémoglobine dans les deux groupes quelque soit la parité et le type d’analyse

(ITT, MITT, PP) (Figure 19).

L’infestation palustre placentaire a été mise en évidence chez 7,3% et 4 % des
femmes respectivement dans les groupes TPI non controlé et Contrdlé en
analyse PP avec une différence non significative (p>0,05). Au total 50,9% et 46
% de participantes ont présenté¢ une anémie modérée a I’accouchement dans les
groupes TPI non controlé et TPI controlé respectivement. Quant a la prévalence
de l'anémie sévére, elle était de 14,6% (TPI non contrdolé) et 9,8% (TPI
contrdlé). Quelque soit le type d’anémie et la gestité, aucune différence

stistiquement significative n’était observée dans les deux groupes (Tableau XV).

On notait plus de participantes fébriles a I’inclusion (19,2% vs 6,6%), au cours
de la grossesse (12% vs 8%) et a ’accouchement (12,5% vs 9,6%) dans le
groupe TPI non contrélé avec seulement une différence significative entre les
deux groupes a I’inclusion (p<0,05).

L’incidence de la parasitémie était plus élevée dans le groupe TPI non contrdlé a
I’inclusion (9,6% vs 8,5%), au cours de la grossesse (8,7% vs 5,2%) et a
I’accouchement (4,2% vs 2,9%) mais la différence était statistiquement non
significative (p>0,05). Au regard de ’anémie, aucune différence significative

n’était observée dans les deux groupes quelle que soit la parité (Tableau XVI).
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Les prévalences de prématurité¢, d’avortement spontané et de morts nés étaient
de 3%, 4,2%, 3,6% et 4,6%, 2,9%, 4,6% respectivement dans les groupes TPI
non controlé et TPI contrdlé (analyse PP) avec des différences non

statistiquement significatives (Tableau XVII).
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Tableau XV : Prévalence de I’infestation palustre placentaire et de I’anémie selon la gestité dans les deux groupes

TPI Non Controlé TPI Contrélé
Critéres de jugement Effectif % IC 95% Effectif % IC 95% P
Infestation Placentaire®
ITT 55/208 26,4 20-32 45/212 21,2 16 —26 0,21
PP 12/165 7,3 3-11 7/174 4 1-7 0,19
Anemie modérée”

Primigeste 21/39 53,9 38 =70 23/49 46,9 33-06l 0,52
Secondigeste 27/51 52,9 39-67 17/35 48,6 32-66 0,69
Multigeste 36/75 48 37-59 40/90 44,4 34- 54 0,65
Total 84/165 50,9 43 -59 80/174 46 39-53 0,37
Anémie séveére®

Primigeste 9/39 23,1 10-36 6/49 12,2 3-21 0,18
Secondigeste 7/51 13,7 4-24 2/35 5,7 - 0,30
Multigeste 8/75 10,7 4-18 9/90 10 4-16 0,89
Total 24/165 14,6 10-20 17/174 9,8 6-14 0,18

¥ Présence de formes asexuées de Plasmodium,® Hb <11 g/dL, ¢ Hb <8 g/dL.
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Tableau XVI : Incidence de la fievre, de la parasitémie et de I’anémie selon la parité dans les deux groupes

TPI non controlé

TPI controlé

Citéres de jugement Effectif % IC 95% Effectif % IC 95% p
Fiévre (T°C = 37,5)

Au cours de la grossesse |55 12 8- 16 17/212 8 4-12 0,17
A T’accouchement 24/192 12,5 818 18/188 9,6 614 0,36
Parasitemie®

Au cours de la grossesse 18/208 8,7 5-13 11/212 5,2 2-8 0,16
A T’accouchement 7/165 4,2 1-7 5/174 2,9 04 -5 0,49
Anemie modérée®

Primipare 26/51 51 37— 65 29/57 50,9 38 — 64 1
Secondipare 28/52 53,9 40 — 68 13/33 394 22 -56 0,19
Multipare 30/62 48,4 37 -61 38/84 45,2 34 -55 0,71
Total 84/165 50,9 43 - 59 80/174 46 9-53 0,37
Anémie séveére’

Primipare 9/51 17,7 7-29 6/57 10,5 3-19 0,29
Secondipare 9/52 17,3 727 3/33 9,1 - 0,35
Multipare 6/62 9,7 3-17 8/84 9,5 4-16 0,92
Total 24/165 14,6 10-20 17/174 9,8 614 0,18

? Présence de formes asexuées de Plasmodium, " Hb

<11 g/dL, © Hb <8 g/dL.
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Tableau XVII : Prévalence du paludisme congénital, de la prématurité, de I’avortement spontané et des morts nés dans les

deux groupes

TPI Non Controlé

TPI Controlé

Paramétres Effectif % I1C 95% Effectif % IC 95% P
Parasitémie sang maternel

ITT 50/208 24 18 - 30 43/212 20,3 15-25 0,35
PP 7/165 42 1-7 5/174 29 0-6 0,50
Parasitemie sang cordon

ITT 43/208 20,7 15-27 38212 17,9 13-23 0,47
PP 0/165 0 - 0/174 0 - 1
Prématurité”

ITT 26/208 12,5 8-—18 30212 14,2 9-19 0,62
PP 5/165 3 0-7 8/174 46 2-8 0,45
Avortement spontané”

ITT 27/208 13 8—18 27/212 12,7 8-18 0,92
PP 7/165 42 1-7 5/174 29 0-6 0,49
Mort nés®

ITT 33/208 15,9 11-21 35212 16,5 12-22 0,86
PP 6/165 3,6 1-7 8/174 46 2-8 0,65

“Age gestationnel <37 semaines d’aménorrhée (Ballard score), ® Expulsion du foetus avant 28 semaines de gestation, “Accouchement d’un

enfant mort né aprés 28 semaines de gestation
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I1.4. Sécurité et tolérance de la SP dans les deux groupes

Au total 21,63% et 23,58% des participantes ont présenté des effets secondaires
indésirables modérés dont les plus fréquents dans les deux groupes étaient les
nausées, les vomissements, l’asthénie et les céphalées.  Aucune différence
statistiquement significative n’a été¢ mise en évidence (p>0,05). Dans les groupes TPI
non contrélé et TPI contr6lé respectivement 2,88% et 2,33% des participantes ont

refusé de prendre la seconde dose de SP en raison des effets secondaires (Figure 20).
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Figure 20 : Répartition des effets secondaires indésirables dans les deux groupes
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I11. DISCUSSION

Aujourd’hui, ’OMS recommande dans le cadre du controle du paludisme chez
la femme enceinte un paquet d’interventions incluant le traitement préventif
intermittent, les moustiquaires imprégnées d’insecticides, la prise en charge
correcte des cas de paludisme, le diagnostic et le traitement de 1’anémie dans les
pays d’endémie palustre (WHO, 2010).

De nombreux essais cliniques ont démontré 1’impact positif du TPI avec la
sulfadoxine-pyriméthamine ou d’autres antipaludiques efficaces comme la
mefloquine sur I’infection palustre placentaire, I’anémie maternelle et le petit
poids de naissance (Briand et al., 2009 ; Gies et al., 2009, Bouyou-Akotet et al.,
2010b).

Depuis quelques années, le TPI avec la SP est devenue la pierre angulaire de la
prévention du paludisme chez la femme enceinte vivant dans les zones de
transmission stable. Néanmoins une controverse récente a soulevé des questions
sur le TPI. Cette stratégie est-t-elle la plus appropriée dans la prévention du
paludisme chez la femme enceinte en Afrique en raison de la résistance élevée
de P. falciparum a la SP dans certaines régions (Ter Khuile er al., 2007b ;
Briand et al., 2009).

Dans la précédente étude conduite simultanément avec celle-ci, la prévalence
des parasites mutants purs dhfr et dhps était respectivement de 51,13% et 70,2%
a Anonkoua-kouté. A Samo les fréquences des mutations pfdhps Gly-581 et
Gly-437 ¢étaient respectivement de 100% et 73% tandis que la mutation
principale pfdhfr Asn-108 était retrouvée chez 45,2 % des isolats.

L’hypothese testée dans cette étude était que malgré une prévalence élevée des
genes de résistance a la SP, dhfr et dhps, a Anonkoua-kouté et a Samo, le
médicament gardait toujours son efficacité dans la protection des femmes semi-
immunes enceintes contre le faible poids de naissance et les autres effets

néfastes du paludisme.
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Dans notre travail le poids de naissance a été retenu comme critére majeur
principal de jugement de I’efficacité du TPI car il est un bon indicateur de santé
publique des conséquences du paludisme au cours de la grossesse et plusieurs
¢tudes ont montré la corrélation entre poids de naissance et efficacit¢ du TPI
(Sarr et al., 2006, Briand et al., 2009 ; Tiono et al., 2009). Dans ce contexte de
résistance de P. falciparum a la SP notre étude a démontré une efficacité
¢quivalente (p>0,05) du TPI par la SP dans les deux groupes de participantes.
Une méta-analyse conduite par Ter kuile en 2007 a confirmé que les deux doses
de SP en TPI gardaient une efficacit¢ en reduisant I’infestation palustre
placentaire et le faible poids de naissance dans les régions ou on notait 19 a
26% de résistance in vivo de P. falciparum chez les enfants.

Cette ¢tude a également démontré que la SP en TPI continuait a étre bénéfique a
la femme enceinte en terme de réduction de la parasitémie maternelle a la
délivrance dans les zones avec des taux de résistance in vivo de plus de 39% a
la SP & J14 chez les enfants de moins de 5 ans.

Dans le sud du Bénin ou la résistance in vivo a la SP atteint 72% chez les enfants
de moins de 5 ans, la SP était toujours capable de réduire le taux de faible poids
de naissance de 40% et celui de l’infestation palustre placentaire de 75%
comparée a la chloroquine en prophylaxie évaluée 1’année précédente (Briand et
al., 2008). Des résultats similaires ont ét¢ obtenus en Afrique de I’Ouest (Aziken
etal., 2011 ; Bertin et al., 2011 ; Huynh et al., 2011 ; Wilson et al., 2011).

En Tanzanie par contre une étude réalisée dans une région de résistance élevée
a la SP n’a montré aucun bénéfice clinique du TPI avec la SP (Harrington et
al., 2009).

Cependant il faut noter que le petit poids de naissance peut étre également causé
par d’autres pathologies développées par la mére au cours de la grossesse
notamment les infections bactériennes, virales et parasitaires. Ici dans notre
¢tude le suivi médical régulier dont ont bénéficié nos participantes ne nous a pas

permis de mettre en évidence ces pathologies au cours de la grossesse.
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En Afrique subsaharienne, 20% des petits poids de naissance sont attribuables
au paludisme gestationnel (Desai et al., 2007).

L’anémie maternelle a également été¢ proposée comme indicateur pour évaluer le
contrdole du paludisme en Afrique en se basant sur un risque plus ¢élevé de
I’anémie maternelle chez les primigestes comparé a celui des multigestes
(Savage et al., 2007).

Aucune différence significative n’a été observée dans les deux groupes au
regard de ’anémie maternelle quelque soit la gravité, de 1’infestation palustre
placentaire, du paludisme en cours de grossesse et a la délivrance.

Cependant le groupe controlé était associé a une réduction modérée de
I’incidence biologique des paramétres ci-dessus par rapport au groupe non
contrdlé.

L’anémie développée par nos participantes ne peut pas étre attribuée uniquement
au paludisme. En effet I’anémie maternelle a 1’accouchement peut étre
multifactorielle. Ainsi les défaillances nutritionnelles et certaines pathologies
autres que le paludisme peuvent expliquer I’anémie maternelle a terme. En
Afrique 5-10% des femmes enceintes développeraient une anémie sévere dont
26 % sont attribuées au paludisme (Desai et al., 2007).

L’absence de difference entre les deux groupes pourrait s’expliquer par le fait
que la SP était fournie gratuitement aux femmes enceintes dans le groupe TPI
non controlé avec recommendation stricte de prendre le medicament a la
maison.

Il a ét¢ demontré que, les interventions les plus efficaces faites dans des
conditions strictes d’étude sont rarement applicables dans les conditions de mise
en ceuvre sur le terrain. Il existe de nombreux facteurs pouvant influenger la
mise en ceuvre de telles interventions notamment la complexité de ces
interventions, la capacité du systéme de santé a les appliquer et I’acceptabilité de

ces interventions par le personnel de santé et les bénéficiaires.
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Durant I’étude, la SP n’était pas toujours disponible dans les pharmacies des
sites d’étude ainsi que des recipients propres et de I’eau potable pour administrer
la SP. Les femmes devraient se procurer la SP dans les pharmacies privées et
prendre le medicament a la maison. La disponibilité de la SP dans les structures
sanitaires est un facteur important pour améliorer le TPI et implementer la
stratégie DOT (Akinleye et al., 2009, Mubyazi et al., 2005).

Des ruptures de stock de la SP dans les pharmacies des sites sont frequemment
rapportées. Les services de qualité dans les services de CPN sont necessaires
pour promouvoir une couverture elévée du TPI pour le bien étre des meres et de
leurs enfants. Autoriser les femmes enceintes a prendre la SP sans supervision
directe rend sa compliance incertaine et indetermine méme I’essence du TPI.

Il a été¢ démontré que I’infection par le VIH chez la femme enceinte est associée
a un risque ¢levé de petit poids de naissance, de paludisme placentaire et une
baisse de I’efficacité du TPI (Filler et al., 2006 ; WHO, 2007). L’infection a
VIH pourrait donc étre un biais dans 1’évaluation de I’efficacit¢ du TPL
Cependant, la prévalence globale de I’infection a VIH dans nos sites d’étude
¢tait d’environ 4% au moment de cette étude.

Malgré le fait que les MII ne sont pas d’usage courant dans les zones d’étude, le
taux d’utilisation des MII distribuées gratuitement a 1’inclusion est resté ¢levé au
cours de I’étude. Cela a pu étre vérifié au cours des visites a domicile.

Les MII apparaissent donc comme un facteur déterminant dans I’efficacit¢ du
TPI. Ainsi les résultats de notre étude ne peuvent étre seulement attribués a la
SP, mais a I’action conjuguée de la SP en TPI et des MII.

Une étude conduite a ’ouest du Kenya portant a la fois sur le TPI avec la SP et
les MII a montré que les deux stratégies étaient efficaces dans la prévention de
I’anémie maternelle chez les primigestes et les secondigestes. Le TPI avec la SP
s’est avéré légerement plus efficace que la moustiquaire surtout chez les
secondigestes. Un effet additionnel a été obtenu lorsque les deux stratégies

¢taient combinées (Njagi et al., 2003).
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D’autres travaux ont également démontré cet effet additionnel lorsque les deux
stratégies de prévention du paludisme chez la femme enceinte sont
simultanément utilisées (Guyatt et al., 2004, Kabanywany et al., 2008 ; Feng et
al., 2010).

Il est fort probable que si les MII sont utilisées de fagon réguliére et effective, le
TPI avec la SP peut ne pas €étre préconisée chez certaines femmes enceintes
notamment les multipares (Menendez et al., 2008).

Ainsi les Programmes Nationaux de Lutte contre le paludisme peuvent
privilégier la distribution des moustiquaires en particulier celles imprégnées
d’insecticides a longue durée d’action au cours des CPN, comme premiere
stratégie pour la prévention du paludisme chez la femme enceinte. La stratégie
du TPI avec la SP serait dés lors réservée aux primigestes et secondigestes ainsi
qu’aux femmes résidant dans les régions a forte prévalence VIH.

La SP est généralement considérée comme un médicament sans danger lorsqu’il
est utilis¢é en TPI. Cependant il peut causer de facon rare de graves réactions
cutanées et hématologiques (Peters et al., 2007).

Aucun effet secondaire grave attribuable au médicament n’a été rapporté dans
nos travaux. La proportion de femmes ayant rapporté des effets secondaires était
respectivement de 23,58% et 21,63% dans les groups TPI Contr6lé et non
controlé respectivement. Les vomissements ont €té 1’effet secondaire le plus
observé chez les participantes.

Bien qu’il apparaisse de plus en plus que la SP pourrait étre remplacée par un
autre antipaludique plus efficace en TPI, il n’est pas bien établi quand ce
changement interviendra.

Nos résultats sont en accord avec ceux de Ter Kuile ef al. (2007b) qui ont
montré que le TPI avec la SP pourrait étre toujours préconisé dans les régions ou
existent des résistances de P. falciparum a la SP.

