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I. INTRODUCTION

Le paludisme ou malaria est une érythrocytopathie febrile et hémolysante, potentiellement
mortelle due a un héematozoaire du genre Plasmodium. 1l est transmis a I’homme par la piqQre
infectante d’un moustique, 1’anoph¢le femelle de la famille des Culicidés et du genre
Anopheles. Chez I’homme, le paludisme est causé par six especes qui sont (1): Plasmodium
falciparum, Plasmodium malariae, Plasmodium vivax, Plasmodium ovale curtisi,
Plasmodium ovale wallikeri et Plasmodium knowlesi. Ces espéces sont reparties dans
différentes régions dans du monde. Plasmodium falciparum le plus virulent est également
I’espece prédominante en Afrique. Plasmodium malariae est présente principalement en
Afrique subsaharienne et au Sud-Ouest du Pacifique. Plasmodium vivax est le parasite le plus
largement répandue dans le monde. Plasmodium ovale comprend deux sous-espéces distinctes
qui sont P. ovale curtisi (Poc) et P. ovale wallikeri (Pow). Plasmodium knowlesi est retrouvé
en Asie du Sud.

L’OMS dans son rapport de 2021 fait état de 241 millions de cas de paludisme dans le monde
dont 627 000 déces (2) . La région Afrique de I’OMS continue d’enregistrer la majeure partie
de cette hausse avec 95 % de tous les cas de paludisme (228 millions de cas) ; 96 % de tous
les déces dus au paludisme (602 000 déces) ; 80 % de tous les déces dus au paludisme dans la

région concernent des enfants de moins de 5 ans (3).

Au Mali le Systeme local d'informations sanitaires (SLIS) a enregistré 2 666 266 cas de
paludisme en 2020, dont 843 961 cas graves et 1 708 déces. Les enfants de moins de 5 ans et

les femmes enceintes restent les couches les plus affectées.

Malgré les efforts internationaux (OMS) et nationaux (PNLPs), le paludisme demeure
toujours un probléme de santé publique dont les effets sont particulierement visibles avec un
impact socioéconomique tres préoccupant. Avec 1’utilisation des combinaisons thérapeutiques
a base d’Artémisinine (CTASs) depuis I’année 2000(4), le monde a enregistré d’énormes
succes contre le paludisme. Dé¢s lors ’OMS a recommandé les CTAs comme médicaments de
référence pour le traitement du paludisme non compliqué (4,5). Leur utilisation généralisée a
fortement contribué a la diminution drastique de la mortalité liée au paludisme permettant
ainsi a de nombreux pays endémiques de tendre vers I’élimination du paludisme. Cependant,
aprés quelques années d’utilisation des CTAS, les premiers cas de résistance a I’ Artémisinine
et a ses dérivés furent observés avec un retard de clairance parasitaire, notamment, au niveau

de la frontiere Cambodgio-Thailandaise (6). Ainsi, en 2009, Dondorp et al. ont rapporté la
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preuve d’un retard de clairance parasitaire avec 1 ’Artésunate a Pailin, dans l'ouest du
Cambodge, et & Wang Pha, dans le nord-ouest de la Thailande (7). Egalement, Phyo et al. ont
constaté un allongement considérable du temps de clairance parasitaire entre 2001 et 2010
avec I’Artésunate en Thailande (8). La perte de I’efficacité des CTAs en Afrique aurait des
conséquences dramatiques en termes de santé publique et provoquer 1’accroissement des colts
économiques du paludisme ainsi que I’apparition et/ou la diffusion rapide de la résistance aux
molécules partenaires des CTAs a savoir la Luméfantrine, I’ Amodiaquine, 1a Méfloquine, la

Sulfadoxine-Pyriméthamine, la Pipéraquine et la Pyronaridine (9).

Face a cette menace, des initiatives mondiales furent envisagées pour développer de nouveaux
médicaments partenaires afin de protéger les dérivés de I’ Artémisinine dans les CTAs. C’est
dans cette optique qu’une nouvelle CTA, la Pyronaridine-Artésunate (PFYRAMAX) a vu le
jour. Elle fut la premiere CTA a avoir obtenu un avis positif en 2012 de I’ Agence Européenne
des Médicaments (EMA) en vertu de I’ article 58 (10) ainsi qu’a étre inscrite sur la liste des
médicaments pré-qualifiés de I’OMS indiquée dans le traitement du paludisme non compliqué
a P. falciparum et P. vivax chez les adultes et les enfants de 5 kg et plus (11) indication
élargie en Novembre 2015(12). Malgré qu’elle ne soit pas a nos jours recommandée par
I’OMS, le Pyramax a prouvé son efficacité et son innocuité dans les pays hyper endémiques
ou les autorités compétentes nationales 1’ont autorisé a travers des études cliniques menées en
Afrigue et en Asie (13-16).

Depuis 2002, les CTAs sont sur le marché malien. Quant au Pyramax, en 2015 le Mali a
activement participé aux essais cliniques de phase IlIb/IV a travers le projet WANECAM
(13) portant sur I’efficacité et I’innocuité de la nouvelle CTA avec des sous études. Les
résultats de ces études ont révélé que la combinaison Artésunate-Pyronaridine était efficace
contre le paludisme non compliquée & P. falciparum et fut proposé comme une alternative de

retraitement dans les cas de multi résistances du parasite face aux autres antipaludiques (11).

Afin de lutter contre 1’émergence de la résistance aux dérivés de 1’artémisinine, I’OMS dans
sa politique a mis en place en Janvier 2011 un plan spécifique GPARC (Global Plan for
Artémisinine Resistance Containment) dont deux des objectifs consistent en la surveillance de
I’efficacité des antipaludiques et en la recherche sur la résistance aux dérivés de
I’ Artémisinine(17). Cette surveillance doit cependant étre maintenue et renforcée. Au Mali, le
Pyramax est la derniére CTA a avoir I’autorisation de mise sur le marché au Mali. Donc, il
serait important d’évaluer son efficacité dans différentes localités du Mali. Basée sur les
études antérieures (Sagara et al., 2016), notre hypothése était que la Pyronaridine-Artésunate a

3
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une efficacité non corrigée supérieure a 92% pendant un suivi de 28 jours. C’est dans cette
optique que nous avons mené une étude prospective afin d’évaluer 1’efficacité du Pyramax sur

un de nos sites d’étude de Faladje ou I’infection a P. falciparum est prédominante.
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Il. OBJECTIFS

Il. 1. Objectif général
Evaluer 1’efficacité de la Pyronaridine-Artésunate dans le traitement du paludisme non

compliqué chez la population &gée de 6 moins et plus & Faladjé, Kati.

I1. 2. Objectifs spécifiques

1. Déterminer la réponse clinique et parasitologique adéquate de la combinaison
Pyronaridine-Artésunate a 28 jours de suivi avant et aprés la correction moléculaire ;

2. Mesurer le temps de la clairance parasitaire aprés traitement a la combinaison
Pyronaridine-Artésunate ;

3. Mesurer le temps de la clairance de la fiévre apres traitement a la combinaison
Pyronaridine-Artésunate ;

4. Déterminer 1’association entre le traitement a la Pyronaridine -Artésunate et I’anémie ;

5. Déterminer le taux de portage des gamétocytes chez les sujets traités au cours du suivi

apres traitement a la Pyronaridine- Artésunate.
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I11. GENERALITES SUR LE PALUDISME
I11. 1. Historique

Le paludisme est une maladie qui touche non seulement les humains mais aussi certains
animaux. Malgré les efforts mondiaux pour son éradication, il continue de 6ter de nombreuses
vies humaines quelle que soit leur race ou leur origine(18) ainsi sur les économies, ce qui
constitue un véritable fléau pour les pays en développement. Le paludisme (du latin paludis
qui signifie marais), appelé aussi malaria, est une parasitose due a un protozoaire transmis
par la piqire de la femelle d’un moustique, 1’anophéle, qui provoque des fievres
intermittentes(19) . Les écrits rapportés de différentes périodes de notre longue histoire
indiquent que le paludisme a été présent dans la plupart des grandes civilisations humaines,
méme les plus anciennes. L’apparition de la maladie pourrait remonter a 1’origine méme de
I’homme en Afrique, avant de s’étendre vers 1I’Europe et 1’Asie(20) . L’origine de la maladie
est peu documentée mais selon les fouilles archéologiques, 1’expansion du paludisme
concorderait avec I’apparition de I’agriculture (21).C’est au IVe siécle avant J.C que
Hippocrate a réalisé ses premiéres descriptions cliniques des fiévres palustres en évoquant la
triade classique frissons-sueur-fiévre selon des séquences quotidiennes, tierces ou quartes .
Quelques années plus tard, les Grecs et les Romains ont révélé une corrélation étiologique
entre les fievres intermittentes et la proximité de marécages (21). Il a fallu attendre le 06
novembre 1880 pour qu’un médecin de I’armée frangaise Alphonse Laveran découvre la
cause du paludisme a I’hopital militaire de Constantine (Algérie) et regoit ainsi le Prix Nobel
de physiologie et de médecine en 1907 (18), il décrit en ces mots les éléments qu’il observa «
des corps sphériques, de volume variable, pigmentés, doués de mouvements amiboides, et
des corps en croissant pigmentés » dés lors il n’eut plus aucun doute qu’il s’agissait de
parasites, il confirma la nature parasitaire de ces éléments en 1880 a 1’hdpital militaire de
Constantine aprés découverte dans le sang d’un malade atteint de paludisme des éléments
filiformes ressemblant a des flagelles qui s'agitaient avec une grande vivacité, en déplacant
les hématies voisines . C’est ainsi qu’il appela le parasite Oscilliaria malariae puis nommé
Plasmodium en ltalien (22). 1l faut cependant souligner que son prédécesseur Ronald Ross
qui recut le méme honneur cing ans plus t6t avait déja prouvé que la transmission du
paludisme chez les oiseaux était due a un moustique et que les moustiques (anophéles) étaient
les vecteurs de la malaria (18). En 1898, Grassi décrivit le cycle de transmission complet du
parasite et prouva que le paludisme est transmis a I’homme par des moustiques du genre

Anophéles (23). Successivement, furent mis en évidence les espéces P. falciparum (Welch,
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1897) ; P. vivax (Grassi et Leletti, 1890) ; P. malariae (Laveran, 1891) et P. ovale (Stephens,
1992). La phase de division dans le foie précédant la phase érythrocytaire a été décrite en
1947 par Henry Shortt et Cyril Garnham (24). Trente ans aprés William Trager et J.B. Jensen
développérent une technique de culture en continue des parasites responsables du paludisme
(TRAGER et JENSEN, 1976). Ainsi la séquence compléte du génome de Plasmodium
falciparum fut élucidée en 2002 (25).

I11. 2. Cycle évolutif du Plasmodium

Le cycle du Plasmodium est assez complexe et nécessite deux hotes a savoir :

v_ Un héte intermédiaire I'homme chez qui s'effectue la totalité du cycle asexué ou
schizogonique, se déroulant lui-méme en une phase intra hépatique ou schizogonie hépatique
et une phase intra-érythrocytaire ou schizogonie endo érythrocytaire.

v" Un hote définitif et vecteur, le moustique chez qui s’effectue le cycle sexué ou phase
sporogonique.

I11. 2.1. Agents pathogénes

Les parasites du paludisme sont des protozoaires unicellulaires appartenant au plylum des
Apicomplexa (sporozoaires). lls se développent autant chez I’homme (multiplication asexuée)
que chez le moustique (multiplication sexuée). Les plasmodies changent sans cesse de formes
et de taille selon les stades du cycle évolutif (26). Le paludisme est la conséquence de
I’infection par 1’une ou plusieurs des espéces plasmodiales suivantes (27):

v' Plasmodium falciparum, responsable de la fiévre tierce maligne,

v Plasmodium vivax, responsable de la fiévre tierce bénigne avec une distribution plus
étendue que P. falciparum, sauf en Afrique subsaharienne,

v' Plasmodium ovale curtisi et Plasmodium ovale wallikeri responsables de la fiévre tierce
bénigne,

v Plasmodium malariae, responsable de la fievre quarte bénigne,

v Plasmodium knowlesi, responsable du paludisme du singe, a été retrouvée comme infection

humaine a fievre irréguliére dans quelques pays d'Asie du sud-Est.
I11. 2.2. Vecteurs

La transmission du paludisme a ’homme est assurée par 1’anophéle femelle qui a une activité
maximale comprise entre le crépuscule et le petit matin. Ainsi I’intensité de la transmission
est dépendante des facteurs liés au parasite, au vecteur, a ’hote humain et a I’environnement
(28). En Afrique trois principales espéces de moustiques sont incriminées dans la transmission

du paludisme a ’homme qui sont : Anopheles gambiae, Anopheles arabiensis et Anopheles
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funestus (29).

g
Figure 1: Anopheles gambiae

Source : Anopheles gambiae — Wikipédia (wikipedia.org)
I11. 2.3 La phase asexuée chez I’homme

I11. 2.3.a. La schizogonie hépatique

Il s’agit du cycle de reproduction asexuée qui se déroule dans les hépatocytes parasités (27).
Le cycle commence par la piqure de 1’anoph¢le femelle, qui via ses glandes salivaires inocule
le plasmodium a I’homme sous forme de sporzoites(30), cellules infectantes caractéristiques
de tous les sporozoaires. Les sporozoites se dirigent ensuite vers le foie via le systeme
vasculaire en traversant le tissu endothélial pour infecter les cellules hépatiques et enclencher
une prolifération(31), d’autres siegent dans le foie pendant des mois voire méme des années
prenant ainsi le nom de hypnozoites avant de migrer dans la circulation sanguine. C’est la
phase hépatique qui conduit a la production de plusieurs schizontes par hépatocyte.
L’éclatement de 1’hépatocyte qui devient de plus en plus gros par le Schizonte va libérer de
nombreux mérozoites qui migreront via la voie sanguine vers les hématies. Cette phase est
asymptomatique et varie en durée d’une espéce a une autre. Les sporozoites de P. vivax et P.
ovale peuvent rester a 1’état de dormance dans les hépatocytes sous la forme d'hypnozoites
pendant des mois voire méme des années avant de se développer(32).