Cependant un autre facteur et non des moindres pourrait contribuer a I’efficacité

du TPI dans les zones de forte résistance de P. falciparum a la SP. Il s’agit du
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taux de couverture des CTA dans la population. En effet ’utilisation des CTA
entraine une réduction de la transmission du paludisme dans une région donnée
a cause de l’effet gamétocitocyde de ces combinaisons. Toutefois aucune
donnée n’est disponible sur le taux de couverture de ces CTA dans nos zones
d’étude. Il serait judicieux d’en déterminer le taux de couverture dans I’avenir.
Aujourd’hui I’OMS recommande le genotypage des genes dhfr et dhps de

P. falciparum, méthode couramment utilisée en épidémiologie moléculaire, pour
¢valuer D’efficacité de la SP. Les marqueurs moléculaires sont utiles pour
déterminer I’émergence et I’expansion de la résistance médicamenteuse dans les
régions de résistance faible ou modérée.

L’OMS a récemment indiqué que les données issues des études in vivo de la SP
chez les enfants de moins de 5 ans ne pourraient étre un indicateur fiable de
I’efficacité du TPI chez la femme enceinte (WHO, 2007).

L’immunité antipalustre et les spécificités pharmacocinétiques sont autant de
facteurs qui pourraient expliquer le fait que les données in vivo obtenues chez
les enfants ne peuvent pas étre extrapolées aux femmes enceintes (Kalanda et
al., 2006, Tagbor et al., 2007).

L'efficacité¢ thérapeutique de la sulfadoxine-pyriméthamine chez les enfants
atteints de paludisme a P. falciparum sous-estime grandement 1’efficacité de
cette dernicre en TPI. En effet I’efficacité de la SP en TPI semble dépendre de
I’immunité antérieure acquise par la femme enceinte. En outre, les primipares,
qui sont les plus vulnérables aux effets déléteres du paludisme gestationnel, sont
aussi les moins protégées chez les femmes enceintes qui recoivent la
sulfadoxine-pyriméthamine dans les zones ou la résistance a la SP est en
augmentation (Tagbor et al., 2007).

En Tanzanie, 28 jours aprés le traitement a la sulfadoxine-pyriméthamine, le
taux d'échec thérapeutique était de 16% chez les femmes enceintes et 80% chez
les enfants agés de moins de 5 ans deux années plus tot (Mutabingwa et al.,

2009).
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De nombreux pays ont adopté le TPI chez la femme enceinte sous 1’impulsion
de ’OMS. Malheureusement son implémentation sur le terrain se heurte encore
aujourd’hui a de nombreux obstacles liés notamment au systéme sanitaire et aux
perceptions individuelles. Les obstacles liés au systéme de santé incluent
I’absence de la SP dans les structures sanitaires, la formation insuffisante du
personnel de santé impliqué dans les CPN, le faible taux de fréquentation des
CPN ou la consultation tardive pour les premic¢res CPN.

Les données sur la santé¢ maternelle et I’issue de la grossesse dans les régions
d’endémie palustre sont importantes en sant¢ publique pour évaluer les
interventions en termes de traitement et de prévention du paludisme chez la
femme enceinte. Aussi ’analyse et I’interprétation des données au plan local
peuvent-elles non seulement permettre de renforcer les capacités du personnel
médical mais également étre source de motivation. Nos résultats pourraient aider
les autorités sanitaires et le PNLP a prendre des décisions concernant le
traitement et la prévention du paludisme chez la femme enceinte. Actuellement
cette étude apporte des informations recherchées par les décideurs afin de
déterminer I’intérét de la SP en TPI dans le contexte de la résistance de P.
falciprum a ce médicament. Toutefois avec des niveaux de forte résistance a la
SP observés dans certaines régions, cette molécule risque d’étre compromise
trés bientdt dans le TPI chez la femme enceinte. Il existe par conséquent un
besoin urgent d’évaluation de nouvelles molécules pour le TPI chez la femme
enceinte.

Des essais cliniques sont en préparation ou mis en ceuvre aujourd’hui mais il
faudra de nombreuses années avant que les résultats ne soient exploitables et
applicables sur le terrain (Luntamo et al., 2010 ; Jansen, 2011 ; Onyamboko et
al., 2011). De nouvelles stratégies peuvent également €tre mises en route face a
la résistance a la SP notamment (Tagbor et al., 2007, Tagbor et al., 2010). Ainsi
nous encourageons 1’utilisation des moustiquaires imprégnées dans le contexte

de la résistance de P. falciparum a la SP. Le PNLP pourrait mettre a la
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disposition des femmes enceintes de fagon gratuite les moustiquaires et la SP en
quantité suffisante et sans rupture de stocks au cours des CPN (Sangaré ef al.,
2010).

Des ¢études récentes ont montré que la pression médicamenteuse avec la SP dans
une région de forte résistance pourrait sélectionner un nouvel all¢le triple mutant
du géne dhps apportant ainsi une mutation additionnelle au codon 581 (Gesase
et al., 2009). L’administration de la SP en TPI pourrait induire donc une
augmentation de la prévalence de la résistance a la SP mais celle-ci semble
limitée et inconstamment observée (Menendez ef al., 2011).

L’efficacit¢ de la SP chez les enfants a décliné de facon vertigineuse ces
dernieéres années entrainant son retrait en traitement curatif dans la plupart des
pays d’endémie palustre. C’est a juste titre que des questions sur la longévité de
la SP en TPI chez la femme enceinte ont été soulevées. En dépit d’une large
utilisation de la SP en TPI, ses mécanismes ne sont pas totalement élucidés.
Cependant il semble que I’effet prophylactique opposé a I’effet thérapeutique
seul joue un role important (WHO, 2006). De plus réserver exclusivement la SP
pour le TPI pourrait réduire la pression médicamenteuse et prolonger
I’utilisation de ce médicament. Sauf que cela entraine un risque de maintien de
ce médicament peu coliteux dans le commerce avec pour conséquence un risque
d’utilisation par la population, a moins de bien former les prescripteurs et les

dispensateurs a la prise en charge correcte du paludisme.
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Conclusion

Le Traitement Préventif Intermittent (TPI) constitue avec la Moustiquaire
Imprégnée d’Insecticide, les stratégies essentielles de la prévention du
paludisme chez la femme enceinte adoptée depuis plusieurs années par les pays
d’endémie palustre. L’apparition et I’extension de la résistance de P. falciparum
a la SP pourraient gravement compromettre I’efficacité de la SP en TPI chez la
femme enceinte. La présente étude avait pour but d’évaluer I’efficacité du TPI
avec la SP dans deux groupes de femmes enceintes dans deux régions de forte
résistance de P.falciparum a la SP.

Au total 420 participantes ont €té incluses dans I’étude dont 208 et 212
respectivement dans le groupe TPI non controlé et TPI contrdlé.

Le critere principal de jugement était la prévalence du petit poids de naissance
dans les deux groupes.

A T’issue des travaux la prévalence du petit poids de naissance était plus élevée
dans le groupe TPI non contrdlé mais cette différence n’était pas statistiquement
significative. Aucune différence significative n’a été observée dans les deux
groupes au regard de 1’anémie maternelle quelle que soit sa gravité, de
I’infection palustre placentaire, du paludisme en cours de grossesse et a la
délivrance, de la prématurité, de I’avortement spontané et des morts nés.

Ces résultats montrent que le TPI avec la SP demeure efficace a Anonkoua-
kouté et a Samo malgré la forte résistance de P. falciparum. 1l faut cependant
relativiser cette efficacité en raison de I’utilisation de la Moustiquaire Imprégnée
d’Insecticide chez toutes les participantes et de I'utilisation des CTA dans les
deux zones d’étude. L’étude précédente a montré une augmentation constante de
résistance de P. falciparum a la SP malgré le retrait de cette association en
traitement curatif du paludisme simple. Celle-ci s’explique par la pression
médicamenteuse exercée sur le parasite. Il est donc urgent de réserver

I’utilisation de cette molécule en TPI chez la femme enceinte et éventuellement
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chez I’enfant et songer des a présent a de nouvelles alternatives préventives du
paludisme chez la femme enceinte.

Les dérivés de I’artémisinine pourraient constituer une alternative interessante a
la SP. Cependant en cas d’une augmentation et d’une extension rapide de la
resistance a ces derniers cette alternative serait déja compromise. Il est donc
necessaire de faire une evaluation de ’efficacité thérapeutique de ces dérivés en

association en vue d’une evaluation eventuelle en TPI chez la femme enceinte.
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Chapitrelll : Efficacité thérapeutique et
tolérance  des  associations _Artesunate-
amodiaquine versus

Artéméther-luméfantrine en Cote d’Ivoire au
cours du paludisme non compliqué a

P. falciparum
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Introduction

La résistance multiple de P. falciparum a la plupart des antipaludiques est un
grave probléme de santé publique (WHO, 2010). Aujourd’hui les associations
Artésunate-amodiaquine (ASAQ) et Artéméther-luméfantrine (AL) sont les
CTA les plus disponibles et les plus recommandées dans le traitement du
paludisme simple (WHO, 2010). La découverte en 2008 d’une potentielle
résistance aujourd’hui confirmée, de P. falciparum aux dérivés de 1’artémisinine
a la fronticre thailando-Cambodgienne, foyer ancestral d’émergence des
résistances a provoqué une onde de choc dans le monde. La résistance de P.
falciparum aux dérivés de D’artémisinine rend urgente la mise en place de
stratégies visant a identifier et a éradiquer les souches résistantes (Noedl et al.,
2008 ; Dondorp et al. 2009 ; Dondorp et al. 2010 ; Enserink, 2010 ; White,
2010; WHO, 2010 ; WHO, 2011). D’autres foyers de résistance aux dérivés de
I’artémisinine ont ét¢ confirmés au Mekong (WHO, 2012).

Historiquement 1’extension de la résistance de P. falciparum aux antipaludiques
se fait de 1I’Asie du Sud’Est a I’Afrique de I’Est et plus tard a I’ Afrique de
I’Ouest.

La persistance des CTA sous dosées et I’utilisation inappropri¢e des dérivés de
I’artémisinine en monothérapie dans le secteur privé particulierement en Afrique
Sub-Saharienne (ou la plupart des malades paient les antipaludiques dans le
secteur privé) favorisent la résistance (Legris, 2005 ; Goodman et al., 2007 ;
Granado et al., 2009 ; Newton et al., 2010).

L’association Artéméther-luméfantrine (AL) présente une bonne efficacité mais
dans les régions a transmission élevée, la relative demi-vie de la luméfantrine
serait a I’origine d’une incidence élevée de réinfestations survenant rapidement
apres le traitement (Kamya et al., 2007 ; Yeka et al., 2008).

En Afrique de I’Est I’association AL serait plus efficace que I’ASAQ en raison
probablement d’une prévalence élevée de parasites résistants a 1’amodiaquine

(Mutabingwa et al., 2005 ; Dorsey et al., 2007).
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Dans de nombreux pays d’endémie palustre, I’augmentation et I’extension de la
résistance a la SP pourraient bient6t compromettre 1’efficacité de ce médicament
en TPI chez la femme enceinte (Vallely et al., 2007 ; Mockenhaupt et al., 2008 ;
Harrington et al., 2009).

Des essais cliniques sont actuellement en cours pour évaluer d’autres
antipaludiques notamment les dérivés de I’artémisinine qui pourraient étre
utilisés en TPI chez la femme enceinte en lieu et place de la SP.

Le TPI avec les dérivés de I’artémisinine chez la femme enceinte se présente
comme une alternative prometteuse (Onyamboko et al., 2011).

De plus I’OMS recommande ’usage des CTA dans le traitement du paludisme
au cours du deuxi¢me et troisieme trimestre de grossesse (WHO, 2010). La
résistance aux dérivés de I’artémisinine serait donc non seulement désastreuse
pour le traitement du paludisme mais ¢galement mettrait probablement en cause
leur éventuelle utilisation en TPI chez la femme enceinte.

En Cote d’Ivoire il existe plusieurs CTA dont ’ASAQ et I’AL recommandées
respectivement en premiere et seconde intention dans le traitement du paludisme
simple a P. falciparum par le PNLP (Anonyme, 2008). Des études antérieures
ont montré ’efficacité de ces deux associations (Offianan et al., 2009 ; Faye et
al., 2010 ; Offianan et al., 2011). Toutefois les travaux de Yavo et al. ont
montré une baisse de la sensibilité¢ de P. falciparum in vitro a 1’amodiaquine
(Yavo et al., 2010) ainsi qu’a I’artesunate (Touré et al., 2008). De plus le taux
eléve des prévalences des genes pfdhfr, pfdhps et pfcrt dans la précédente étude

pourrait traduire indirectement une inéfficacité des CTA.

Dans ce contexte 1’évaluation et le monitoring de I’efficacité thérapeutique des
CTA sont une stratégie clé du récent plan développé par I’OMS pour identifier,

contenir et éradiquer la résistance aux dérivés de I’artémisinine (WHO, 2011).

Le but principal de cette étude est d’actualiser face aux différents risques

d’émergence de la résistance, les données sur I’efficacité thérapeutique des CTA
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recommandées par le PNLP dans deux des 19 districts du pays d’autant plus
que, le PNLP souhaite mettre a échelle (ensemble des districts et tous les ages)
des interventions de prise en charge par ces deux CTA. Dans les zones de
transmission intense, les échecs thérapeutiques sont rencontrés chez les enfants
agés de moins de cinq ans en premier & cause de leur relative absence
d’immunité antipalustre. Il est donc impératif d’évaluer les antipaludiques en
premier dans ce groupe de population si des échecs thérapeutiques ou une

résistance devrait étre détectée.

Il est donc proposé dans ce travail de vérifier 1’hypothése selon laquelle il
n’existerait pas d’émergence de la résistance aux dérivés de 1’artémisinine dans
notre pays et que l’amodiaquine demeure un partenaire efficace pour ces
molécules malgré une baisse de sensibilité in vitro. En somme les CTA
demeurent toujours efficaces dans la prise en charge du paludisme malgré la
conjugaison de différents facteurs prédisposant a I’émergence de la résistance a

ces médicaments dans notre pays.

Objectif général
Evaluer I’efficacité thérapeutique de I’association ASAQ versus AL dans le

traitement du paludisme simple & P. falciparum chez les enfants de 6 a 59 mois.

Objectifs spécifiques
- Comparer les RCPA a J28 apreés correction PCR dans les deux bras de
traitement
- Comparer les clairances thermique, parasitaire et gamétocytaire dans les
deux bras de traitement

- Comparer la tolérance clinique des deux CTA
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I. MATERIEL ET METHODES

I.1. Type d’étude et période d’étude
Il s’agit d’un essai clinique, randomisé, ouvert, de non infériorité comparant
I’efficacité et la tolérance de I’ASAQ versus AL dans le traitement du paludisme

non compliqué a P. falciparum chez les enfants de moins de cinq ans.

Le protocole OMS de 28 jours (WHO, 2003) a ét¢ utilisé dans cette étude qui

s’est déroulée de novembre 2008 a février 2009.
1.2. Sites d’étude

Les travaux se sont déroulés dans les districts sanitaires d’Aboisso (Hopital
Général d’ Ayamé) et de Dabakala (Hopital Général de Dabakala).

Ayamé est situé¢ au sud-est de la Cote d’Ivoire dans la région du Sud Comog,
plus précisément dans le département d’Aboisso a 20 Km du chef-lieu de
Département et a 134 km d’ Abidjan. La population de la commune d’ Ayamé, au
moment de cette étude, était estimée a 13596 habitants et celle de la sous-

préfecture a 35452 habitants.

Dabakala au nord du pays, est distant de 150 km de Bouaké et de 520 km
d’Abidjan. La population était estimée a 123 348 lors du dernier recensement de
1998.

Les deux districts sont des sites sentinelles du PNLP pour I’évaluation de
I’efficacit¢ des antipaludiques. Les facies sont de type équatorial et tropical

respectivement 2 Ayamé et a Dabakala (Figure 21).
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Figure 21 : Localisation géographique des sites d’étude.
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1.3. Population d’étude

L’étude a porté sur les enfants de 6 a 59 mois révolus venus en consultation et

présentant des signes cliniques évocateurs de paludisme simple.