10
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I11. 2.3.b. La schizogonie endoérythrocytaire

Les meérozoites, une fois dans le sang pénétrent dans les érythrocytes et initient une réplication
asexuée pendant laquelle le parasite se nourrit de la cellule hote, insere ses protéines dans la
paroi érythrocytaire et détoxifie les produits de dégradation de 1’hémoglobine en hémozoine
lui permettant ainsi de se développer en trophozoites « ring » puis en schizontes matures ou
corps en rosace aprés maturation. Ainsi la rupture de la membrane du globule rouge par le
Schizonte mature libere des mérozoites qui réinfectent rapidement des hématies saines. Cette
étape dure 48 Heures pour le P. falciparum, le P. vivax et le P. ovale, 72 Heures pour le P.
malariae et 24 Heures pour le P. knowlesi. Sous I’influence de facteurs de stress, apparaissent
dans les hématies des formes sexuées : les gamétocytes males et femelles(33).

I11. 2.4. La phase sexuée chez le moustique

Pendant le cycle sanguin asexue, certains mérozoites se différencieront en formes sexuées
appelées gamétocytes (27) . L’anophele femelle lors de son repas sanguin sur un paludéen
absorbe des trophozoites, des schizontes, des rosaces, et des gamétocytes. Les éléments
asexués sont digérés et seuls les gamétocytes ingérés poursuivent le cycle. Au niveau de
I’estomac de I’insecte, les gamétocytes femelles évoluent en une macrogamete sans division
nucléaire et le gamétocyte male subit une ex flagellation qui donne plusieurs gamétes males
mobiles qui finiront par féconder les gameétes femelles. 1l en résulte un zygote mobile appelé
ookinete, qui aprés avoir traversé I'épithélium intestinal, s’arréte sur la face externe du gastre,
devient oocyste. Les oocystes se deviennent des sporozoites qui migrent dans les glandes
salivaires ou ils s'accumulent, rendant ainsi la femelle d’anophéle infectieuse préte a infecter
un autre héte humain. Généralement, chez I’anophéle 1’ensemble du cycle se déroule en 10 a

20 jours, suivant la température et I’espéce plasmodiale en cause (34).

11
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Figure 2: Cycle de développement du Plasmodium particulierement de

falciparum chez I’homme et le moustique
Source : http://www.cdc.gov/malaria/about/biology/ visité le 24-08-20

I11. 3. Physiopathologie

Bien que son impact dans certains organes ait été clairement défini, la physiopathologie du
paludisme reste encore jusqu’a nos jours incomplétement compris. Elle peut étre divisée en
acces palustre non compliqué et en acces pernicieux.

I11. 3.1. Acces palustre non compliqueé

Les symptdbmes du paludisme commencent a se développer & partir du stade intra
érythrocytaire du cycle de developpement du parasite. La fiévre, principal symptdome de
I’accés palustre non compliqué est dle a 1’éclatement des rosaces qui libérent dans le torrent
circulatoire du pigment malarique (hémozoine) ; celui-ci se comporte comme une véritable

substance pyrogene. L’éclatement des rosaces conduit a la lyse des hématies ce qui peut

12
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contribuer a I’anémie. Le foie intervient par 1’activité phagocytaire des cellules de Kuppfer, et

par la transformation de 1’hémoglobine libérée en bilirubine libre, d’ou le subictére (35).

I11. 3.2. Acces pernicieux

Défini selon I’OMS par la détection de formes asexuées du parasite sur un frottis sanguin et la
présence d’au moins un des critéres suivants (36):

> En clinique (prostration, troubles de la conscience, détresse respiratoire, convulsions
répétées, collapsus pulmonaire, saignements anormaux, ictere, hémoglobinurie)

> [Et en laboratoire (anémie séveére, hypoglycémie, acidose, insuffisance rénale,
hyperlactémie, hyperparasitemie)

Seule 1’espeéce Plasmodium falciparum est responsable de I’accés pernicieux qui est
essentiellement le résultat de la séquestration des hématies parasitées dans les vaisseaux au
niveau des différents organes, en particulier du cerveau. IL y a donc une formation de rosettes
par adhérence des hématies parasitées entre elles et avec des hématies saines. En effet, la
présence de tubérosités (ou knobs), a la surface des hématies ralentit la circulation par des
phénomenes d'auto agglutination et de cytoadhérence par des ligands réagissant avec des
récepteurs des endothéliums vasculaires. Ceci provoque une anoxie, provoguant une
obnubilation puis un coma fébrile. Cependant certaines hypothéses sont émises pour expliquer
la physiopathologie du paludisme grave (37):

» Une augmentation de la perméabilité de la barriere méningée entrainant une fuite du
liquide céphalorachidien et un cedéme cérébral ;

» Seécrétion de cytokines pro-inflammatoires (TNF et IL-1)

> Des phénomenes immuno-pathologiques avec dép6t d’immuns complexe ;

> Le phénomene de cytoadhérence de certaines souches de Plasmodium falciparum lié a la
présence de protubérances particuliéres (knobs) qui les rendent adhérents aux cellules
endothéliales des capillaires cérébraux et encombrent la lumiere vasculaire (38).

I11. 4. Les manifestations cliniques

Le paludisme et ses complications sont la résultante d'une cascade d'évenements
physiopathologiques, influencés a la fois par le parasite et les facteurs liés a I'n6te (y compris
I'immunité et les facteurs de susceptibilité génétiques). L’accés palustre a P. falciparum se
présente dans la grande majorité des cas par un tableau infectieux non spécifique d’aspect
pseudo-grippal caractérise par de la fievre, des frissons et des douleurs abdominales. Ces
symptodmes apparaissent au bout de 7 jours ou plus (généralement 10 a 15 jours) apres la

piqlre infectante du moustique. Nous distinguons le paludisme de primo-invasion, 1’accés de
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reviviscence, 1’acces pernicieux ou neuropaludisme, le paludisme viscéral évolutif et la fievre
bilieuse hémoglobinurique.

I11. 4.1. Le paludisme de primo-invasion

Caractérisé par une fievre allant de 39°C a 40°C, il s’accompagne de myalgie et de céphalées
brutale. Cette fievre diminue d’intensité (frisson et sueur) aprés quelque temps. CeS signes
s’accompagnent souvent de petits troubles digestifs de type « embarras gastrique » (nausee,
vomissement et/ou diarrhée). L’hémolyse se traduit souvent de fagon différée par la paleur, le
sub-ictére ou 1I’hépato-splénomégalie.

Source : Le paludisme simple : acces de primoinvasion & P. falciparum (123dok.net),
consulté le 05-09-2022

I11. 4.2. Acces de reviviscence

Il s’observe avec 1’acquisition d’un certain degré d’immunité et correspond aux crises
schizogoniques toutes les 48 heures (P. falciparum, P. ovale, P. vivax) ou 72 heures (P.
malariae). Caractérisées par un grand frisson inaugural, une fievre a 40°C durant quelques
heures puis de sueurs profuses, les crises surviennent toutes les 48 heures (fiévre tierce) ou 72
heures (fievre quarte) selon I’espéce en cause. La périodicité manque souvent en raison d’un
poly parasitisme. Seule la fievre tierce a P. falciparum est susceptible d’évoluer vers un
paludisme cérébral (39).

I11. 4.3. Paludisme viscéral évolutif

Il survient chez les sujets jeunes vivant en zones endémiques, insuffisamment ou non
prémunis et se soumettant a une chimio prophylaxie incorrecte. La splénomégalie en est le
signe majeur associée a une hépatomégalie. Les signes généraux (fébricule intermittente,
asthénie, amaigrissement) et d’hémolyse (paleur, ictére) sont trés variables, allant d’une forme
pauci symptomatique a une forme qui pourrait se confondre avec une leucémie(39).