Criteéres d’inclusion

Les critéres suivants ont été retenus pour I’inclusion des patients :

age compris entre 6 et 59 mois ;

goutte épaisse positive avec une infestation mono-spécifique a P.
falciparum ;

densité parasitaire comprise entre 2000 et 200 000 parasites asexués/ul de
sang ;

température axillaire >37,5 °C ou température rectale/tympanique > 38°C
ou Antécédents de fievre dans les 24 heures ;

se rendre aux visites de suivi indiquées et avoir un acces facile au site de
I’étude ;

consentement éclairé écrit fourni par les parents ou tuteurs légaux de

I’enfant ;

Criteéres d’exclusion

malnutrition grave (définie comme suit: enfant dont le rapport poids/

taille est inférieur a 3 écart type, ou inférieur a 70% de la médiane des

valeurs de référence normalisées NCHS/OMS, ou encore qui
présentent un cedéme symétrique touchant les deux pieds) ;

- signes généraux de danger ou d’autres signes de paludisme a P.
falciparum grave et compliqué tels qu’ils figurent dans les définitions
actuelles de ’OMS ;

- ¢tat fébrile dG a une maladie autre que le paludisme ;

- antécédents de réaction d’hypersensibilit¢ due a [’association

Artéméther/Luméfantrine et/ou Amodiaquine /Artésunate ou a I’un des

constituants ;
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- prise d’antipaludique (ou de médicament présentant une activité
antiplasmodiale connue) dans la semaine précédent 1’inclusion ;

- faible probabilité de suivi pendant les 28 jours.

Les signes généraux de danger liés a un paludisme grave sont énumérés ci-

dessous :

incapacité a boire ou a prendre le sein ;
le fait de tout vomir ;

antécédents récents de convulsions ;
léthargie ou perte de connaissance ;

incapacité a se tenir assis ou debout.

Critéres d’arrét

Retrait du consentement par le parent ;

Evénements indésirables graves ;

Réponse thérapeutique non satisfaisante ;

Violation du protocole : il y a violation du protocole lorsqu’un participant
de I’étude est retiré de cette derniére a cause d’un événement qui ne
permet pas une interprétation continue et précise de la réponse au
traitement (prise d’antipaludiques autres que ceux utilisés dans le
protocole) ;

Patient perdu de vue ;

Déces.
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1.4. Taille de I’échantillon

La taille de I’échantillon a été calculée en utilisant les recommandations OMS
d’évaluation de I’efficacité thérapeutique des antipaludiques (WHO, 2003).

Il faut trois types d’informations pour déterminer la taille de 1’échantillon
convenable a savoir la proportion d’échecs cliniques anticipée dans la
population (P), le niveau de confiance (en général 95%) et la précision (d)
(généralement comprise entre 5 et 10%). Ainsi pour déterminer la taille de notre
¢chantillon nous avons estimé¢ que la proportion d’échecs cliniques probables
avec les CTA ¢étudiées ne sera pas superieure a 10% pour un intervalle de
confiance de 95% et une précision de 10%. En tenant compte de ces parametres
un minimum de 50 patients est requis dans chaque groupe de traitement par site.
En considérant un taux de perdu de vue de 10 %, I’échantillon a été ramené a 60

enfants par bras et par site.

I.5. Randomisation et traitement
Les patients inclus ont ét¢ randomisés dans I'un des groupes de traitement
notamment le groupe ASAQ et le groupe AL. La liste de randomisation générée
par un ordinateur a été réalisée par un statisticien indépendant.
Les médicaments ont été administrés selon le poids corporel en une prise pour
I’ASAQ et en deux prises pour AL avec une durée de traitement de trois jours
pour chacun.
L’ASAQ (ASAQ Winthrop®; Sanofi-Aventis, Paris, France) se presente sous
forme de combinaison fixe. Elle a été co-développée avec le DNDi et a été
approuvée et vendue en Afrique depuis 2007.
La dose administrée était de un comprimé 25 /67,5 mg par jour pendant trois
jours pour les enfants dont le poids corporel était compris entre 5-9 kg inclus.
Les enfants dont le poids était compris entre 9 et 18 kg et ceux dont le poids
¢tait supérieur a 18 kg recevaient un comprimé dosé a 50 /135 mg et 100 /270

mg respectivement par jour pendant trois jours.
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L’association AL se présente sous forme de comprimés dosés a 20/120 mg
(Artrine™; Lic Pharma, Abidjan Cote d’Ivoire) et administrée deux fois par jour
pendant trois jours.

Les enfants de poids corporel compris entre 5 et 15 kg recevaient un comprimé
par dose et ceux dont le poids variait entre 15 et 20 kg, deux comprimés par
dose. Le régime de 6 doses a été utilisé et reparti en deux prises par jour.

La premiére dose était administrée a 1’inclusion et la seconde dose huit heures
aprés et ensuite deux doses espacées de douze heures pour les deux jours
suivants. Du yaourt ¢était administré aux patients juste apres la prise des
médicaments. En cas de vomissements dans les 30 minutes suivant la prise du
médicament une dose complete était ré-administrée. Si les vomissements
persistaient le patient était exclu et pris en charge selon les directives du PNLP.

L’administration des doses a été faite par I’équipe de recherche.

1.6. Suivi clinique et parasitologique

Les patients retournaient au site d’étude les jours 1, 2, 3, 7, 14, 21 et 28 pour
I’administration du traitement, 1’évaluation clinique, la réalisation des gouttes
épaisses, des frottis sanguins et des confettis en cas d’échec thérapeutique. Ils
pouvaient également revenir au site de 1’étude a tout moment si le patient
présentait un signe quelconque. Au cours du suivi clinique les symptomes tels
que la fievre, les céphalées, les douleurs quelle que soit la localisation, I’ictére,
I’asthénie, I’anorexie, les vomissements, les nausées, la diarrhée, le prurit,
I’hépatomégalie et la splénomégalie étaient systématiquement recherchés.

L’évaluation parasitologique était basée sur la mise en évidence de formes

asexuées et de gamétocytes.
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1.7. Procédures de Laboratoires

[.7.1. Goutte épaisse et frottis sanguins

Les gouttes épaisses et les frottis sanguins ont été préparés avec du GIEMSA
dilué au 1/10°™ . La lecture s’est faite au miscroscope optique a I’objectif X100
avec de I’huile a immersion afin de déterminer la densité parasitaire et I’espece
plasmodiale. La densité parasitaire a été estimée en comptant le nombre de
parasites asexués pour 200 leucocytes sur la base de 8000 leucocytes/mm’
comme taux standard de leucocytes.

En cas de présence de gamétocytes, leur densité était estimée pour 1000
leucocytes. Une lame était considérée comme négative apres la lecture de 200
champs microscopiques. Toutes les lames on été lues par deux microscopistes
indépendants. En cas de discordance, une troisieme lecture était faite par un

troisiéme miscroscopiste.

1.7.2. Polymérase Chain Réaction (PCR)

L’ADN de P. falciparum a été extrait a partir des confettis selon la méthode au

Qiagen (voir chapitre I).
e PCR primaire:

Nous avons utilis¢ en premier lieu, la paire d’amorce msp-2 pour entamer la

premiere réaction d’amplification (TableauxXVIII, XIX, XX).
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Tableau XVIII: Concentrations des réactifs et volumes réactionnels de la

PCR-I
msp-2

Réactifs Concentration V/tube (ul)
H,O0 stérile pure 7,3
Tampon 5X 5
MgCl, 25mM 1,5
dNTP 5mM 1
Amorce directe 10uM 7,5
Amorce reverse 10uM 2,5
Taq polymérase 5U/uL 0,2
Volume Mix (pul) 20
ADN matricel (pl) 5
Volume réactionnel total (ul) 25

Tableau XIX : Amorces pour la PCR-I

Gene Amorce | Séquence
5 M2-OF | ATGAAGGTAATTAAAACATTGTCTATTATA
msp-
M2-OR | CTTTGTTACCATCGGTACATTCTT
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Tableau XX : Programme d’amplification MSP-2

Nombre de répétition |Durée |Température (°C) |Etape

1X 5min |94 Dénaturation initiale
15s 94
Nombre de cycles
31X 1min30 |58
PCR
2min |70
1X 10min |72 Elongation finale
Hold o0 4

e PCR secondaire ou Nested-PCR ou PCR-II:
Les deux autres paires d’amorces spécifiques aux familles FC27 et 3D7 ont été

utilisées pour la PCR secondaire a partir du produit de la prémiére PCR

(Tableaux XXI, XXII, XXIII).
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Tableau XXI : Concentrations des réactifs et volumes réactionnels de la

PCR-II
FC27 & 3D7
Réactifs Concentration V/tube (ul)
H,O stérile pure 10,3
Tampon 5X 2,5x2
MgCl, 25mM 1,5
dNTP 5mM 1
Amorce directe 10uM 2,5
Amorce reverse 10uM 2,5
Taq polymérase 5U0/ul 0,2
Volume Mix (pul) 23
ADN matriciel (pul) 2
Volume réactionnel total (ul) 25

Tableau XXII : Amorces pour la PCR II

Géne| Familles |Amorces |Séquences
M2-FC27F | AATACTAAGAGTGTAGGTGCARATGCTCCA
ret M2-FC27R | TTTTATTTGGTGCATTGCCAGAACTTGAAC
M2-3D7F |AGAAGTATGGCAGAAAGTAAKCCTYCTACT
D7 M2-3D7R |GATTGTAATTCGGGGGATTCAGTTTGTTCG
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Tableau XXIII : Programme d’amplification pour les familles FC27/3D7 de
MSP-2

Nombre de répétition | Durée | Température (°C) | Etape

1X Smin |94 Dénaturation initiale
15s 94
Nombre de cycles
31X Imin30|57
PCR
2min |70
1X 10min |72 Elongation finale
Hold 4

e Migration:
La présence ou I’absence de produits PCR a été confirmée par la révélation des
bandes apres la migration é€lectrophorétique. Le gel a 1% ayant servi a cette
migration, a été préparé dans 100 ml de TBE (100 mM de Tris, 100 mM de
borate, 5 mM d’EDTA) avec 1 g de poudre d’agarose pure. Au gel obtenu apres
¢bullition et homogénéisation, a ¢été ajout¢é du Bromure d’Ethidium
(concentration cible = 6 ul dans 100 ml de gel). Pour la migration proprement
dite, 10 pl de produit final PCR combiné au préalable a du tampon de charge
(5ul) ont été déposés dans un puits (un puits par échantillon). Par ailleurs, 5Sul
d’un marqueur de poids moléculaire SmartLadder 1kb (Eurogentec) a été
déposé isolément dans un autre puits. Les bandes de I’électrophorése ont été
révélées dans la lumiére UV aprés 20 mn de migration a 100V (lampe a vapeur
de mercure A = 312nm). Le gel sorti de la cuve de migration a été placé sur la
plaque du trans-luminateur. Les produits PCR ont ét€ décelés grace au marquage

au BET qui s’intercale entre les bases de la molécule d’ADN bicatenaire, créant
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ainsi une fluorescence de couleur orangée en présence de rayonnement UV.
Cette fluorescence est beaucoup plus prononcée dans les zones dans lesquelles

est situé le fragment d’ADN recherché.

o Interprétation des données :
La comparaison des profils génétiques (bandes obtenues a 1’¢lectrophorese)
entre JO et le jour d’échec permet de distinguer les recrudescences des
réinfestations (nouvelles infestations). Une nouvelle infestation est définie
comme une infestation due a des parasites dont tous les alleles sont différents de
ceux des parasites de 1’infestation initiale c'est-a-dire a JO pour un seul locus ou
plusieurs loci testés. Pour la recrudescence au moins un alléle a chaque locus

devrait étre identique chez les deux types souches (MMV/WHO, 2007).

1.8. Analyse statistique des données
L’analyse a été faite en ITT et en PP.
La comparabilité des deux groupes a été effectuée par le test de Student pour les
variables continues et par le test du Chi® pour les variables discrétes avec
correction de Yates en cas d’effectif inférieur a 5. Si les conditions d’application
ne sont pas respectées, les comparaisons sont effectuées par le test non

paramétrique de Mann-Whitney ou par le test de Fisher.

1.9. Considérations éthiques et réglementaires
La présente étude a ét¢ conduite selon la Déclaration d’Helsinki et les
dispositions légales et réglementaires de notre pays en la matiére. Le protocole
a ¢été soumis et approuve par la Comité National d’Ethique et de la Recherche de
Cote d’Ivoire. Un consentement €clairé a été requis des parents ou des tuteurs
légaux des enfants. Le formulaire de consentement éclairé devrait étre signé par
ces derniers avant toute inclusion de ’enfant. Si les parents ou les tuteurs étaient

incapables de lire ou de signer, un témoin était exigé afin d’expliquer dans la
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langue appropri¢e les procédures et exigences de I’étude. Dans ce cas
I’empreinte digitale du parent ou tuteur était apposée sur le formulaire de

consentement éclairé ainsi que la signature du témoin.

I.10. Criteres de jugement de la réponse thérapeutique (Annexe 2)
La réponse thérapeutique a été classée en RCPA, ETP, ECT et EPT.
Le premier critére de jugement était le taux de guérison a J28 défini comme la
proportion de patients ayant présenté une RCPA a J28 apres correction PCR.
Les clairances thermique, parasitaire et gamétocytaire ainsi que la tolérance au
médicament étaient considérées comme les critéres secondaires de jugement.

Tous les effets secondaires ont été recherchés passivement et activement.
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II. RESULTATS

624 enfants enquétés

GE négative : 344
Parasitémie faible : 4

A\ 4

Autres espéces : 25

251 enfants randomisés

A 4

A 4

Artesunate-amodiaquine
n=128

Artemether-lumefantrine
n=123

PDV:3

Violation protocole: 2

A

A 4

| PDV:2
| Violation protocole: 2

\ 4

Patients suivis a J28
(n=123)

Patients suivis a J28
(n=119)

Figure 22: Profil de I’essai clinique

Au total 123 (ASAQ) et 119 (AL) patients ont été suivis régulierement jusqu’a J28.
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Tableau XXIV : Caractéristiques des patients a 1’inclusion

ASAQ (n=128) AL (n=123)
Age moyen (mois) 31, 24+1,34 (6-59) 34,41+ 1,52 (7-59)
Sexe (M/F) 68 (60) 65 (58)
Poids moyen (kg) 12,06 £ 0,27 (5,4 -19) 12,49+ 0,31 (6,5 - 20)
T° moyenne (°C) 38,61+ 0,09 (36 - 41) 38,12 + 0,08 (36,4- 40,7)
DP moyenne 30 487+ 3129 (2000-171152) 249014 2898 (2000 - 127040)

ASAQ= Artésunate-amodiaquine; AL= Artéméther-luméfantrine, DP= Densité Parasitaire
Age (p= 0, 18 Chi-square) Sexe (p= 1, Chi-square); Poids moyen (p= 0,43 Student t test);
Température moyenne (p= 0,0005 Student t test); DP moyenne (p= 0,22 Student t test)

Les deux groupes d’étude étaient comparables a 1’inclusion selon 1’age, le poids, le sexe, la

température et la densité parasitaire.
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Figure 23 : Proportion des patients avec une fievre au cours du suivi

Au jour 2 la proportion des patients apyrétiques était de 77,2% (95/123) et 73,9% (88/119)
respectivement dans les groupes ASAQ et AL. Au jour 3 cette proportion était de 82,1%
(101/123) et 81,5% (97/119) dans les groupes ASAQ et AL respectivement. La différence

n’était pas statistiquement significative dans les deux groups (p>0,05).
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Figure 24: Proportion des patients avec des plasmodies au cours du suivi
Les deux traitements ont présenté une rapide clairance parasitaire avec une différence
statistiquement non significative. Cependant la parasitémie a persisté chez un patient dans le

groupe AL jusqu’a J3.
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Figure 25 : Proportion des patients avec des gamétocytes de P.falciparum au

cours du suivi

A Tinclusion 3 et 5 patients ont présenté des gamétocytes dans les groupes ASAQ et AL

respectivement. A J3, 3 et 2 patients pressentaient resppectivement des gamétocytes dans

chaque groupe. Aucun patient n’a présenté de gamétocytes entre les jours 7 et 28.
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Tableau XXV : Réponse thérapeutique de I’artésunate-amodiaquine et de

I’artéméther-lumefantrine a J28

Analyse en Intention de Traiter (ITT) D

ASAQ AL
Patients enrolés 128 123
Patients vus a J28 123/128 (96, 1%) 119/123 (96,8%) 1
PDYV, Violation protocole 5/128 (3, 91) 4/123 (3, 3%) 1
ET a J28 7/128 (5, 5%) 8/123 (6, 5%) 0,73
RCPA a J28 121/128 (94, 5) 115/123 (93,50) 0,73
ET a J28 aprés correction PCR 5/128 (3, 9%) 4/123 (3,3%) 1
RCPA a J28 aprés correction | 123/128 (96, 1%) 119/123 (96, 8%) 1
PCR

Analyse en per-protocole (PP)

ASAQ AL
Patients vus a J28 121 119
ET a J28 2/123 (1, 6%) 4/119 (3, 4%) 0,44
RCPA a J28 121/123 (98, 4%) 115/119 (96, 6%) 0,44

ET a J28 aprés correction PCR

RCPA a J28 aprés correction
PCR

0/123 (0%)

123/123 (100%)

0/119 (0%)

119/119 (100%)

La proportion de RCPA était de 94,5% (121 de 128) et 93,5% (115 de 123) dans les groupes
ASAQ et AL en ITT avant correction PCR. Aprés correction PCR elle était de 98,4% (ASAQ)

et 96,6% (AL).

L’analyse en PP a montré une RCPA de 98,4% et 96, 6% dans les groupes ASAQ et AL

respectivement avant correction PCR. Apres correction PCR le taux de RCPA était de 100%

dans chaque groupe.
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Tableau XXVI: Reponse thérapeutique a J28 selon le site d’étude en analyse PP

Type de ASAQ P AL p
reponse

Ayamé Dabakala Ayamé Dabakala
RCPA 96,72 (59/61) | 100% (62/62) | 0,24 | 98,33 (59/60) | 94,92 (56/59) | 0,36
ETP 0 0 _ 0 0 -
ECT 0 0 _ 0 0 -
EPT 3,28 (2/61) 0 1 1,67 (1/60) 5,08 (3/59) 0,36

L’ASAQ semble étre plus efficace a Dabakala qu’Ayamé. Par contre I’AL semble plus

efficace a Dabakala qu’ Ayamé. Cette différence n’est pas statistiquement significative.
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Figure 26 : Electrophoregramme des familles alléliques 3D7 et FC27

NB : Les chiffres impairs correspondent aux jours d’inclusion et les chiffres pairs aux jours

d’échec.
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Tableau XVII : Répartition des effets secondaires dans les deux groupes

Effets secondaire | ASAQ (n= 128) AL (n=123) p
Effectif % Effectif %

Asthénie 18 14,1 6 4,9 0,01
Anorexie 5 3.9 2 33 0,45
Hypersialorrhée 12 9.4 7 5,7 0,27
Vomissements 8 6,3 4 3,3 0,38
Diarrhée 6 4,7 3 2,4 0,50
Douleurs 10 7.8 4 3,3 0,17
abdominales

Nauseé 15 11,7 10 8,1 0,34

Les effets secondaires d’origine gastro-intestinale ont été les plus fréquemment observés dans

les deux groupes avec une incidence élevée dans le groupe ASAQ.
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I11. DISCUSSION

L’efficacité¢ des dérivés de Dl’artémisinine est bien établie et les CTA sont
recommandées dans le traitement du paludisme simple a P. falciparum dans tous
les pays d’endémie palustre (White, 2008 ; WHO, 2010).

Des inquiétudes sur I’efficacité de ces CTA sont apparues avec ’apparition de la
résistance aux dérivés de I’artémisinine a la frontiére thailando-cambodgienne
(Noedl et al., 2008 ; WHO 2010 ; Bethell et al., 2011).

En Cote d’Ivoire de nombreuses CTA sont enregistrées et vendues et largement
disponibles dans le marché paralléle.

La résistance de P. falciparum a ’amodiaquine est bien ¢€tablie dans la plupart
des pays africains (Tinto ez al., 2008 ; Tekete et al., 2009 ; Yavo et al., 2010).
Ainsi on pourrait avoir des inqui¢tudes concernant 1’éfficacité de ces CTA en
particulier I’ASAQ. C’est pour cette raison que nous avons comparé 1’efficacité
et la tolérance de ’ASAQ et I’AL dans le traitement du paludisme simple a

P. falciparum chez les enfants de moins de cinq ans dans deux districts
sanitaires de notre pays. Dans notre étude I’ASAQ administrée en une prise
pendant 3 jours est aussi efficace que I’AL administrée en deux prises par jour
pendant trois jours. Les résultats ont montré un taux élevé de RCPA dans chaque
groupe de traitement aprés un suivi de 28 jours. Ces résultats sont en accord
avec ceux rapportés dans plusieurs pays en Afrique Sub-Saharienne (Adjei et
al., 2008 ; Ndiaye et al., 2009 ; Gbotosho et al., 2011) démontrant une bonne
efficacité de ces deux CTA a court terme (28 jours de suivi). Nos résultats
confirment ceux des études conduites chez les enfants Ghanéens montrant un
taux d’échec clinique et parasitologique plus faible dans le groupe ASAQ que
dans le groupe AL (Koram et al., 2005 ; Kobe et al., 2008 ; Owusu-Agyei et al.,
2008).

Ces résultats sont contraires a ceux provenant d’Afrique de I’Est et d’Afrique
Centrale qui ont démontré une efficacité plus élevée de 1I’AL comparée a celle

de ’ASAQ surtout dans la prévention des ré-infestations (Dorsey et al., 2007 ;
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Kabanywany et al., 2007). La différence d’efficacité de I’ASAQ entre I’ Afrique
de l'ouest et I’Afrique de l’est et Centrale pourrait s’expliquer par une
prévalence plus €levée des souches amodiaquinorésistantes en Afrique de I’Est
et Centrale.

Dans notre étude les deux traitements ont montré des clairances thermique,
parasitaire et gamétocytaire équivalentes. Comme déja rapporté les deux CTA
ont montré une rapide clairance parasitaire dans notre étude. Le retard de
clairance parasitaire (>2jours) est survenu chez un seul patient dans le groupe
AL. Ce retard de clairance pourrait suggérer une baisse de sensibilité¢ de I’AL
(Carrara et al., 2009). Nos résultats ont donc démontré une bonne sensibilité in
vivo de ’ASAQ et de I’ AL dans nos sites d’étude sur une période de 28 jours de
SuiVvi.

Le temps de suivi sur 28 jours de nos patients constitue cependant une limite a
cette étude. En effet la période de suivi de 28 jours pourrait sous estimer le taux
d’échec thérapeutique dans les deux groupes de traitement. Seuls les essais
cliniques sur une période de plusieurs mois sont appropriés pour comparer les
bénéfices et les risques des différents antipaludiques en particulier dans les
régions a transmission élévée (Laufer et al., 2007).

Des études ont montré que la période de suivi de 28 jours sous estimait le taux
d’échec thérapeutique de 20% pour les médicaments comme la luméfantrine et
la SP dont la demi-vie d’¢élimination est de 3-6 jours et de 40% pour les
médicaments a demi-vie longue (1-3 semaines) comme la désethylamodiaquine,
le métabolite actif de ’amodiaquine (Krishna & White, 1996 ; Bloland, 2001 ;
Stepniewska et al., 2004).

En cas de suivi plus long, le taux d’échec thérapeutique pourrait donc étre élevé.
Un essai clinique conduit au Ghana, comparant I’efficacité de ’ASAQ et de
I’AL sur une période d’un an a montré un taux de RCPA apres correction PCR
de 95,3% and 94,2% respectivement (Badoe ef al., 2008). Cette é¢tude n’a pas

montré de différence significative dans la survenue des ré-infestations ou des
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effets secondaires entre les deux groupes de traitement. Cependant les longues
périodes de suivi rendent de plus en plus difficile la différenciation entre
ré-infestations et recrudescences.

Les effets secondaires fréquemment rencontrés dans notre étude sont d’origine
gastro-intestinale notamment la nausée, les vomissements et la diarrhée avec une
incidence plus ¢levée dans le groupe ASAQ. L’asthénie était également plus
observée dans ce groupe. Ces différents signes sont également retrouvés chez les
patients presentant un accés palustre. Il est donc difficile d’établir une relation
entre ces signes et les médicaments. Dans 1’ensemble les médicaments ont été
bien tolérés. En effet aucun patient n’a été¢ exclu de I’étude pour un effet
secondaire récurrent. De plus aucun effet secondaire grave n’a été signalé au
cours de notre étude. Nos résultats sont en accord avec des études antérieures
portant sur la tolérance de ces deux CTA (Brasseur et al., 2007 ; Faye et al.,
2010 ; Adjei et al., 2008 ; Ndiaye et al., 2009 ; Gbotosho et al., 2011).

Une autre limite de cette étude est I’dge des patients qui rend difficile
I’évaluation des effets secondaires en général mais surtout celle des signes
neurologiques tels que les vertiges. En effet les vertiges ont été décrits avec
I’utilisation de I’amodiaquine.

Au total, les deux associations ASAQ et AL ont démontré une bonne efficacité
clinique et parasisologique et ont été bien tolérées par les patients dans nos deux
sites d’étude. Apres plus de 5 ans d’utilisation dans notre pays et malgré une
relative baisse de sensibilité in vitro a 1’amodiaquine, 1’émergence de la
résistance a la fronticre thailando-cambodgienne, la persistance des
monothérapies et les CTA sous dosées dans le marché parallele, aucune
émergence de la résistance de P.falciparum a ces médicaments n’a été observée
dans nos deux sites d’étude. Cependant un retard de clairance parasitaire a été
observé chez I’un de nos patients dans le groupe AL. Ce qui pourrait suggerer
une baisse de sensibilté de I’AL. Les deux CTA peuvent toujours Etre

recommandées par le PNLP dans le traitement du paludisme simple a
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P. falciparum dans tout le pays.

Le PNLP pourrait donc mettre a échelle (ensemble des districts et tous les ages)
les interventions de prise en charge par ces deux CTA. Le déploiement de ces
CTA demeure actuellement un challenge majeur pour le PNLP.

Les résultats de cette étude permettront également de mettre en route des essais
cliniques sur I’efficacité des dérivés de I’artémisinine en TPI en remplacement
¢ventuel de la SP. L’évaluation de I’éfficacité thérapeutique et de la tolérance,
les tests in vitro et 1’étude des marqueurs moléculaires de résistance sont
essentiels pour adapter les politiques de prise en charge du paludisme.
L’émergence et la propagation rapide de la résistance de P. falciparum aux
antipaludiques tels que la CQ et la SP nous recommandent de maintenir
I’évaluation des CTA de fagcon réguliere a travers tout le pays. Pour prévenir la
menace de la résistance aux dérivés de I’artémisinine, des actions urgentes
doivent étre menés telles que définies par le GPARC.

Les recommandations du GPARC portent notamment sur une évaluation
continue et réguliére des CTA, un accés au diagnostic et aux traitements par les
CTA répondant aux normes GMP et un investissement dans la recherche sur les
marqueurs de résistance aux dérivés de [Dartémisinine. Toutes ces
recommandations devront étre soutenues par une mobilisation des ressources et

des actions motivées.
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Conclusion

La totalité des pays d’endémie palustre ont adopté sous I’'impulsion de I’OMS
les CTA dans le traitement du paludisme simple a P. falciparum depuis plus de
cing ans. L’apparition récente de la résistance aux dérivés de I’artémisinine a la
frontiere thailando-cambodgienne demeure une préoccupation majeure pour nos
pays. La présente étude avait pour but d’évaluer I’efficacité des traitements de
premiére et de seconde intention dans le traitement du paludisme simple a

P. falciparum chez les enfants de moins de cinq ans a Ayamé et Dabakala. Le
protocole OMS de 28 jours a été utilisé. Cette étude a démontré que les deux
CTA demeurent efficaces et bien tolérées chez les enfants de moins de cinq ans
et qu’aucune émergence de la résistance aux dérivés de ’artémisinine n’a été
détectée dans les deux sites d’étude. Par conséquent, le PNLP pourrait continuer
a recommander ces deux CTA. Mais il demeure impératif que le PNLP avec
I’appui des structures de recherche puisse suivre de facon réguliere et continue
I’efficacit¢ de ces CTA a travers tout le pays a la recherche d’une éventuelle

apparition de la résistance aux dérivés de 1’artémisinine.
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Le paludisme malgré les efforts consentis afin de le controler, demeure un grave
probléme de santé publique. En zone d’endémie palustre, les femmes enceintes
constituent avec les enfants de moins de cinq ans, les deux populations a risque.
Les conséquences du paludisme gestationnel sont désastreuses non seulement
pour la femme enceinte mais également pour I’enfant a naitre.

Depuis plus de cing ans, la presque totalit¢ des pays d’endémie palustre ont
adopté le TPI avec la SP comme 1’une des stratégies essentielles de prévention
du paludisme chez la femme enceinte. Cette stratégie a montré son efficacité
dans la prévention des effets morbides du paludisme chez la femme enceinte.
Mais I’augmentation de la résistance de P. falciparum a la SP dans les régions a
paludisme stable rend hypothétique 1’utilisation continue de la SP en TPI chez la
femme enceinte.

Le but de ce travail était de vérifier si la stratégie par la SP lors du TPI est
effective, efficace, et peut encore étre maintenue en Cote d’Ivoire pendant
quelques années.

La prémicre partie de ce travail a porté sur I’analyse moléculaire par
séquencage automatique des genes pfdhfr, pfdhps et pfcrt a Anonkoua-kouté,
Bonoua et Samo.

A Anonnkoua-kouté¢ 34,6%, 51,1% et 14,3% des isolats portaient
respectivement des alleles sauvages, mutants purs et mixtes du géne pfdhfr.

Le triple mutant a été€ observé chez 46,6% des isolats.

Des simples mutants ou doubles mutants aux codons 51 et 59 ont été mis en
¢vidence dans notre étude. Les simples mutants [-51 et R-59 étaient retrouvés
respectivement chez 3,7% et 2,3% des isolats tandis que le double mutant I-
51/R-59 ¢était porté par 2,3% des isolats. A Bonoua et Samo, la mutation clé
pure pfdhfr N-108 associée aux mutations R-59 (41,9% a Samo et 50% a
Bonoua) et [-51 (19,4% a Samo et 32,6% a Bonoua) était présente chez 45,2% et

52,2% des isolats respectivement.
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L’analyse du géne pfdhps a Anonkoua-kouté a montré que la prévalence des
isolats dhps mutants était la plus élevée avec 70,20%, suivie de celle des isolats
dhps mixtes (25 %) et enfin les isolats dhps sauvages (4,80%).

A Samo et Bonoua la prévalence de la mutation dhps G-437 était tres élevée
avec 80% et 100% respectivement. Ces resultats démontrent le niveau elévé de
la résistance de P.falciparum a la SP dans nos trois sites d’étude. Ce niveau de
résistance pourrait s’expliquer principalement par la pression médicamenteuse
exercgée sur le parasite.

A Anonkoua-kouté, Bonoua et Samo, le triple mutant pur pfcrt 1-74/E-75/T-76
¢tait porté respectivement par 81,8%, 100% et 86,4% des isolats démontrant le
le niveau élevé de résistance a la chloroquine dans ces zones. La chloroquine,
malgré son retrait en 2003 a continué a toujours étre utilisée dans nos zones
d’étude.

La deuxiéme partie du travail a porté sur I’efficacité de la SP en TPI chez les
femmes enceintes & Anonkoua-kouté et Samo ou le niveau de resistance a ce
médicament est eléve.

Au total 420 participantes ont été incluses dans 1’étude dont 208 et 212
respectivement dans le groupe TPI non controlé et TPI contrdlé.

La prévalence du petit poids de naissance, critére principal de jugement, était
plus ¢élevée dans le groupe TPI non controlé mais cette différence n’était pas
statistiquement significative. Aucune différence significative n’a été observée
dans les deux groupes au regard de 1’anémie maternelle quelle que soit sa
gravité, de I’infection palustre placentaire, du paludisme en cours de grossesse
et a la délivrance, de la prématurité, de I’avortement spontané et des morts nés.
Ces résultats montrent que le TPI avec la SP demeure efficace & Anonkoua-

kouté et a Samo malgré la forte résistance de P. falciparum.
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Mais cette efficacité est relative étant donné I’utilisation concomitante de la MII
et des dérivés de ’artémisinine dans les sites d’étude.