I11. 4.4. La fievre bilieuse hémoglobinurique

Elle se manifeste par une réaction immuno-allergique grave qui survient classiquement chez
les sujets qui se soumettent irréguliérement a un traitement ou probablement une prophylaxie
aux sels de quinine (40). La fiévre bilieuse hémoglobinurique a été rapportée apres
I’administration de 1’halofantrine (41,42). Le début est brutal avec une hémolyse intra
vasculaire chez le patient aprés un traitement aux sels de quinine. La symptomatologie est
essentiellement rénale et allergique. La douleur est trés intense en barre autour de la ceinture
pelvienne. Les rares urines émises sont particulierement rouges et foncées. Cette forme

nécessite une réanimation.
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I11. 4.5. Le neuropaludisme et autres formes graves

P. falciparum est le plus souvent responsable de cette forme. Les sujets non immuns et les
enfants de moins de 5 ans constituent sa couche de prédilection et sans traitement 1’évolution
se fait inéluctablement vers la mort (43). L’OMS a établi des critéres qui, isolés ou associés,
font poser le diagnostic du paludisme grave et compliqué permettant ainsi une meilleure prise
en charge(44). 11 s’agit de la présence des formes asexuees de P. falciparum dans le sang
associé a 1’un des signes suivants :

e Neuropaludisme : Score de Blantyre <2 ou score de Glasgow <9

e Troubles de la conscience : Score de Blantyre <5 et > 2 ou score de Glasgow < 15 ou > 9

e Convulsions répétées >1 /24 heures

e Prostration : extréme faiblesse (incapacité de se tenir droit)

e Vomissements itératifs

e Syndrome de détresse respiratoire

e Ictére clinique

e Acidose métabolique : bicarbonates plasmatiques <15 mmol/L Lactatémie > 5 mmol/L

e Anémie grave (Hb< 5g/dl, Ht<15%)

e Hyperparasitémie > 4% chez le sujet non immun, ou > 20% chez le sujet immun

e Hypoglycémie (glycémie < 2,2 mmol/L)

e Hémoglobinurie macroscopique

e Insuffisance rénale : diurése <400 ml/ 24h ou créatinémie > 265uM chez 1’adulte ; diurése

A

12 ml/ kg/ 24h ou créatinémie élevée pour I’age chez I’enfant

Collapsus circulatoire : Tension Artérielle Systolique < 50 mmHg avant 5 ans, TAS < 80
mmHg apres 5 ans.

e Hémorragie anormale

e (Edeme pulmonaire (radiologique).

I11. 5. Resistance au paludisme

Il s’agit d’un état réfractaire d’origine héréditaire qui résulte de la présence chez 1’homme
d’une substance non favorable au développement du parasite ou de 1’absence de récepteurs
impliqués dans la pénétration du parasite dans les cellules hotes. Les facteurs de cette
résistance sont présents dans la membrane des érythrocytes ou a I’intérieur de ces cellules et
s’observent généralement avec les cas de la drépanocytose, de thalassémies et du déficit en

G6PD ou il y a une inhibition du développement plasmodial (45-48).
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[11. 6. Immunité anti palustre

L’infection du plasmodium induit des réponses immunitaires de la part du systéme
immunitaire regroupées en réponses pré-érythrocytaires genéralement constituées de réponses
cellulaires contre les hépatocytes infectés, qui inhibent le développement du parasite
intracellulaire et en réponses érythrocytaires qui provoquent lors de I’invasion des hématies
par des parasites des modifications importantes de leur surface membranaire, résultant de
I’exposition de multiples molécules parasitaires. Chez les populations des régions ou le
paludisme est endémique, I’infection palustre induit de fortes réponses immunes humorales.
Aprés plusieurs années d'infections répétées, ’homme peut acquérir une immunité appelée
prémunition qui devient labile en I'absence de contacts fréquents entre I'étre humain et le
parasite (49,50).

I11. 7. Diagnostic biologique

Actuellement, différentes méthodes diagnostiques du paludisme sont disponibles. Cependant,
I’examen microscopique d’un frottis sanguin et d’une goutte épaisse demeure la méthode de
référence (51) pour le diagnostic du paludisme dans les pays en développement et est surtout
recommandé pour le suivi des sujets inclus dans le protocole OMS de I’efficacité
thérapeutique des antipaludiques. Le diagnostic est d’abord clinique puis confirmé par un
diagnostic biologique afin de réduire I’utilisation des antipaludiques dans le traitement
injustifié pour des fiévres non palustres (52). Ainsi un diagnostic précoce et un traitement
efficace conférent a une meilleure prise en charge des cas de paludisme.

I11. 7.1. Diagnostic direct

Le diagnostic direct met en évidence le Plasmodium dans le sang circulant. Le sang est
recueilli par ponction veineuse sur tube contenant un anticoagulant (EDTA) ce qui permet de
multiplier les techniques diagnostiques avec le méme prélévement. C’est un diagnostic fiable
regroupant les méthodes suivantes (53-55): la goutte épaisse, le frottis sanguin , le
quantitative Buffy Coat test (QBC), les tests de diagnostic rapide (tests
immunochromatographiques), la technique LAMP et la PCR qui est plus spécialisée et
couteuse. Les étalements peuvent également étre réalisés a partir d’un prélévement capillaire
par piqlre au bout du doigt ou du talon pour les bébés.

L’association goutte épaisse/ frottis mince reste la méthode de référence permettant
I’identification et la quantification des espéces plasmodiales. C’est une technique de
concentration qui consiste a étaler 5-10uL de sang (Goutte épaisse) au milieu d’une lame

porte objet. Apres séchage la lame est fixée au méthanol séché puis colorée ou GIEMSA
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préparé a 10% (15-20 mn), puis la lecture est faite au microscope a 1’objectif 100 en
immersion. Ainsi le noyau du Plasmodium est coloré au rouge vif et le cytoplasme en bleu
(51).

I11. 7.2. Diagnostic indirect

Les méthodes de diagnostic indirect recherchent les anticorps dans le sérum du malade,
indicateurs d’une infection antérieure (persistance des anticorps méme apres 1’infection) elles
sont donc sans valeur diagnostique réelle dans les zones d’endémie palustre. Parmi ces
méthodes, il y a : ’immunofluorescence indirecte, 1’hémagglutination passive et le test Elisa
(55).