La derniere partie du travail s’est interessée a l’efficacité des CTA dans le
traitement du paludisme simple a P.falciparum chez les enfants de moins de 5
ans. En effet, les dérivés de I’artémisinine pourraient étre une alternative a la SP.
Nos travaux ont montré qu’apres plus de dix ans d’utilisation dans notre pays,
les dérivés de I’artemisinine en association demeurent encore efficaces.
Cependant le retard de clairance parasitaire observé dans le bras AL chez un
participant pourrait suggerer une baisse de sensibilité de ’AL faisant craindre

une emergence probable de la resistance aux derivés de I’artemisinine.

Ce travail a permis de générer d’importantes données cliniques et biologiques
comparables a d’autres zones géographiques. Ces informations sont essentielles
a la fois aux différentes unités de recherche qui travaillent en amont, mais aussi
aux équipes d’intervention qui travaillent en aval, afin de suivre, contrdler et
guider au mieux la lutte contre le paludisme, en particulier chez la femme

enceinte.

PERSPECTIVES
Malgre I’efficacité du TPI en zones de forte resistance de P. falciparum a la SP
de nouvelles stratégies doivent a present €tre envisagées.
Le retard de clairance parasitaire observé chez I’un de nos patients suggere une
baisse de sensibilité de I’AL.
Il est donc necessaire et urgent au regard des données de notre étude de mener
des études futures portant sur:

1. Defficacit¢ des CTA dans le traitement du paludisme simple a P.

falciparum et en TPI chez la femme enceinte en Cote d’Ivoire.

2. I’'identififcation d’un marqueur de résistance aux dérivés de 1’artémisinine
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3. I’étude de la correlation entre simples et doubles mutants aux codons 51
et 59 du gene pfdhfr et phenotype « échec thérapeutique ».

4. le polymorphisme génétique des genes mspl, msp2 et Glurp chez les
souches plasmodiales parasitant le placenta ; le sang veineux des mémes
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Figure : Plan de plaque (‘Plate ID’ : Etiquette de la plaque).




ANNEXE 2 : Classification de la réponse thérapeutique

* Echec thérapeutique précoce (ETP)

— Apparition de signes de danger ou d’un paludisme grave aux jours 1, 2 ou 3,
en présence d’une parasitémie

— Parasitémie au jour 2 supérieure a celle du jour 0, quelle que soit la
température axillaire

— Parasitémie au jour 3 avec température axillaire > 37,5 °C

— Parasitémie au jour 3 > 25% a celle du jour 0

* Echec clinique tardif (ECT)

— Apparition de signes de danger ou d’un paludisme grave apres le jour 3 en
présence d’une parasitémie, sans qu’aucun critére d’Echec thérapeutique
précoce n’ait été satisfait auparavant

— Présence d’une parasitémie et d’une température axillaire > 37,5 °C entre le
jour 4 et le jour 28, sans qu’aucun critére d’Echec thérapeutique précoce n’ait
¢été satisfait auparavant

* Echec parasitologique tardif (EPT)

— Présence d’une parasitémie au jour 28 et température axillaire < 37.5 °C, sans
qu’aucun critére d’Echec thérapeutique précoce ou d’Echec clinique tardif n’ait
¢été satisfait auparavant

* Réponse clinique et parasitologique adéquate (RCPA)

— Absence de parasitémie au jour 28 quelle que soit la température axillaire,
sans qu’aucun critére d’Echec thérapeutique précoce, d’Echec clinique tardif ou

d’Echec parasitologique tardif n’ait été satisfait auparavant
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Introduction: In recent years, intermittent preventive treatment for pregnancy (IPTp) with
sulfadoxine-pyrimethamine (SP) has become policy in much of sub-Saharan Africa. But resis-
tance to SP has been spreading across sub-Saharan Africa and thus the effectiveness of IPTp-SP
has been questioned. The present study therefore sought to assess the incidence of placental
malaria, low birth weight, and anemia of two IPTp-SP approaches (directly observed treatment
scheme versus no directly observed treatment) in Anonkoua-Kouté and Samo, Céte d’Ivoire
where the reported prevalence of dfi single mutant 108 was 62% and 52.2%, respectively.
Methods: The study was a longitudinal design involving pregnant women and was conducted
in Anonkoua-Kouté, a suburban area, and Samo, a rural area, from January 2008 through
March 2009. Women of a pregnancy less than 28 weeks duration were randomized to receive
SP (1.5 g/0.075 g SP) in a single intake twice and were followed up monthly until delivery.
Doses were administered under supervision in the controlled IPTp group, while SP was given
free to women in the uncontrolled IPTp group with a recommendation to take it at home. The
primary end point was the proportion of low birth weight infants (body weight < 2500 g) and the
secondary end point was the rate of severe anemia and placental malaria detected at delivery.
Results: A total of 420 pregnant women were enrolled (212 and 208, respectively, in the con-
trolled and uncontrolled groups). Delivery outcome was available for 378 women. In the modi-
fied intention-to-treat analysis, low birth weight infants were born from 15.5% of women of the
uncontrolled IPTp group and from 11.9% of women in the controlled IPTp group (P = 0.31).
The per-protocol population analysis showed consistent results. The proportion of women with
placental malaria infection, moderate anemia (hemoglobin < 11 g/dL), and severe anemia
(hemoglobin < 8 g/dL) at delivery were similar between the two groups (P > 0.05).
Conclusion: The study showed that the two approaches were equivalent, suggesting that unsu-
pervised IPTp-SP free of charge should be used in areas where implementation of the directly
observed treatment scheme suffers from many constraints.

Keywords: IPTp, SP efficacy, DOT scheme, resistance, Cote d’Ivoire

Introduction

In sub-Saharan Africa, approximately 25 million pregnant women are at risk of
Plasmodium falciparum infection every year. In recent years, intermittent preventive
treatment for pregnancy (IPTp) with sulfadoxine-pyrimethamine (SP) has become
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policy in much of sub-Saharan Africa.! IPTp consists of
administration of a curative dose of an efficacious anti-
malarial drug at least twice during the second and third
trimesters of pregnancy during routinely scheduled ante-
natal clinic visits irrespective of the presence of signs for
a malaria infection.? Currently, IPTp-SP has been rated as
having the most favorable cost—benefit profile because of its
relatively low cost, high compliance, and efficacy in reducing
maternal anemia and low birth weight (LBW).>* However,
implementation of IPTp in most settings is limited by social,
cultural, economic and operational challenges despite good
coverage of antenatal services.® In addition, a controversy
has raised questions as to whether this was the most appro-
priate approach for malaria prevention in African pregnant
women given the reported increase in parasite resistance
to SP in some areas.*’? Recent studies have shown high
prevalence of dhfr and dhps resistant mutant parasites in
the authors’ study sites (unpublished data).!®!! The current
national treatment guidelines and policy for malaria in Cote
d’Ivoire adopted the World Health Organization’s recommen-
dation for malaria prevention and control during pregnancy.
This means the implementation of an intervention package
into the antenatal care (ANC) services including the use of
insecticide-treated nets (ITNs) and IPTp as well as effective
case management of malaria infection in pregnant women
and anemia.! Thus, since 2005, the National Malaria Control
Program recommends SP as the first-line agent for IPTp and
quinine for treatment of clinical malaria in all trimesters.
Since this adoption, few studies have investigated the effi-
cacy of IPTp-SP* Compliance with the recommendation
that the IPTp drug should be given under supervision in the
clinic was very low.'*"3 Studies related to IPTp use during
pregnancy in Cote d’Ivoire are limited and few were found
to have looked into compliance especially with the directly
observed treatment (DOT) scheme. In a study conducted in
2006 in four maternities, placental parasitemia was identified
in 29.26% of delivering women who received two or more
doses of SP. This ineffectiveness of IPTp could be related
to the inefficacy of SP as the IPTp drug or participants did
not take SP as the intake was not supervised in most par-
ticipants. These findings were confirmed by Vanga-Bosson
etal.'” The low use of IPTp-DOT scheme and poor adherence
in previous studies may be a proxy to the practice of IPTp
in the whole country.

The objective of this study was to assess the incidence of
placental malaria, LBW, and maternal anemia of two IPTp-SP
approaches (controlled or DOT scheme versus uncontrolled
IPTp-SP or no DOT). Results obtained from this study will

allow for implementation of effective and knowledge-based
intervention against this major cause of maternal and child
morbidity and mortality in sub-Saharan Africa.

Methods

Study sites

The trial was conducted from January 2008 through March
2009 in Anonkoua-Kouté and Samo. Anonkoua-Kouté is
a suburban area of Abidjan while Samo is a village near
Bonoua and located 50 km north of Abidjan. In the study
sites, perennial malaria transmission with seasonal peaks is
mostly attributable to P, falciparum.

Ethical clearance

The study was approved by the National Ethics Committee
of Life and Health Sciences of Cdte d’Ivoire. All study
participants were informed in their local language about the
study objectives and procedures. For each study participant,
written informed consent was obtained and the participant
was free to withdraw consent at any time of the study without
influencing their access to health services.

Enrollment

An identification number was given to each potentially
eligible woman who attended the antenatal clinic and a first
questionnaire was completed to assess eligibility.

Eligibility criteria were: at least 15 years old, living in the
study area or the surrounding regions for at least 6 months,
availability for follow-up during the pregnancy and willing-
ness to deliver at the study site, a pregnancy of less than
28 weeks duration, willingness to come back for a planned
visit and be visited by a field worker during pregnancy, and
willingness to comply with study procedures.

Women who reported living 10 km from the site, who
were severely ill (had medical conditions requiring hospital
admission), or who reported prior adverse drug reaction
to sulfa-containing medications or any other antimalarial
medication were excluded.

For each study participant, a Case Report Form at inclu-
sion was completed, which provided information on age,
district of residence, sociodemographic characteristics,
education, previous and current obstetric history, previous
illness, treatment during the current pregnancy, and measures
for malaria prevention. Gestational age was estimated using
the date of the last menstrual period and/or by measurement
of uterine fundal height. Obstetrical ultrasound was also used
to determine the gestational age. Venous blood samples were
collected for determination of the hemoglobin (Hb) level,
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and thick and thin blood smears were performed to detect
malaria. Human immunodeficiency virus (HIV) screening
was routinely undertaken in the study area after informed
consent. Women who were known to be HIV infected before
enrollment were also recruited.

Randomization and treatment

Study participants were randomly assigned to one of the two
treatment groups using a computer generated random list. The
study pharmacist, who did not take part in any other activi-
ties in the study, prepared an individual randomization code
envelope from the randomization list. The sealed envelopes
were sequentially numbered. When an eligible woman joined
the study, the envelope with the lowest available number
was opened, revealing the assignment of the participant to
the appropriate treatment group.

In the controlled IPTp group, all women received DOT
while in the uncontrolled IPTp group the treatment admin-
istration was not supervised (no DOT). Each woman in the
no DOT group was given medication for self administration
at home. Efforts were made in this group to sensitize each
participant regarding the importance in taking the drugs to
avoid the consequences of malaria for herself and her baby.
The empty sachets were verified by a field worker as evidence
of taking the drug 72 hours after.

In the two groups, the IPTp regimen consisted of a
single curative dose of 1.5 g/0.075 g SP at each of the ANC
visits (ANC1 and ANC2). Doses were given twice from the
second trimester, at least 1 month apart. Regardless of their
gestational age, all women at recruitment received a long
lasting ITN (LLITN).

Follow-up
Enrolled pregnant women were followed up to delivery. At
enrollment and subsequent visits, the study midwife collected
the study data using a standardized questionnaire.

A physical examination was performed to measure
axillary temperature, blood pressure, weight, and uterine
height.

ANC visits

At each ANC visit, information on previous illnesses and
treatments were collected and fundal height and axillary
temperature were measured. The number of tablets of SP-
DOT and other medicines handed to mothers were recorded.
A blood sample was obtained by fingerprick for thick and
thin blood films. Similar information was collected at
unscheduled visits.

Delivery

During labor, venous blood samples were collected for
determination of Hb concentration and malaria diagnosis.
Immediately after delivery, babies were weighed using
a hanging weighing scale (Model 180; Salter Brecknell,
West Midlands, United Kingdom). Data regarding newborn
characteristics (vital status at birth, birth weight, sex, and the
presence of twins or malformation) were collected. Blood
smears were made with blood collected from the maternal
side of the delivered placenta and the umbilical vein cord.
In addition, pieces of placental tissues were used to prepare
impression smears after swabbing it on blotting paper.
If women delivered outside and attended the study site
immediately, Hb level, sex, Apgar index, and birth weight
were assessed.

Sample size calculation

An absolute difference of 15% in the prevalence of placental
malaria between the uncontrolled and controlled groups was
considered to be of interest. It has been reported that about
29% of placental malaria occurs in the study sites;'* and the
sample size calculation for a 5% type I error and a 10% type
II error yielded 169 subjects in each group. For practical
reasons, it was finally decided to include 400 participants
(200 in each group).

Laboratory procedures

All participants received routine prenatal tests which included
blood group and antibody screening, rubella, toxoplasma,
syphilis, and midstream urine test, Hb electrophoresis, blood
urea nitrogen, glycemia, and creatinemia screening, and
obstetrical ultrasound.

Thick films and placental impression smears were stained
with 10% Giemsa for 15 minutes. To determine the percent-
age of malaria parasitemia from placental impression smears,
malaria parasite-infected red cells were counted against 2000
erythrocytes.

Placental infection status was categorized as infected
(presence of any asexual parasite stages in the placenta)
and noninfected (parasite negative smear). Smears with
malaria pigment but with no asexual parasite stages were
declared as unknown and were not included in the analysis.
Microscopic examination of blood smears was done under oil
immersion for parasite detection and 200 high-power fields
were examined before the smear was considered negative.
Parasites were enumerated using thick film, as previously
described.'® The parasite density (per 1 UL of blood) was
calculated, assuming a normal leukocyte level of 8000/1 uL.
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The thin film was used to speciate the parasites. Each blood
film was independently examined by two microscopists. In
cases of discrepancy, a third microscopist counted the num-
ber of parasites in the films. The average of two counts that
agreed was used as the final level of parasitemia.

Venous blood (5 mL) was collected using butterfly nee-
dles into ethylenediaminetetraacetic acid Vacutainer® tubes
(BD Diagnostics, Franklin Lakes, NJ) for measurement of
Hb levels using an automated hematology analyzer (Mythic
22; Orphee SA, Geneva, Switzerland).

Management of anemia and malaria cases

Study participants found to be anemic at ANC visits (Hb
level <11 g/dL) were treated, based on national guidelines,
with ferrous sulfate (200 mg) and folic acid (0.25 mg) given
as a single combined tablet daily for 30 days. Confirmed cases
of malaria (axillary temperature = 37.5°C and with a positive
smear test) were given treatment with quinine, based on the
national malaria treatment guidelines for pregnant women.

Definitions

LBW was defined as a birth weight less than 2500 g, prema-
turity as a gestational age of less than 37 weeks (determined
by Ballard examination), and maternal anemia as moderate to
severe for Hb <11 g/dL and Hb <8 g/dL, respectively.

Statistical analysis

The primary efficacy endpoint was the proportion of LBW
infants. The secondary end points were the proportions of
women with placental malaria (ie, presence of asexual-stage
parasites in the placental impression smear), moderate mater-
nal anemia (Hb <11 g/dL), and severe maternal anemia
(Hb <8 g/dL) at delivery as well as the mean birth weight
and mean maternal Hb level at delivery. For the primary end
point, the analysis was performed on the modified intention-
to-treat (ITT) population of women who completed the study
(and for the women whose infants’ information on birth
weight was collected). The analysis was also conducted for
the per-protocol (PP) population, excluding women who were
lost to follow-up. For secondary endpoints, the analyses were
performed in the PP population and they included data on
stillbirths and spontaneous abortion. Differences in frequen-
cies were compared by either chi-squared or Fisher’s exact
tests as appropriate, and continuous variables by Student’s
t-test when the data were normally distributed. Nonparametric
tests were used for nonnormally distributed data. In the mul-
tivariable analysis, the factors associated with the dependant
variable (LBW or placental malaria or anemia) based on

univariable analysis were included. Statistical analyses were
performed using Stata® version 10.0 (StataCorp LP, College
Station, TX).

Results
Characteristics of the study participants

at enrollment

Study population

A total of 628 pregnant women were screened. Overall,
420 women were randomized to receive IPTp-SP (212 in
controlled IPTp group and 208 in uncontrolled IPTp group).
The reasons for ineligibility were unwillingness to consent
to the study (no permission from husband), gestational
age more than 28 weeks, low probability of completing
follow-up (planning to travel before delivery), and allergies
to sulfonamides.