I11. 8. Les stratégies de lutte contre le paludisme au Mali

I11. 8.1 Les mesures curatives

Conformément aux recommandations de I’OMS, le Programme National de Lutte contre le
Paludisme au Mali (PNLP) a établi des directives nationales pour la prise en charge des cas de
paludisme(56).

v" Pour le traitement du paludisme simple, les CTAs demeurent les plus efficaces car elles
permettent de traiter efficacement le paludisme en 3 jours par voie orale. Sont indiquées :

o Artémether 20mg — Luméfantrine 120mg comprimé : 5kg a 34kg

e Artémether 80mg — Luméfantrine 480mg comprimé : > 35kg et adultes

e Artésunate 25mg —Amodiaquine 67.5mg comprimé : > 4,5kg a <9kg

e Artésunate 50mg —Amodiaquine 135mg comprimé : > 9kg a <18kg

e Artésunate100mg —Amodiaquine 270mg comprime : > 18kg et plus

e Dihydroartémisinine 20mg — Pipéraquine 160mg comprimé : 5kg a < 13kg

e Dihydroartémisinine 40mg — Pipéraquine 320mg comprimé : 13kg a > 75kg

e Artésunate 20mg — Pyronaridine 60mg sachet : 5kg a < 20kg

e Artésunate 60mg — Pyronaridine 180mg comprimé : 20kg a > 65kg

v’ Le traitement du paludisme grave et compliqué repose sur deux éléments essentiels a
savoir le traitement d’urgence des complications et le traitement spécifique antipaludique
avec :

e Artésunate injectable IV et IM

e Artémether injectable IM

e Quinine injectable IM ou IV en perfusion glucosée a 10%

Le traitement sera ensuite complété par voie orale avec une CTA dés que I’état du malade le

permettra.
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Dans les zones périphériques ou le plateau technique ne permet pas la prise en charge du cas
grave, un traitement pré transfert est sollicité qui consiste a administrer une premiere dose
d’antipaludique efficace par voie parentérale ou rectale avant de transférer le malade dans une
structure sanitaire pour une prise en charge.

I11. 8.2. Les mesures préventives

Les mesures préventives permettent la protection soit contre I’infection soit contre le
développement de la maladie chez les personnes infectées. Cependant dans le but de renforcer
les mesures de prévention, de diagnostic et de traitement du paludisme ’OMS a recommandé
en Octobre 2021 I’utilisation du vaccin antipaludique RTS,S/AS01 (RTS,S) , recommandation
fondée sur les résultats d’un programme pilote en cours au Ghana, au Kenya et au Malawi qui
a permis d'atteindre plus de 800 000 enfants depuis 2019(57). Au Mali, les grands axes focaux
de la lutte contre le paludisme recommandés par I’OMS sont(58) :

e La lutte antivectorielle : L’utilisation des moustiquaires imprégnées d’insecticides,
I’utilisation de bio larvicides pour la destruction des gites larvaires ; la pulvérisation intra
domiciliaire ;

e Le Traitement Préventif Intermittent (TPI) avec la Sulfadoxine-Pyriméthamine pendant la
grossesse entre le 4®M mois et I’accouchement qui consiste a administrer chez les femmes
enceintes six doses de SP pendant les deux derniers trimestres de la grossesse a raison d’une
dose chaque mois.

e La Chimio prévention du paludisme saisonnier (CPSe) chez les enfants de 3 a 59 mois qui
consiste a administrer quatre doses de SP et Amodiaquine (AQ) a un mois d’intervalle
pendant la période de haute transmission (Juillet-Octobre-Novembre).

I11. 9. Les antipaludiques

Les antipaludiques se présentent selon plusieurs classifications mais les plus classiques sont
celles adoptées par ’OMS.

I11. 9.1 Selon le mode d’action des antipaludiques

a. Schizonticides

La plupart des anti- malariques (antipaludiques) sont des schizonticides (ou schizontocides).
IIs ont une action sur les formes asexuées endo-érythrocytaires. 1ls suppriment (traitement
curatif) ou préviennent (prophylaxie suppressive) I’apparition des symptomes(59,60). Les
schizonticides comprennent un antipaludique naturel, la quinine et de nombreux
antipaludiques de synthése. Ce sont des lysosomotropes, des antimétabolites et des

antibiotiques. On distingue
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< Les schizonticides sanguins : ils attaquent directement les schizontes dans la
circulation générale, empéchant ainsi I’infection des nouveaux globules rouges.

< Les schizonticides tissulaires : ils agissent surtout pendant la phase hépatique et
peuvent de ce fait étre utilisés en prophylaxie pour prévenir 1’invasion sanguine des parasites
(59).

b. Les gamétocytocides

IIs détruisent les formes sexuées des parasites, capables d’assurer la transmission de
I’infection au moustique, permettant ainsi son interruption(59).

c. Sporontocides

IIs n’ont pas d’effet direct sur les gamétocytes présents dans le sang humain mais ils bloquent
le cycle sporogonique chez le moustique(59).

I11. 9.2. Selon la structure chimique des antipaludiques

% 4-méthanolquinoléine : (quinine, méfloquine et Luméfantrine) ; ces médicaments sont des
schizonticides sanguins d’action rapide. La quinine et ses isomeres agissent également contre

les gamétocytes de la phase sanguine du P. vivax et P. malariae.

e Quinine : CyoH4N,0;

CH=—CH,
CIIHz
HO CH
N .
CH N
H.CO
X
-
N

L’Hydrate de methoxy-6 ethenyl-3 rubanol-9 ou méthyle cupréine
Source : Quinine.pdf /consulte le 23/08/2022
Figure 3: Structure de la Quinine

v Mécanisme d’action :
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Comme pour tous les antipaludiques, le mécanisme d’action exact de la quinine garde encore
quelques mysteres. Ce produit se concentre dans le plasma et se fixe sur les hématies dans
lesquelles il pénétre. Il intervient manifestement dans 1’hématozoaire en s’intercalant dans
I’ADN ; mais aussi sur plusieurs sites ce qui expliquerait la rareté des résistances. L’¢lément
actif de la molécule est probablement le noyau benzénique, oxyquinoléique, que I’on retrouve
dans les amino-quinoléines. La quinine bloque le cycle schizogonique au niveau des
mérozoites libres dans le plasma ou encore des trophozoites avant leur transformation en
schizontes. C’est un produit préconisé dans le traitement des acces palustres méme en zone de
chloroquinorésistance.

v Formulation :

Utilisée par voie orale, injectable ou rectale, la quinine est un antipaludique naturel (61)

v Pharmacocinétique :

La quinine est rapidement et presque completement absorbée par voie digestive ; le pic de
concentration plasmatique est obtenu en une a trois heures. Prés de 70 % de la quinine
plasmatique sont liés aux protéines. La quinine est en majorité métabolisée en métabolite
inactif par le foie. La quinine est éliminée dans les urines et disparait presque totalement en
24 heures apres l'arrét du traitement. Le passage transplacentaire et les taux dans le lait sont
faibles. De petites quantités pénétrent dans le liquide céphalorachidien. La pharmacocinétique
de la quinine est caractérisée par une grande variabilité de I'absorption orale, de la liaison
protéique, du volume de distribution et de la clairance métabolique (par le cytochrome P450
3A4) en fonction des individus, de la gravité et de I'évolution de la maladie. Le métabolisme
conduit & un métabolite actif, la 3- hydroxy-quinine. En I'absence de dose de charge, I'état
stable des concentrations plasmatiques n'est atteint qu'en 2 a 3 jours (62).

v’ Utilisation :

Elle peut s’utiliser par voie orale ou parentérale (IM ou IV). Elle reste le traitement d’urgence

par excellence de 1’acces pernicieux.
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® Méfloquine : C17H16F6N20

T
HOCCH, CH,NIC, Hyl,

Cl

HCI

Cf; Cl

[2,8-bis(trifluoromethyl)quinolin-4-yl] -piperidin-2-ylmethanol
Source : Mefloquine | C17H16F6N20 - PubChem (nih.gov) /
Modifié le 20-08-2022

Figure 4 : Structure de la Méfloquine

v' Mécanisme d’action :

Leur mécanisme d’action est trés proche de celui de la quinine en se fixant sur des
phospholipides de la membrane érythrocytaire, et surtout a la ferriprotoporphyrine IX. Des
récepteurs communs a la quinine, et sans doute a la chloroquine, pourraient rendre compte de
certains retards d’efficacité de la méfloquine ou de I’halofantrine lorsque ces substances ont
¢té préalablement administrées.

v Formulation :

Méfloquine (LARIAM®) : disponible uniquement en comprimé voie orale,

v Pharmacocinétique :

La méfloquine est une molécule trés lipophile dont 1’absorption est améliorée par la prise
concomitante d’un repas riche en lipides. La méfloquine est li¢e a plus de 98 % aux protéines
plasmatiques. Elle est métabolisée au niveau hépatique, notamment par le cytochrome P450
3A4, en derivés inactifs. Sa demi-vie d’élimination moyenne est de 3 semaines. L’infection
non compliquée ne modifie pas 1’absorption de la méfloquine ; en revanche, le volume de
distribution et la clairance sont diminués, ce qui explique que les concentrations soient plus

¢levées. Des résultats opposés ont été retrouvés dans un contexte d’infection sévére a P.
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falciparum, avec une diminution des concentrations par rapport aux données décrites chez le
volontaire sain. Néanmoins, toutes ces modifications pharmacocinétiques ne durent que
quelques jours, le temps de guérir I’infection. Les concentrations de méfloquine diminuent en
fin de grossesse. Chez I’enfant, les parametres pharmacocinétiques sont proportionnels au

poids corporel(63)
v Utilisation :
La méfloquine se présente sous forme de comprimés, utilisés en traitement curatif ou en

chimio prophylaxie.

e Luméfantrine : : C3oH3,CIsNO
HO NN

fowel

Cl

2-(dibutylamino)-1-[(92)-2,7-dichloro-9
[(4chlorophényl)méthylidene]fluorene-4 yl]éthanol

Source : Lumefantrine | C30H32CI3NO - PubChem (nih.gov)/

Modifie le 20-08-2022

Figure 5 : Structure de la Luméfantrine
v’ Mécanisme d’action :
La luméfantrine fait partie des amino-alcools qui sont de tres bons schizonticides. Elle
interagirait comme les autres amino-alcools avec une protéine membranaire du globule rouge
(la stomatine) et serrait transférée dans le parasite par une voie de recapture des
phospholipides exogenes (64). Si le mode d’action des amino-4-quinoleines est connu, les

bases moléculaires qui sous-tendent 1’effet des amino-alcools ne sont pas encore totalement

élucidées.
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v Formulation :

Uniquement disponible sous forme de préparation orale dans laquelle elle est associée a

I’artéméther : Comprimés contenant 20 mg d’artéméther et 120 mg de luméfantrine.
v Pharmacocinétique :

La biodisponibilit¢ orale est variable et hautement dépendante de 1’administration
concomitante d’aliments gras (65)(66). L’absorption augmente de 108% aprés un repas et est
plus lente chez les malades présentant un accés palustre aigu que chez les convalescents. Le
pic des concentrations plasmatiques s’observe environ 10 heures aprés administration. Sa

demi-vie d’élimination est d’environ 3 jours.

v Utilisation :

Elle est utilisée dans le traitement, le contréle, la prévention, et I'amélioration du paludisme.
< 4-aminoquinoléines : (chloroquine, amodiaquine et hydroxychloroquine,
pyronaridine) ; ce sont des schizonticides sanguins d’action confrontée aujourd’hui a des

résistances des parasites d’ou leur abandon progressif au profit d’autres substances.

« Pyronaridine : Cy9H3,CIN50O,

HNéco

2-Methoxy-7-chloro-10-(3",5'-bis(pyrrolin-1-ylmethyl) -4
hydroxyphenylamino) benzo(b)-1,5-naphthyridine
Source : Pyronaridine.pdf / Consulté le 23-08-2022
Figure 6: Structure de la Pyronaridine

v’ Mécanisme d’action :
La pyronaridine est le premier dérivé benzonaphthyridine synthétisé en 1970 en chine.
Pendant 30 ans elle fut utilisée en Chine pour le traitement du paludisme en

monothérapie(67). Plus récemment 1’intérét accordé a la pyronaridine a été renouvelé comme
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¢tant un partenaire possible des dérivés de I’artémisinine dans les CTAs. Elle existe sous la
forme base et sel, agit par Inhibition de la topoisomérase IT de I’ADN. L’action se fait au
niveau de la vacuole digestive en inhibant la bio cristallisation de I’héme.

v Pharmacocinétique :

L’absorption aprés administration orale ou intramusculaire(67) de la pyronaridine est rapide et
le temps de demi-vie plasmatique aprés des doses répétées est de 194.8 +47,8 h(68). Les
concentrations plasmatiques de la pyronaridine sont dose dépendante. La demi-vie
d’élimination de la pyronaridine a été estimée a 13,2 jours(67) chez les adultes atteints du
paludisme et de 9,6 jours(69) chez les enfants.

v Formulation :

Capsules de 50mg et 100mg, en combinaison thérapeutique Pyronaridine (180mg) /Artésunate
(60mg)

v Utilisation :
Utilisé en association pour le traitement du paludisme non compliqué a P. falciparum et au

stade sanguin de P. vivax
< 8-aminoquinoléines : primaquinine et tafénoquine, ce sont des schizonticides

tissulaires. Ils agissent également a d’autres étapes du cycle de vie des parasites.

e Primaquine : C15H27N3OgP;

NH;

HN
N -
| -~
T T D
4-N-(6-méthoxyquinoléine-8-yl) pentane-1,4-diamine ; acide phosphorique
Source : https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=PRIMAQUINE/

Modifié le 20-08-2022

Figure 7 : Structure de la Primaquine
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v Mécanisme d’action :

Le mécanisme d'action n'est pas bien compris. Il peut agir en générant des especes reactives
d'oxygeéne ou en interférant avec le transport des électrons dans le parasite.

Lorsqu'une personne est infectée par le paludisme, les parasites du paludisme se déplacent
vers le foie pour atteindre leur maturité. Lorsqu'ils sont matures, les parasites entrent dans la
circulation sanguine, ou ils provoquent des symptdmes. Certains types d'infections palustres
peuvent rester dans le foie pendant des mois, voire des années, et provoquer des rechutes
répétées, ou le retour des symptdmes. Les deux medicaments sont actifs sur les hypnozoites
hépatiques et les gamétocytes sanguins.

v Formulation :

Existe genéralement sous forme de comprimés.

v Pharmacocinétique :

La Pharmacocinétique moins étudiée.

Absorption, destin et excrétion : Elle est bien absorbée aprés administration orale et
rapidement métabolisé. Sa demi-vie d'élimination est d'environ 6 heures. Les métabolites de la
primaquine ont des propriétés oxydantes et peuvent provoquer une hémolyse chez les patients
déficients en glucose-6-phosphate déshydrogénase (G6PD).

v Utilisation :

La primaquine est utilisé sur les formes sexuée du Plasmodium mais aussi sur les hypnozoites
pour prévenir les rechutes d'infections dues a P. vivax et P. ovale (traitement) et comme
gamétocytocide afin de réduire la transmission de P. falciparum dans les régions ou le
paludisme est endémique(70). Utilisé aussi chez les voyageurs pour la prévention.