Endpoint was reached in 366 and 339 women for modified
ITT and PP analysis, respectively, for both treatment groups.
The trial profile is shown in Figure 1.

Characteristics of the mothers are summarized in Table 1.
The mean age of the participants was 25.86 and 26.13 years
in the uncontrolled and controlled groups, respectively.
Primigravidae and secundigravidae represent 50.2% of the
total sample size. There was more secundigravidae in the
uncontrolled group than the controlled group (31.3% versus
21.7%; P =0.02).

Follow-up

The second dose was not administered to 12% of women in the
controlled group and 11% of women in the uncontrolled group.
The main reasons for failure to administer the second dose (con-
trolled versus uncontrolled) included travel (5% versus 2%),
refusal because of the occurrence of an adverse event after the
first dose (2% versus 3%), and delivery before administration
of'the second dose (1% versus 2%) (Figure 1). Overall, 25 (6%)
0f420 women (nine in controlled group and 16 in uncontrolled
group) delivered outside the study maternity clinics. For those
women, birth weights were recorded from ANC cards. A total
of 366 birth weights were collected (including weights for
stillborn babies). The mean birth weight was 2898.13+37.39 g
and 2967 + 33.52 g in the uncontrolled and controlled groups,
respectively, regarding the modified ITT population. There
was no significant difference between the two groups for the
mean birth weight or the rate of LBW (P = 0.31). In the PP
population, the mean weight was 2894 £38.15 g (uncontrolled
group) and 2966.70 = 35.47 g (controlled group) (P=0.16). In
the modified ITT analysis, LBW infants were born to 15% of
women in the uncontrolled IPTp group and to 12% of women in
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Figure | Trial profile.
Abbreviation: IPTp, intermittent preventive treatment during pregnancy.

the controlled IPTp group (P =0.31). The PP analysis showed
consistent results (Table 2). The factors associated with LBW
in the multivariable analysis were placental malaria (adjusted
odds ratio = 6.9, 95% confidence interval 2.6—18), maternal
malaria at delivery (odds ratio = 0.6, 95% confidence interval

0.08-3.9), and moderate anemia (odds ratio = 1.7, 95% confi-
dence interval 0.8-3.5) (Table 3).

By stratifying according to gravidity, there was no sig-
nificant difference between groups in terms of LBW either
in primigravidae, secundigravidae, or in multigravidae, but

Infection and Drug Resistance 2012:5

submit your manuscript 57

Dove



Offianan et al Dove
Table | Sociodemographic characteristics at inclusion
Uncontrolled IPTp group (N = 208) Controlled IPTp group (N =212) P value
n % 95% CI n % 95% CI
Age
15-19 years 29 13.9 0.09-0.19 25 11.8 0.76-0.16 0.49
20-29 years 126 60.6 0.54-0.68 119 56.1 0.49-0.63 0.32
30-39 years 50 24 0.18-0.30 66 311 0.25-0.37 0.11
40-50 years 3 0.5 -0.003-0.023 2 | —0.003-0.023 0.68
Gravidity
Primigravid 43 20.7 0.15-0.27 57 26.9 0.21-0.33 0.13
Secundigravid 65 31.3 0.25-0.37 46 21.7 0.16-0.28 0.02
Multigravid 100 48 0.41-0.55 109 51.4 0.44-0.55 0.49
Gestational age
9-15 weeks 44 21.2 0.15-0.27 28 13.2 0.08-0.18 0.032
16-20 weeks 97 46.6 0.40-0.54 108 50.9 0.44-0.58 0.35
21-25 weeks 48 23.1 0.17-0.29 60 283 0.22-0.34 0.21
26-30 weeks 19 9.1 0.51-0.29 16 7.5 0.04-0.12 0.56
Education
None 129 62 0.55-0.69 88 41.5 0.34-0.48 <0.0001
Primary school 57 274 0.21-0.33 56 26.4 0.20-0.32 0.82
Secondary school 15 72 0.04-0.10 41 19.3 0.14-0.24 0.0002
University 7 34 0.00-0.05 27 12.7 0.08-0.18 0.0004
Profession
Homemaker 128 61.5 0.54-0.68 108 50.9 0.44-0.58 0.028
Shopkeeper 55 26.4 0.20-0.32 56 264 0.20-0.32 |
Student 4 1.9 0.00-0.04 10 54.7 0.02-0.08 0.18
Couturier 6 29 0.01-0.05 17 8 0.04-0.12 0.02
Teacher 4 1.9 0.00-0.04 | 0.5 —0.00-0.01 0.021
Student (university) 5 24 0.00-0.04 12 5.7 0.03-0.09 0.09
Hairdresser | 0.5 —0.00-0.01 4 1.9 0.00-0.04 0.37
Others 5 24 0.00-0.04 4 1.9 0.00-0.04 0.74
Sickle cell status
Positive 2 | —0.00-0.02 3 1.4 —0.00-0.02 |
Negative 6l 29.3 0.23-0.35 86 40.6 0.34-0.48 0.015
Unknown 145 69.7 0.64-0.76 123 58 0.51-0.65 0.012
HIV status
Positive 5 24 0.00-0.04 7 33 0.00-0.05 0.57
Negative 125 60.1 0.53-0.67 15 54.2 0.47-0.61 0.22
Unknown 78 375 0.31-0.45 90 425 0.36-0.50 0.30

Notes: Data are number (%) of women with the characteristic, unless otherwise indicated. P values were determined by chi-squared or Fisher’s exact test as appropriate.

P < 0.05 was considered statistically significant.

Abbreviations: Cl, confidence interval; HIV, human immunodeficiency virus; IPTp, intermittent preventive treatment during pregnancy.

sample sizes had a low power to detect a difference between
groups (Table 2).

All women who were parasitemic at enrollment received
antimalarial treatment using quinine. All patients recovered
completely and were microscopically confirmed negative.
The rate of malaria at inclusion was 9.6% and 8.5% in the
uncontrolled and controlled group, respectively. During
the follow-up period, 18 (8.7%) and eleven (5.2%) clini-
cal episodes of P falciparum malaria were observed in
the uncontrolled and controlled groups, respectively
(Table 4). Most of the clinical episodes occurred in the
second trimester. The proportion of women with peripheral
malaria at delivery was 4.9% in the uncontrolled group and

4% in the controlled group (PP analysis). There were no
significant differences in the prevalence of placental infec-
tion (impression smear positive) between the two groups
(7.3% versus 4%; P=0.19) (Table 5). Women with clinical
malaria during pregnancy had a high risk (odds ratio=7.9)
of placental malaria.

At inclusion, 65 (31.3%) and 56 (26.4%) participants
had moderate anemia (Hb <11 g/dL) in the uncontrolled
and controlled groups, respectively. The mean Hb concentra-
tion at delivery was 9.87 £ 0.1419 g/dL in the uncontrolled
group and 10.22 = 0.1301 g/dL in the controlled group. In
the uncontrolled and controlled groups, the rate of moderate
anemia (Hb <11 g/dL) was 50.9% and 46%, respectively,
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Table 2 Proportion of women with low birth weight infants (<2500 g)

Women assessed Uncontrolled IPTp group Controlled IPTp group P value
n/N % 95% CI n/N % 95% ClI

All

ITT 55/208 26.4 0.20-0.32 49/212 23.1 0.17-0.29 0.43

Modified ITT 28/18I 155 0.10-0.20 22/185 1.9 0.07-0.17 0.31

PP 26/165 15.8 0.10-0.22 20/174 1.5 0.06-0.16 0.25

Primigravid

ITT 14/59 23.7 0.13-0.35 14/68 20.6 0.11-0.31 0.67

Modified ITT 9/54 16.7 0.07-0.27 6/54 1.1 0.03-0.19 0.38

PP 9/51 17.7 0.07-0.29 6/57 10.5 0.02-0.18 0.29

Secundigravid

ITT 20/65 30.8 0.20-0.42 10/42 23.8 0,11-0.37 0.43

Modified ITT 9/54 16.7 0.07-0.27 4/36 1.1 0,01-0.21 0.55

PP 8/51 15.7 0.06-0.27 3/33 9.1 —0,00-0.20 0.51

Multigravid

ITT 21/84 25 0.16-0.34 25/102 245 0.16-0.32 0.92

Modified ITT 10/72 13.9 0.06-0.22 12/89 135 0.06-0.20 0.92

PP 9/63 143 0.05-0.23 11/84 13.1 0.06-0.20 0.84

Notes: Data represent number of births for which low birth weight was detected/number of singleton births analyzed (% of births for which low birth weight was detected).
P values were determined by chi-squared or Fisher’s exact test as appropriate. P < 0.05 was considered statistically significant.
Abbreviations: Cl, confidence interval; IPTp, intermittent preventive treatment during pregnancy; ITT, intention-to-treat analysis; PP, per-protocol analysis.

while the proportion of severe anemia (Hb <8 g/dL) was
14.6% and 9.8%, respectively (Table 5).

Pregnancy outcome

Information on pregnancy outcome and on the survival
of babies born from women enrolled in this study is sum-
marized in Table 6. Delivery was observed in 188 and 190
women, respectively, in the uncontrolled and controlled
groups (Figure 1).

Adverse events: mothers

Moderate adverse events occurred in 24% and 22% of the
participants, respectively, in the controlled and uncon-
trolled groups. The most common complaints were nausea,

Table 3 Factors associated with low birth weight or placental
malaria: logistic regression model

Odds ratio  95% Cl P value
Low birth weight
Placental malaria 85 1.8-40.2  0.007
Malaria infection (at delivery) 0.6 0.14 0.59
Moderate anemia (Hb <11 g/dL) 1.7 08-35 0.4
Severe anemia (Hb <8 g/dL) | 0.3-34 |
Placental malaria
Primigravid 5.3 0.5-60 0.18
Secundigravid 1.9 0.2-20.7 0.6l
Malaria during pregnancy 6.8 1-44.4 0.04
Moderate anemia 42 0.5-388 0.20

Note: Adjusted odds ratio of placental malaria and malaria during pregnancy was
6.9 and 7.4, respectively.
Abbreviations: Cl, confidence interval; Hb, hemoglobin.

vomiting, tiredness, and headaches; and no significant
difference between the two groups was observed (P > 0.05)
(Figure 2).

Discussion

Currently, the World Health Organization recommends, for
prevention of malaria during pregnancy, a package of inter-
ventions for pregnant women living in areas where malaria is
endemic, including IPT, ITNs, case management of clinical
malaria, and diagnosis and treatment of anemia.! Clinical
trials have demonstrated the positive impact of IPTp-SP or
other effective antimalarials, such as mefloquine, on placental
parasitemia, anemia, and LBW.'7-'® In recent years, IPTp-SP
has been the cornerstone of malaria control in pregnant
women living in stable transmission areas.

The comparison of efficacy (mainly on birth weight)
between pregnant women receiving [PTp-SP, either under
supervision or without any control, in Céte d’Ivoire was
assessed in this study. Birth weight was used as the primary
end point, because it is a good public health indicator of the
consequences of malaria in pregnancy, and it correlated with
the efficacy of IPTp in several studies.'®!"”

Maternal anemia has been proposed as an indicator for
monitoring malaria control in sub-Saharan Africa,” based
on the excess of risk of anemia in primigravidae compared
to multigravidae.

The prevalence of malaria infection during pregnancy
was lower in the controlled group than in the uncontrolled
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Table 4 Rates of parasitemia, reported fever, and anemia among participants

Uncontrolled IPTp group Controlled IPTp group P value
n/N (%) Mean Median 95% CI n/N (%) Mean Median 95% ClI
Fever (T =37.5°C)
At inclusion 40/208 (19.2) 377 375 13.7-24.3 14/212 (6.6) 377 377 2.8-9.2 0.0001
During pregnancy 25/208 (12) 38.0 379 7.6-16.4 17/212 (8) 38.1 37.9 4.3-11.7 0.17
At delivery 24/192 (12.5) 378 377 8.2-17.8 18/188 (9.6) 37.6 375 5.7-143 0.36
Parasitemia
At inclusion 20/208 (9.6) 150.1 0 5.9-14.1 18/212 (8.5) 47 0 4.3-1.7 0.68
During pregnancy 18/208 (8.7) 456 0 5.1-12.9 117212 (5.2) 317.7 0 2.1-7.9 0.16
At delivery 10/186 (5.3) 1345.6 0 02.0-85 71186 (3.7) 3323 0 0.9-6.4 0.45
Anemia at inclusion
(Hb <11 g/dL) 65/208 (31.3) 9.8 10 24.7-37.3 56/212 (26.4) 10.2 10.5 20.1-31.9 0.27

Notes: P values were determined by chi-squared or Fisher’s exact test as appropriate. P < 0.05 was considered statistically significant.
Abbreviations: Cl, confidence interval; Hb, hemoglobin; IPTp, intermittent preventive treatment during pregnancy; T, temperature.

group with no statistical difference. The results showed that
the presence of malaria parasites in the peripheral blood of
clinically symptomatic pregnant women is an indication of
ongoing placental infection, as previously shown.?! Other
studies have shown that peripheral parasitemia at any stage
of the pregnancy was significantly correlated with placental
infection at delivery.>* Additionally, studies have indicated
that peripheral and placental parasitemia decrease with
increasing parity among pregnant women.*** It has been
observed that pregnant women, especially primigravidae and
secundigravidae, are more susceptible to malaria infections.?
Although there is increasing evidence that prevalence of

malaria infections is parity-related and primigravidae women
are more susceptible to malaria than multigravidae women,
this study did not show any association between malaria
infection and parity. This finding may have been caused
by the failure of a small sample size and the presence of
LLITNS to show any association between parity or gravidity
and malaria infection.

It is important to note that women with microscopically
detectable placental P falciparum malaria had a higher risk
of delivering an LBW baby than those without detectable
placental P, falciparum corresponding to a relative risk of
6.9, supporting the strong association between P, falciparum

Table 5 Comparative efficacy of uncontrolled and controlled intermittent preventive treatment during pregnancy: secondary end

points in crude analysis

Finding by analysis Uncontrolled IPTp group Controlld IPTp group P value
n/N % 95% CI n/N % 95% CI

Placental malaria®

ITT 55/208 264 0.20-0.32 45/212 21.2 0.16-0.26 0.21

PP 12/165 73 0.03-0.11 71174 4 0.01-0.07 0.19

Maternal peripheral malaria at delivery

ITT 32/208 15.3 10.4-20.1 33/212 15.5 10.6-20.3 0.95

PP 10/186 5.3 02.0-08.5 07/186 37 00.9-06.4 0.45

Moderate anemia® at delivery

Primigravid 26/51 51 0.37-0.69 29/57 50.9 0.38-0.64 |

Secundigravid 28/52 53.9 0.40-0.68 13/33 39.4 0.22-0.56 0.19

Multigravid 30/62 484 0.36-0.60 38/84 452 0.44-0.66 0.71

Total 84/165 50.9 0.41-0.57 80/174 46 0.39-0.53 0.37

Severe anemia“ at delivery

Primigravid 9/51 17.7 0.07-0.29 6/57 10.5 0.03-0.19 0.29

Secundigravid 9/52 173 0.07-0.27 3/33 9.1 —1.68-1.86 0.35

Multigravid 6/62 9.7 0.03-0.17 8/84 9.5 —1.67-1.87 0.92

Total 24/165 14.6 0.10-0.20 17/174 9.8 —1.67-1.87 0.18

Notes: ‘Defined as the presence of asexual-stage parasites in the placental impression; *denoted by a hemoglobin level of <11 g/dL; ‘denoted by a hemoglobin level of <8 g/dL.
Data represent number of deliveries for which placental malaria, anemia, or severe anemia was detected/number of deliveries analyzed (% of deliveries for which placental malaria,
anemia, or severe anemia was detected). P values were determined by chi-squared or Fisher’s exact test as appropriate. P < 0.05 was considered statistically significant.

Abbreviations: Cl, confidence interval; IPTp, intermittent preventive treatment during pregnancy; ITT, intention-to-treat analysis (missing data included); PP, per-protocol

analysis.
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Table 6 Pregnancy outcomes

Finding by analysis Uncontrolled IPTp Group Controlled IPTp Group P value
n/N % 95% CI n/N % 95% CI

Premature delivery®

ITT 26/208 12.5 0.08-0.16 30212 142 0.09-0.19 0.61

PP 5/165 3 0.00-0.06 8/174 4.6 0.02-0.08 0.45

Spontaneous abortion®

ITT 27/208 13 0.08-0.18 27/212 12.7 0.08-0.18 0.92

PP 7/165 4.2 0.01-0.17 5/174 29 0.00-0.06 0.49

Stillbirth¢

ITT 33/208 15.9 0.11-0.21 351212 16.5 0.11-0.21 0.86

PP 6/165 36 0.01-0.07 8/174 4.6 0.02-0.08 0.65

Notes: *Defined as birth at less than 37 weeks’ gestation, according to the Ballard score; ®defined as the expulsion of a fetus before 28 weeks’ gestation; “defined as the delivery
of a dead child after 28 weeks’ gestation. P values were determined by chi-squared or Fisher’s exact test as appropriate. P < 0.05 was considered statistically significant.
Abbreviations: Cl, confidence interval; IPTp, intermittent preventive treatment during pregnancy; ITT, intention-to-treat analysis; PP, per-protocol analysis.

malaria and the risk of LBW.** There was no difference
in terms of LBW between the two groups, although more
pregnant women with malaria episodes were seen in the
uncontrolled group.

The results showed no statistically significant difference
between the controlled and uncontrolled groups regarding the
prevalence of LBW and anemia at delivery. The results are
consistent with efficacy results reported from several sub-
Saharan African countries'”'®262 in regard to the prevalence
of LBW and severe anemia in the controlled IPTp group.

In contrast, results from Gambia show a lower preva-
lence of LBW compared to the present study.”” The lack
of difference between the two groups in the prevalence of
LBW and severe anemia could be explained by the fact that
SP was provided to the women in the uncontrolled group
with a recommendation to take the drug at home. However,
it has been demonstrated that a highly efficacious interven-
tion given under strict trial conditions rarely translates into

an equally effective intervention when implemented under
programmatic conditions.***?> There are many factors that
have the potential to influence the relative implementability of
interventions including: the complexity of the interventions,*
the capacity of the health system and health providers to
deliver the interventions at the scale required, and the accept-
ability of the interventions to providers and users.

During the study, SP was not always available at phar-
macy sites and clean cups and water were also not available
to administer the drugs. The women should buy their drugs
at an external pharmacy and take the drugs at home. Regular
availability of SP in the health facility is an important factor
in improving the use of [IPTp and implementation of the DOT
scheme.'>"* SP for IPTp in public hospitals in Cote d’Ivoire
was supplied by the Ministry of Health. However, periodic
supply shortages were frequently reported. The other main
constraints to practicing DOT were lack of clean water and
cups at ANC clinics.'? Good quality services at ANC clinics
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Adverse events

Figure 2 Proportion and type of adverse event. The most common complaints were nausea, vomiting, tiredness, and headache. There was no significant difference between
the two groups (P > 0.05). P values were determined by chi-square or Fisher’s exact test as appropriate.
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are necessary to promote high coverage and to achieve actual
and perceived health benefits for mothers and their children.
Allowing pregnant women to take the IPTp drug unsuper-
vised, either at the clinic or at home, makes compliance
uncertain and undermines the essence of IPTp.

HIV infection is known to be associated with an increased
risk of malaria and LBW, and it may have affected the occur-
rence of LBW and maternal anemia.** HIV may have acted
as a confounder in the present study. In the clinical trial sites,
HIV screening was routinely undertaken by the National
HIV Control Program during the trial, but the HIV status was
only determined for 60% of the women. However, the overall
prevalence of HIV infection in the present study area was
4%.3 Even though bed nets are not traditionally used in this
area, the delivery of LLITN through ANC was well accepted
and compliance with their use was very high according to the
questionnaire taken at enrollment. These results cannot be
attributed to IPTp-SP alone as ITNs appeared to be an important
variable in determining the efficacy of IPTp. Some studies on
the combined use of ITNs and IPTp demonstrated the evidence
of effectiveness of these interventions when used in combina-
tion.’¢37 It is possible that if an effective ITN is used regularly,
IPTp may not be required in some populations.*® Although
SP is generally considered to be a safe drug when used for
IPTp, it can rarely cause serious skin reactions and hemato-
logical side effects.® No serious adverse events attributable
to the administration of SP were seen in this study for which
the proportion of women who reported an adverse event was
24% and 22% in the controlled and uncontrolled groups.

The present study was a small, regional prospective
study and therefore had certain limitations, namely, the small
sample size and lack of a control group. Larger studies are
needed to compare the two approaches with a control arm in
the context of high resistance to SP in the country.

In conclusion, the two approaches were equivalent sug-
gesting that unsupervised IPTp-SP free of charge should
be used in areas where implementation of the DOT scheme
suffers from many constraints. Encouragement of respectful
communication between midwives and their patients can help
to reinforce the trust relationship that exists.
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Background: The emergence of artemisinin resistance has raised concerns that the most potent
antimalarial drug may be under threat. Artesunate + amodiaquine (ASAQ) and artemether-
lumefantrine (AL) are respectively the first- and second-line treatments for uncomplicated
falciparum malaria in Céte d’Ivoire. A comparison of the efficacy and safety of these two drug
combinations was necessary to make evidence-based drug treatment policies.

Methods: In an open-label, non inferiority, randomized, controlled clinical trial, children aged
6-59 months were randomized to receive ASAQ or AL. Both drug regimens were given for
3 days, and follow-up was for 28 days. The primary endpoint was the 28-day cure rates and
was defined as proportion of patients with polymerase chain reaction (PCR)-corrected cure rate
after 28 days of follow-up.

Findings: A total of 251 patients who were attending the Ayame and Dabakala hospitals and
presenting with symptomatic acute uncomplicated falciparum malaria were randomized to
receive ASAQ (128) and AL (123). The intention-to-treat analysis showed effectiveness rates
of 94.5% and 93.5% for ASAQ and AL, respectively on day 28. After adjustment for PCR
results, these rates were 96.1% and 96.8%, respectively. On day 28, the per-protocol analysis
showed effectiveness rates of 98.4% and 96.6% for ASAQ and AL, respectively. After adjust-
ment by PCR for reinfection, these rates were 100% for each drug, and both regimens were
well tolerated.

Conclusion: ASAQ and AL remain efficacious treatments of uncomplicated falciparum malaria
in Ivorian children 5 years after adoption. The efficacy of ASAQ and AL in Cote d’Ivoire
requires, therefore, continuous monitoring and evaluation.

Keywords: artesunate, amodiaquine, artemether-lumefantrine, ASAQ, AL

Introduction
Multidrug resistance of Plasmodium falciparum is a major health problem in many coun-
tries, and the number of drugs available that are effective and affordable is very low.!
Currently, artemether-lumefantrine (AL) and artesunate-amodiaquine (ASAQ) are
the only widely available drugs, which are recommended by most malaria endemic
countries in the treatment of uncomplicated falciparum malaria.! The emergence of
artemisinin-resistant malaria along the Thai-Cambodian border, historically a site
of emerging antimalarial-drug resistance, has provoked global alarm that the most
valuable and effective antimalarial drug is in danger of being lost, triggering a cam-
paign to identify and eradicate resistant parasite strains.>® Other suspected foci have
been identified in the Greater Mekong subregion but are not yet confirmed.” The high
persistence of substandard artemisinin combined therapies (ACTs) and inappropriate
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artemisinin monotherapies in the private sector, especially in
sub-Saharan Africa (where many individuals buy their treat-
ments privately), risks patient safety, and through drug resis-
tance, places the future of malaria treatment at risk globally.® !
Several of these ACTs are currently available in Céte d’Ivoire,
where ASAQ and AL combinations are common.

AL offers excellent efficacy, but in high-transmission
areas, the relatively short half-life of lumefantrine leads to
a high incidence of new infections soon after therapy.'>!?
ASAQ has shown a significantly lower efficacy than has AL
in East Africa,'*!® presumably due to the high prevalence of
amodiaquine-resistant parasites in this region.

As resistance to sulfadoxine-pyrimethamine (SP) increases
and spreads across Africa,'*!® the effectiveness of the intermit-
tent preventive treatment in pregnancy (IPTp) strategy may be
compromised in many malaria-endemic countries.'” Clinical
trials are being conducted to assess alternative drugs that
could be used for IPTp in place of SP. Artemisinin-based IPT
regimens represent a promising potential alternative to SP. The
‘World Health Organization (WHO) endorses the use of ACT
for patients in the second and third trimesters of pregnancy
with acute uncomplicated falciparum malaria.! Artemisinin
resistance would be disastrous for global malaria control.
In Céte d’Ivoire, ASAQ and AL have been recommended
respectively in first- and second-line treatment since 2005 fol-
lowing earlier studies.?*?2 But continued use of amodiaquine
or artesunate monotherapies, persistence of substandard ACTs
in the private sector,'®'>* and resistance to artesunate and/or
amodiaquine* may jeopardize the future use of ASAQ and AL
as an effective artemisinin-based combination therapy. The
emergence of artemisinin resistance may also compromise the
future use of artesmisinin derivatives as potential alternatives
to SP for IPTp.

The main purpose of this study was to update the base-
line data from two randomized clinical trial sites assessing
the safety and efficacy of ASAQ fixed-dose combination
tablets in comparison with a fixed-dose combination of AL,
the two drug combinations recommended by the National
Malaria Control Programme (Abidjan, Cote d’Ivoire) before
deployment of these two ACTs in the 19 districts. The Global
Fund (Round 6) has provided funding for ASAQ and AL in
Cote d’Ivoire for the treatment of uncomplicated falciparum
malaria in children less than 5 years old.

Patients, materials, and methods
Study design

This study was a randomized, open-label, noninferiority
clinical trial comparing ASAQ (Coarsucam®; Sanofi-Aventis,

Paris, France) and AL (Artrin®; Lic Pharma, Abidjan, Cote
d’Ivoire). The study was carried out according to current
WHO protocol. %

Study area

This trial was performed from November 2008 through
February 2009 at two health care centers in Ayame (southern)
and Dabakala (northern), Cote d’Ivoire. P falciparum
transmission is intense and perennial, with recrudescence
during the rainy season. P falciparum is the predominant
malaria-causing species.

Study population

Children presenting at the site were screened for eligibil-
ity and invited to participate in the study if they met the
following inclusion criteria: aged 6—59 months; body
weight =5 kg; a history of fever in the previous 24 hours or
measured fever (axillary temperature =37.5°C); monoin-
fection with P, falciparum, with density parasitemia in the
range of 2000-200,000 asexual parasites per microliters of
blood; no other cause of fever than suspected malaria; and
no general danger signs or signs of severe and complicated
falciparum malaria as per WHO guidelines,” were able to
take study drugs by the oral route, were able to attend clinic
on stipulated days for follow-up, and if a parent or guardian
provided written informed consent for the child to participate
in the study.

Exclusion criteria consisted of: presence of severe and
complicated malaria as defined by WHO; a mixed plasmo-
dial infection, or concomitant disease masking assessment
of the response to antimalarial treatment; intake of antima-
larial drugs other than chloroquine within the past 7 days;
and known hypersensitivity to any of the investigative
combinations.

Randomization and treatment
Patients were randomly assigned to one of two treatment
groups, namely ASAQ once daily intake and AL twice daily.
Treatment dosages were determined according to patient’s
body weight. Treatment duration was 3 days. Treatment with
ASAQ (one tablet once daily for 3 days) was provided as
25 mg/67.5 mg tablets for children who weighed 5-9 kg,
50mg/135 mgtablets for children who weighed > 9—18 kg, and
100 mg/270 mg tablets for children who weighed >18 kg.
Treatment in the AL group was provided as 20 mg/120 mg
tablets, given in a 3-day, 6-dose regimen. Children who
weighed 5-15 kg received one tablet per dose, and children
who weighed >15-20 kg were given two tablets per dose.
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The first dose was taken at enrolment, the second dose 8 hours
later on day 0, and then two doses at 12-hourly intervals for
the subsequent 2 days. All tablets were either swallowed
whole or crushed with water. Yoghurt was then given to the
children. The drug administration was supervised by the
research team.

Randomization was done by an independent statistician
using computer-allocated blocks of ten and was not stratified.
Individual treatment allocations were contained inside con-
secutively numbered sealed envelopes, which were opened
sequentially by a study investigator or clinical research
coordinator after the decision to enroll a subject had been
made by the study team. In the case where a participant vom-
ited the first dose within 30 minutes of drug administration,
arepeat full dose was re-administered. If vomiting persisted,
the child was withdrawn from the study. A participant who
was withdrawn due to vomiting received rescue medication
according to the Malaria Control Programme guidelines.

Blinding

Although initial treatment allocation was blinded, adminis-
tration of subsequent medication was not (ie, open-label).
However, laboratory staff reading the malaria smears had no
idea of the treatment received. All additional sample investi-
gation such as polymerase chain reaction (PCR) genotyping
was performed by individuals who were also blinded to the
treatment allocation.

Efficacy and safety assessment
The patients returned on days 1, 2, 3, 7, 14, 21, and 28 to
complete the drug administration and for clinical assess-
ment, blood smears, and filter paper blood sample collection.
Patients who failed to report at the clinic for the scheduled
visit were followed to their residence by trial field workers.

They were also asked to return to the clinic on any
other day if they had new complaints or any change in their
condition. Clinical efficacy was assessed by grading the
pre-existing clinical signs and combining them with the
temperature values. The following clinical symptoms were
assessed systematically: fever, perspiration, headache, chills,
pain (specifying topography), jaundice, asthenia, dizziness,
anorexia, skin fold, skin rash, hepatomegaly, pruritus.
Splenomegaly was estimated according to the Hackett scale.?
Parasitological efficacy was based on asexual parasitemia
and gametocyte carriage.

The classification of the therapeutic outcome was done
according to the current 28-day WHO protocol.” The pri-
mary endpoint was the 28-day cure rates and was defined

as the proportion of patients with PCR-corrected adequate
clinical and parasitological response (ACPR) after 28 days
of follow-up. Secondary endpoints were clinical adverse
events (AEs), clearance rate of fever and parasitemia, and
gametocyte carriage.

All AEs were monitored passively and actively. An
AE was defined as any unfavorable and unintended sign,
symptom, or disease temporarily associated with the use of
an investigational product, not present on day 0, but occur-
ring during follow-up, or was present on day 0 but became
worse during follow-up.

Sample size

The sample size was calculated using the WHO guidelines
on assessment of antimalarial drugs.?® The population size
was determined according to the following criteria: the
proportion of probable clinical failures with the antimalarial
combinations studied should not be higher than 10%, for a
level of confidence of 95% and a precision of 10%, taking
into account patients who were excluded or lost to follow-up.
Using these criteria, a minimum of 50 patients was required
in each treatment arm per site.

Laboratory procedures

At enrolment and subsequent days of follow-up, thick and
thin blood films were collected. Blood smears were stained
with Giemsa 10% and were examined at magnification
100x (oil immersion). Density parasitemia was measured by
counting the number of asexual parasites against a number of
leukocytes in the thick blood film, based on a putative count
of 8000 leukocytes per microliter of blood. The number of
asexual parasites was counted against 200 leukocytes using
a hand tally counter. If P falciparum gametocytes were seen,
a gametocyte count was performed against 1000 leukocytes.
Counts were performed by two independent microscopists;
discrepant readings were resolved by a third reader.

Blood spots on Whatman 3M filter paper were prepared
for PCR genotyping. Multiplicity of infection was assessed
using three polymorphic loci (merozoite surface proteins
1 and 2 and glutamate-rich).?’ Briefly, filter paper blood
samples collected on the day of enrolment and on the day
of failure were analyzed for polymorphism of merozoite
surface protein-1 (msp-1) and merozoite surface protein-2
(msp-2) using nested-PCR as previously described.? Possible
outcomes were new infection or recrudescence. A “new infec-
tion” is a subsequent occurring parasitemia in which all the
alleles in parasites from the post-treatment sample are differ-
ent from those in the admission sample, for one or more loci
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tested. In a “recrudescence,” at least one allele at each locus
should be in common for both paired samples.?’

Statistical analysis

Data generated were recorded in a log book and individual
participants case record files. Data were entered and analyzed
with EPI-Info™ software (v 6.4; Centers for Disease Control
and Prevention, Atlanta, GA). Analysis of treatment outcome
was intention-to-treat (ITT) and per protocol.

Per-protocol analysis included all patients who matched
all inclusion criteria, were properly randomized, had
received the study drugs according to the protocol, and for
whom data were available on the study endpoint without
protocol violation during the follow-up time. ITT analysis
comprised all randomized patients fulfilling the inclusion
criteria without repeated vomiting after the first study drug
administration.