< Biguanides : (proguanil et chlorproguanil) Ils possédent une action lente. Ce sont des
schizontocides tissulaires avec une activité sporontocide. Ces médicaments inhibent la

synthese des folates parasitaires (nécessaires pour la synthése des acides nucléiques).
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e Proguanil : C11H16CINs

H H H
N N._ _CH;

N
NH NH CH,
Cl

(1E) -1-[amino-(4-chloroanilino) méthylidéne] -2-propan-2-ylguanidine

Source : Proguanil | C11H16CIN5 - PubChem (nih.gov)
Modifié le 20-08-2022
Figure 8: Structure du Proguanil

v’ Mécanisme d’action :

Pro- drogue agissant a travers le cycloguanil.

Il fait partie des biguanides avec une activité schizontocide surtout sur P. falciparum, I’action
est lente et se fait par inhibition spécifique de la Dihydrofolate réductase (DHFR) de
I’hématozoaire. La DHFR est une enzyme clé¢ du métabolisme de 1’acide folique en acide
tétrahydrofolique, facteur essentiel qui intervient dans les réactions de transfert de
groupement monocarboné lors de la biosynthese des purines, pyrimidines et protéines.

v Formulation :

Uniquement sous des formes orales.

v Pharmacocinétique :

Le proguanil est éliminé a 60% sous forme de métabolites hépatiques et 40% sous forme
inchangée ; 60% de la dose administrée est éliminée dans les urines (sous forme inchangée et
de métabolites). La demi-vie du proguanil et de son métabolite actif le cycloguanil sont
respectivement de 15 et 12h /jour.

On ne connait pas d’interactions médicamenteuses ayant une traduction clinique.
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Du fait d’une élimination rénale importante, la posologie doit étre adaptée au débit de
filtration glomérulaire en dessous de 60 ml/min. Pas d’adaptation de posologie en cas de
cirrhose, mais la plus grande prudence est recommandée en cas d’insuffisance
hépatocellulaire.

v Utilisation

Le proguanil est un antimalarique schizontocide d’action lente, préventif, et actif sur les
especes de Plasmodium dont P. falciparum chloroquino résistant.

(https://pharmacomedicale.org/medicaments/par-specialites/item/proguanil).

< Diaminopyrimidines : (pyriméthamine) Ils ont le méme mécanisme d’action que les
précédents, donc le méme type d’activité. Utilisée dans le cas du paludisme, la pyriméthamine
crée des résistances. C’est pourquoi elle est souvent associée a d’autres substances pour une

synergie d’action (ex : sulfadoxine + pyriméthamine)

e Pyriméthamine : C1oH13CIN,

Cl
NH.,

=
H,N N
5-(4-chlorophenyl) -6-ethylpyrimidine-2,4-diamine

Source : Fansidar (medicines.org.au)/consulté le 23-08-2022

Figure 9: Structure de la Pyriméthamine

v Mécanisme d’action :
La pyriméthamine a une action schizontocide surtout sur P. falciparum mais aussi une action
gamétocytocide sur P. vivax. Il a un mécanisme d’action antifolinique sur les hématozoaires

mais aussi un peu sur les cellules de I’hdte ce qui explique les effets secondaires.
v Formulation :

Existe généralement en forme comprimé et suspension buvable pour les enfants (sirop).
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v Pharmacocinétique :

La demi-vie de la sulfadoxine est d’environ 8 jours. L'absorption digestive des 2 substances
est bonne. En cas de retraitement, toujours avec 3 fois la dose unitaire, il faut attendre 8 jours
avant de réitérer le traitement. La pyriméthamine a une % vie de 4 jours. L'élimination des
produits est rénale.
(https://pharmacomedicale.org/medicaments/parspecialites/item/sulfadoxine-pyrimethamine).
v" Utilisation :

Utiles toujours en association dans la prévention et le traitement du paludisme non compliqué.
< Hydroxynaphtoquinones : (atovaquone) L’atovaquone a activité schizontocide

sanguin est usuellement utilisé en association avec le proguanil.
< 9-phénanthéneméthanols : (halofantrine) Ce sont des schizontocides sanguins.
< Sesquiterpeénes lactones : (Artémisinine et dérivés)

v Structures :

C:16H26C)5

H

Figure 10: Structure de I’artémether
Source : Artemether | C16H2605 - PubChem (nih.gov)
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C19H2808

Figure 11: Structure de ’artésunate
Source : Artesunate| C19H2808 - PubChem (nih.gov)

CHg

C15H2405
Figure 12: Structure de la dihydroartémisinine
Source : Dihydroartemisinine | C15H2405 - PubChem (nih.gov)

v Mécanisme d’action des dérivés de ’ART :
Ce sont des schizontocides actifs sur les souches de Plasmodium résistantes aux autres

antipaludéens. L’artémisinine et dérivés sont plus actifs contre Plasmodium sp que les autres

29


https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C19H28O8
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/artesunate
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C15H24O5
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/dihydroartemisinine

Thése de Doctorat en Pharmacie FAPH-USTTB Fatoumata CISSE

antipaludéens. Leur pont peroxyde intramoléculaire, donne en présence du fer (Fe), des
radicaux libres qui détruisent le parasite. Les chélateurs du fer qui pénétrent dans les cellules
inhibent I’effet de 1’Artémisinine et ses dérivés. Les principaux sont I’Artésunate,

I’ Artémether et la Dihydroartémisinine.

v Pharmacocinétique :
»Artéméther :

L’absorption orale est rapide, le pic de concentration est obtenu au bout de 2 h, et la fixation
aux protéines plasmatiques est de 95%.

11 est métabolisé par le CYP3A4 et le CYP2C19 en Dihydroartémisinine métabolite actif, puis
en metabolites inactifs. 1l est éliminé sous formes de métabolites dans les urines et les féces.

> Artésunate :

L’artésunate est essentiellement administré par voie orale et intraveineuse mais les voies
intramusculaires et intra-rectales peuvent également étre utilisées. L’AS est une pro drogue
rapidement hydrolysée dans la circulation systémique par une estérase mais également via le
cytochrome P450 2A6 (71) en Dihydroartémisinine (DHA), métabolite actif principalement
responsable de ’activité antipaludique. Apreés prise orale, I’artésunate est en partie hydrolysé
en DHA dans la lumiére du tube digestif. La biodisponibilité de la DHA aprés administration
orale est supérieure a 80 % chez des adultes sains ou impaludés.

Apres administration intraveineuse rapide, le pic de DHA (Tmax) survient de fagon variable
en fonction des études mais est, en moyenne, toujours inferieur a 25 minutes.

Apres administration orale d’AS, les concentrations plasmatiques d’AS sont détectables
environ 15 minutes apres la prise et le pic est observé dans la premiere heure suivant la prise,
témoignant d’une absorption rapide.

L’AS et la DHA ne sont pas trés fortement liés aux protéines plasmatiques (environ (80 %).
La demi-vie d’¢élimination de I’ Artésunate est en moyenne de 15 a 45 minutes selon les études
et celle de la DHA de 30 a 100 minutes(72)(73).