Frequencies were compared by either chi-squared or
Fisher’s exact tests, as appropriate, and continuous variables

by Student’s #-tests when the data are normally distributed. No
normally distributed data were transformed to normality.

Ethical issues

The study was conducted according to the Declaration of
Helsinki and national legal and regulatory requirements. The
protocol was submitted and approved by the national ethics
committee. Written informed consent was obtained from the
parent or guardian. If parents or guardian were unable to sign,
a fingerprint was applied on the consent form. If the parents or
guardian were unable to read, the informed consent form was
read and explained in the appropriate language. In such cases, the
presence of a witness who also signed the consent form to con-
firm that the patient had freely given consent was required.

Results

Participant characteristics
Between November 2008 and February 2009, out of 624
children under 5 years of age who were screened for

624 children assessed for
eligibility

344 no malaria
4 low parasitemia

A4

25 non falciparum
malaria

251 children randomized

Artesunate-amodiaquine
n=128

Artemether-lumefantrine
n=123

3 lost to follow-up
2 protocol violations

A

2 lost to follow-up
2 protocol violations

Complete treatment and
available for follow-up
day 28 (n = 123)

Complete treatment and
available for follow-up
day 28 (n = 119)

Figure | Trial profile.
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malaria symptoms, 251 were enrolled. Figure 1 shows
detailed enrolment and follow-up information. Of the 251
enrolled participants, 128 were assigned to ASAQ and
123 to AL.

A total of 123 and 119 patients of the ASAQ and AL,
respectively, completed the trial and had adequate data for
the analysis of the endpoints. Table 1 shows the baseline
characteristics of the eligible participants. The two treatment
groups were comparable in all characteristics.

Clinical and parasitological responses

to treatment

As shown in Table 2, the 28-day cure rates were 94.5% (121
of 128) and 93.5% (115 of 123) for participants receiving
ASAQ and AL, respectively (P = 0.73). After adjusting for
cases of reinfection, the 28-day cure rates were 96.1% (123
of 128) and 96.8% (119 of 123) for those receiving ASAQ
and AL, respectively.

The per-protocol analysis showed effectiveness rates on
day 28 0f 98.4% and 96.6% for ASAQ and AL, respectively
(P = 0.44). After adjustment by PCR for reinfection, these
rates were 100% for each drug.

Fever and parasite clearance

and gametocyte carriage

As shown in Figure 2, the proportion of participants without
fever was similar on days 2 and 3. On day 2, the fever clear-
ance rates were 77.2% (95 of 123) and 73.9% (88 of 119) in
the ASAQ and AL groups, respectively (P = 0.55), while on
day 3, these rates were 82.1% (101 of 123) and 81.5% (97
of 119).

Both treatments resulted in rapid clearance of parasites
(Figure 3) as parasite clearance rates on day 2 were 100%
(123 of 123) and 99.2% (118 of 119) in the ASAQ and AL
groups, respectively.

At enrolment, gametocytes were detected in the periph-
eral blood of eight patients: three in the ASAQ group and
five in the AL group. On day 3, three patients of each group

Table | Baseline characteristics in the intention-to-treat cohort

had gametocytes. All patients were free of gametocytes from
day 7 to day 28 (Figure 4).

PCR findings

All six patients (two in the ASAQ group and four in the AL
group) who were parasitemic during follow-up had their
samples analyzed at enrolment and post-treatment. Parasite
genotypes in the pre- and post-treatment samples were
nonidentical in all patients and were considered as newly
acquired infections.

AEs

Assessment of AEs was made difficult by the predominance
of background signs and symptoms of malaria and the age
of the participants. Common AEs recorded (ITT population)
were vomiting, nausea, diarrhea, asthenia, and abdominal
pains. All of these events were described as mild or moderate.
Table 3 shows details of the distribution of AEs recorded
during the study.

Discussion

Artemisinins are established antimalarial agents with an
excellent safety profile,”” and ACTs are the recommended
first-line treatments of falciparum malaria in all countries
with endemic disease.! There are recent concerns that
the efficacy of such therapies has declined on the Thai—
Cambodian border.”%3! In Cote d’Ivoire, more than 100
combinations are registered and marketed and widely
available on street markets as poor-quality byproducts.
Parasite resistance to amodiaquine alone was also well
established in most African countries.’**>33 QOverall, there
are concerns about the efficacy of registered treatments,
especially ASAQ.

In the present study, the efficacy and safety of ASAQ
and AL in the treatment of acute uncomplicated malaria in
Ivorian children aged 6-59 months were thus compared.
ASAQ administered once daily for 3 days was as effective
as the six-dose regimen of AL given twice daily for 3 days.

Characteristic ASAQ AL P value
Mean age (range) 31.24 (6-59) 34.41 (7-59) 0.18
Female sex, n (%) 60 (68) 58 (65) 12

Mean weight, kg (range) 12.06 (5.4-19.0) 12.49 (6.5-20.0) 0.43°
Mean temperature, °C (range) 38.61 (36—41) 38.12 (36.4-40.7) 0.0005°
GM parasite count, pL (range) 30,487 (2000-171,152) 24,901 (2000—127,040) 0.22°
Notes: *chi-squared test; *Student’s t-test.

Abbreviations: ASAQ, artesunate + amodiaquine; AL, artemether-lumefantrine; GM, geometric mean.
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Table 2 Treatment outcome of ASAQ and AL at day 28
Outcome ASAQ AL P value
Intention to treat analysis
Enrolled patients 128 123
Patients seen at day 28 123/128 (96.1%) 119/123 (96.8%) |
Missing 5/128 (3.9) 4/123 (3.2%) |
Crude failure rate at day 28 7/128 (5.5%) 8/123 (6.5%) 0.73
Crude cure rate at day 28 1217128 (94.5) 115/123 (93.5) 0.73
PCR adjusted failure rate at day 28 5/128 (3.9%) 4/123 (3.2% ) |
PCR adjusted cure rate at day 28 123/128 (96.1%) 119/123 (96.8%) |
Per protocol analysis
Patients seen at day 28 123 19
Crude failure rate at day 28 2/123 (1.6%) 4/119 (3.4%) 0.44
Crude cure rate at day 28 1217123 (98.4%) 115/119 (96.6%) 0.44
PCR adjusted failure rate at day 28 0/123 (0%) 0/119 (0%) |

PCR adjusted cure rate at day 28

123/123 (100%)

119/119 (100%) |

Note: P values were obtained by Fisher’s exact test.

Abbreviations: AL, artemether-lumefantrine; ASAQ, artesunate + amodiaquine; PCR, polymerase chain reaction.

The results showed a high cure rate for both regimens after a
standard 28-day follow-up. These results are consistent with
efficacy results reported from several sub-Saharan African
countries, ¢ indicating a high overall cure rate with these
regimens in the short term (28-day). Therefore, the data are
in line with studies conducted in Ghanaian children show-
ing lower parasitological and clinical failure rates in the
ASAQ compared with the AL arm.>”*° In contrast, results
from Central and East Africa show higher efficacy of AL

100

than ASAQ, especially a higher potency in preventing
reinfections.!**° In the present study, both treatments were
equivalent regarding parasite and fever clearance rates and
gametocyte carriage. As already described,” ACTs triggered
arapid asexual parasite clearance in the present cohort. Delay
in parasite clearance (>2 days) only occurred in one child
of the AL group which could suggest decreased sensitivity.*!
The results of this present study suggest full sensitivity
of P falciparum in vivo to ACTs in the area of study.

90

80 \

I\

o\

ol \

o\

—o— ASAQ

—— AL

Proportion of patients with fever (%)

10

. 1 -

Day 0 Day 1 Day 2 Day 3

Day 7

Day 14 Day?21 Day28

Follow-up day

Figure 2 Fever clearance in the two groups.

Note: No significant differences were found for the proportions of subjects with fever between the two treatment regimens from baseline to day 28 (P > 0.05 Fisher’s exact

test or chi-squared test as appropriate).
Abbreviations: AL, artemether-lumefantrine; ASAQ, artesunate + amodiaquine.
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Figure 3 Parasite clearance in the two groups.

Note: The proportion of participants who were aparasitemic was similar between the two treatment arms: 100% and 99% (P = 0.49) for those receiving ASAQ or AL,
respectively, on day 2. On day 3 these rates were also 100% (123 of 123) and 99% (118 of I19) in the ASAQ and AL groups respectively (P = 0.49).

Abbreviations: AL, artemether-lumefantrine; ASAQ, artesunate + amodiaquine.

A limitation of the study is the restriction of the follow-up
period to 28 days bearing the risk of underestimation of
treatment failures. Although logistically difficult, only
longitudinal clinical trials with follow-up time over several
months are appropriate for comparing the benefits and risks

4.5

of different antimalarial drugs, especially in highly endemic
areas.* It has been estimated® that 28-day assessments
underestimate the true failure by about 20% for drugs with
intermediate elimination half-life, such as lumefantrine and
SP (3—6 days half-life),* and as much as 40% for drugs with

o\

Proportion of patients with gametocytes

25 * \/‘\
2 —o— ASAQ
v \ \ AL
1.5 \\
1 \\
0.5
0 \ L L i
Day 0 Day 1 Day 2 Day 3 Day7 Day14 Day21 Day28
Follow-up day
Figure 4 Proportion of patients with gametocytes during follow-up.
Abbreviations: AL, artemether-lumefantrine; ASAQ, artesunate + amodiaquine.
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Table 3 Clinical adverse events in the intention-to-treat
population

Adverse event ASAQ AL P value

N=128 % N=123 %

Asthenia 18 1406 6 488 0.0l
Anorexia 5 391 2 3.25 0.45
Spitting 12 9.38 7 5.69 027
Vomiting 8 6.25 4 325 038
Diarrhea 6 4.69 3 244  0.50
Abdominal pain 10 7.81 4 325 0.7
Nausea 15 11.72 10 8.13 034

Notes: The most commonly reported and possibly drug-related adverse events to
both combination therapies were gastrointestinal effects (abdominal pain, anorexia,
diarrhea, and late vomiting); P values were obtained by Fisher’s exact test.
Abbreviations: AL, artemether-lumefantrine; ASAQ, artesunate + amodiaquine.

a longer elimination half-life, such as desethylamodiaquine,
the active metabolite that amodiaquine quickly metabolizes
into (1-3 weeks half-life).* In this case, the true failure rates
may have been higher. A trial comparing ASAQ and AL was
performed in Ghana with a follow-up time of 1 year show-
ing high day-28 ACPRs of 95.3% and 94.2%, respectively,
with no difference in the occurrence of reinfections or
AEs.* However, the differentiation between reinfection and
resistance is even more difficult with increasing follow-up
periods.

In the present study, the most common AEs were
vomiting, nausea, diarrhea, asthenia, and abdominal pains.
These are common clinical symptoms among patients with
malaria. It is thus difficult to confidently classify them as
drug-related AEs.

Both ACTs were not only efficacious but well tolerated.
No study participant was withdrawn as a result of recurrent
vomiting. In addition, there was no incidence of any serious
AE in the two treatment groups. The incidence of gastroin-
testinal AEs was higher in the ASAQ group compared with
the AL group. These findings are in agreement with previous
drug safety monitoring.3>* This may suggest a lower intrinsic
tolerance of ASAQ.

Another limitation of this study is its limited statistical
power to detect rare side effects, as well as the difficulties
associated with evaluating neurological function in children
below 5 years of age.

The two ACTs showed a good safety profile and were
well tolerated. ASAQ and AL remain efficacious treatments
of uncomplicated falciparum malaria in Ivorian children, and
significant drug resistance does not seem to have emerged
after 5 years of adoption as first- and second-line treatments.
The Global Fund has provided funding for ASAQ and AL
in Cote d’Ivoire to treat uncomplicated falciparum malaria

in children. Correct deployment of ACTs remains now a
major challenge.
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Résumé

Le traitement Préventif Intermittent (TPI) chez la femme enceinte avec la SP est devenue depuis
quelques années une recommandation dans plusieurs pays d’endémie palustre. Mais le niveau de
résistance de P.falciparum a la SP pourrait remettre en cause son efficacité et son effectivité en TPI
chez la femme enceinte. Le but du présent travail était d’évaluer la prévalence de I’infection
placentaire, du petit poids de naissance et de I’anémie par deux stratégies de TPI avec la SP (non
contr6lé versus non contr6lé) & Anonkoua-kouté et Samo ou la prévalence du dhfi simple mutant 108
était respectivement de 62% and 52,2% au moment des travaux. Au total 420 femmes enceintes ont été
enrolées (212 et 208 dans les groupes TPI controlé et non contrdlé) et suivies jusqu’a ’accouchement.
Les données a I’accouchement étaient disponibles 378 participantes. L’analyse en ITT modifiée a
montré que 15,5% et 11,9% de participantes ont donné naissance a des bébés de faible poids de
naissance respectivement dans les groupes TPI non contr6lé et controlé (p=0,31). Les résultats étaient
similaires en analyse PP. Les prévalences de I’infection palustre placentaire, de ’anémie modérée
(Hb<11 g/dL) et sévere (Hb <8 g/dL) étaient similaires dans les deux groupes (p>0.05).

Le TPI-sp demeure efficace chez les femmes semi-immunes malgré le niveau de résistance de
P.falciparum a la SP. Les dérivés pourraient étre une alternative intéressante en TPI. Pour cela nous
évalué les associations ASAQ et AL dans un essai Clinique, ouvert, randomisé, contr6lé, de non
infériorité, chez les enfants dgés de 6-59 mois. Le premier critére de jugement était le taux de
guérison a J28 et a été défini comme la proportion de patients présentant un taux de guérison aprés
correction PCR apreés 28 jours de suivi

Un total de 251 patients regus dans les hopitaux d’Ayamé et de Dabakala et présentant un paludisme
confirmé a P.falciparum ont été randomisés pour recevoir ASAQ (128) et AL (123). Aprés correction
PCR les taux de guérison étaient de 100% pour chaque combinaison et les deux schémas
thérapeutiques ont été bien tolérés.

ASAQ et AL demeurent efficaces dans le traitement du paludisme simple a P.falciparum chez les
enfants Ivoiriens de 6-59 mois aprés 5 ans d’adoption par le PNLP. Cependant cette efficacité
nécessite une évaluation continue et régulicre.

Mots clé : Paludisme TPI Femme enceinte Efficacité Effectivité résistance SP P.falciparum

Summary

In recent years, intermittent preventive treatment for pregnancy (IPTp) with sulfadoxine-
pyrimethamine (SP) has become policy in much of sub-Saharan Africa. But resistance to SP has been
spreading across sub-Saharan Africa and thus the effectiveness of IPTp-SP has been questioned.

The present study therefore sought to assess the incidence of placental malaria, low birth weight, and
anemia of two IPTp-SP approaches (directly observed treatment scheme versus no directly observed
treatment) in Anonkoua-Kouté and Samo, Céte d’Ivoire where the reported prevalence of dfi single
mutant 108 was 62% and 52.2%, respectively.

A total of 420 pregnant women were enrolled (212 and 208, respectively, in the controlled

and uncontrolled groups). Delivery outcome was available for 378 women. In the modified

ITTt analysis, low birth weight infants were born from 15.5% of women of the uncontrolled IPTp
group and from 11.9% of women in the controlled IPTp group (P = 0.31).

The PP analysis showed consistent results. The proportion of women with placental malaria infection,
moderate anemia (hemoglobin , 11 g/dL), and severe anemia (hemoglobin , 8 g/dL) at delivery were
similar between the two groups (P . 0.05). IPT-sp remains efficacious in semi-immuns women in area
where resistance of P.falciparum is high. Artesmisinins derivatives can be an alternative to SP in IPTp.
In an open-label, non inferiority, randomized, controlled clinical trial, children aged 6—59 months were
randomized to receive ASAQ or AL. A total of 251 patients who were attending the Ayame and
Dabakala hospitals and presenting with symptomatic acute uncomplicated falciparum malaria were
randomized to receive ASAQ (128) and AL (123). On day 28, the per-protocol analysis showed
effectiveness rates of 98.4% and 96.6% for ASAQ and AL, respectively. After adjustment by PCR for
reinfection, these rates were 100% for each drug, and both regimens were well tolerated.

ASAQ and AL remain efficacious treatments of uncomplicated falciparum malaria in Ivorian children
5 years after adoption but regular monitoring is needed.
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