»Dihydroartémisinine :

La Dihydroartémisinine est rapidement absorbée aprés administration orale et les pics de
concentrations sont atteints au bout de 2 heures et demie environ. L’absorption par la voie
rectale est un peu plus lente, avec des pics de concentrations obtenus environ 4 heures apres
administration. Prés de 55% de la Dihydroartémisinine se fixent aux protéines plasmatiques.
Sa demi-vie d’élimination est d’environ 45 minutes du fait qu’elle est éliminée par

glycuronidation intestinale et hépatique (74). La DHA peut atteindre des concentrations
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élevées dans les érythrocytes parasités. Il est probable que sa liaison endopéroxyde soit
essentielle a l'activité antipaludique, en provoquant l'altération du systéme membranaire du
parasite par l'intermédiaire de la formation des radicaux libres, ce qui inclut notamment :
I’inhibition du calcium ATPase du réticulum sarcoplasmique/endoplasmique de Plasmodium
falciparum ; I’interférence avec le transport des électrons mitochondriaux ; I’interférence avec
les protéines de transport du parasite ; la perturbation de la fonction mitochondriale du
parasite.

Source : Arténimol : substance active a effet thérapeutique - VIDAL, consulté le 28/09/2022

Formulation :

» Arteméther :

e Formes injectables dosées a 20 mg

e Comprimés en combinaison thérapeutique : Artéméther (20mg) / Lumefantrine (120mg)
»Artésunate :

e Comprimés dosés a 50 mg

e Poudre pour préparations injectables, 60mg d’artésunate anhydre en ampoules de Iml+
bicarbonate de sodium a 5% en ampoules de 0,6 ml.

e En combinaison thérapeutique : Artésunate-Amodiaquine, Artésunate-Méfloquine ,
Artésunate-Pyronaridine

»Dihydroartémisinine :

e Comprimés contenant 20 mg, 60 mg ou 80 mg de dihydroartémisinine ;

e Suppositoires contenant 80 mg de dihydroartémisinine

v Utilisation :

Utilisés actuellement en association et est nommée "CTA" pour "Combinaisons
Thérapeutiques a base d'Artémisinine”. Elles permettent de traiter la maladie lorsque les
autres antipaludéens, comme la quinine, la chloroquine, ne fonctionnent pas. Ce traitement a
permis de diminuer significativement le nombre de décés causés par la maladie.

< Sulfonamides : (sulfadoxine, sulfamétopyrazine). lls inhibent également la synthése des

folates parasitaires. Schizontocides sanguins ; ils sont utilisés en association avec la

pyriméthamine.
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® Sulfadoxine : C1oH14N4O4S

o o N/A\::N
\ // |
S .
N OCH3
H
OCH3

H,N
4-amino-N-(5,6-dimethoxypyrimidin-4-yl) benzenesulfonamide
Source : Sulfadoxine | C12H14N404S - PubChem (nih.gov)/
Modifié le 20-08-2022
Figure 13: Structure de la Sulfadoxine

v Mécanisme d’action :

Les antifoliques provoquent le blocage de la synthese de 1’acide dihydrofolique, indispensable
a I’édification de I’ADN de 1’hématozoaire mais leur action est lente. Ils sont actifs sur les
souches de P. falciparum chloroquinorésistantes et trés peu actifs sur P. vivax. On les associe

souvent a des inhibiteurs de la Dihydrofolate réductase.

v Formulation :

Utilisée généralement en association sous forme comprimés.
v Pharmacocinétique :

La sulfadoxine et la sulfaléne sont des sulfamides a longue durée d’action (demi-vie environ
200 heures pour la sulfadoxine et 65 heures pour la sulfaléne). Ils sont fortement liés aux

protéines plasmatiques et sont essentiellement éliminés par voie urinaire.
v Utilisation :

Les antifoliques sont utilisés en association ou seul pour la prévention et le traitement du

paludisme simple.

I11. 9.3. Autres antipaludiques : ce sont des antibiotiques

< Les cyclines : (doxycycline, tétracycline) sont des schizontocides sanguins et tissulaires.
< La lincosamide : (clindamycine) & une action semblable aux cyclines.

< Les sulfones : (dapsone) d’activité similaire aux sulfonamides
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I11.9.4. Les combinaisons thérapeutiques a base d’ Artémisinine

L’OMS recommande les combinaisons thérapeutiques a base d’artémisinine (CTA) pour
traiter le paludisme non compliqué causé par P. falciparum(53). Les CTAs sont les
antipaludiques les plus efficaces dont on dispose aujourd’hui. Leur choix repose sur les
résultats des études d’efficacité thérapeutiques contre les souches locales de paludisme a P.
falciparum. L’artémisinine et ses dérivés ne doivent pas étre utilisés en monothérapie orale
car cela favorise 1’apparition d’une résistance a 1’artémisinine. De plus, les associations
médicamenteuses en dose fixe (combinant deux principes actifs différents en un seul
comprimé) sont nettement préférables et vivement recommandées. C’est ainsi que les CTAs
furent développées dont le principe repose sur 1’association de 1’artémisinine ou de ses dérivés
qui ont une demi vie courte a une moléculaire partenaire qui posséde des propriétés
antipaludiques et qui a une demi vie plus longue afin d’assurer une large couverture de
protection aprés le traitement. Actuellement, ’OMS recommande cinq CTAs contre le
paludisme a P. falciparum et le Mali dans la prise en charge des cas de paludisme simple a
adopté les CTAs suivantes(56):Artémether—Luméfantrine,Artésunate—Amodiaquine,
Dihydroartémisinine — Pipéraquine et Artésunate — Pyronaridine la toute derniere mise sur le
marché malien qui fait objet de cette étude et dont nous avons jugé nécessaire d’évaluer son

efficacité.
I11. 10. La Pyronaridine-Artésunate : Pyramax®

I11. 10.1. Histoire de la Pyronaridine-Artésunate

Le Pyramax® est une nouvelle combinaison fixe de deux molécules actives : artésunate
(figure 11) dérivé de I’artémisinine et pyronaridine (figure 6). Elle est indiquée dans le
traitement de I’accés palustre non compliqué du paludisme a P. falciparum ou a P. vivax chez
les adultes et chez les enfants (75). Deux formes ont été développées par le laboratoire
pharmaceutique : la forme (comprimé) pour les adultes et la forme (granule dispersible) dans
I’eau pour les enfants. L’association de ces deux molécules a une action schizonticide sur les
formes sanguines des parasites P. falciparum et P. vivax (76). Le Pyramax a été codéveloppe
par Medecines for Malaria Venture (MMV) et Shin Poong Pharmaceuticals (75).

MMV est un partenariat pour le développement de produit (PDP), créé en 1999 et basé en
Suisse. Il est leader dans la recherche pour le développement et I’accés a des prix abordables
de traitements contre le paludisme. Depuis sa creation il a ainsi permis la commercialisation

de six nouveaux médicaments antipaludéens dont des formes pédiatriques adaptées au
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traitement du paludisme chez les plus jeunes: Pyramax® et Eurartésim® en sont deux
exemples (77)(78)

Shin Poong Pharmaceuticals est une industrie pharmaceutique basée en Corée du Sud (Séoul)
et créée en 1962. Dés le milieu des années 1980 elle a travaillé avec I’OMS et d’autres
organisations non gouvernementales (79)

« L'Article 58 » a été introduit en 2004 pour permettre au Comité des médicaments a usage
(CHMP) de I'EMA, en coopération avec I'Organisation mondiale de la santé (OMS), d'émettre
des avis sur les medicaments et les vaccins a usage humain qui sont destinés exclusivement a
des marches situés en dehors de I'Union européenne (UE). « L'Article 58 » vise a contribuer a
relever les défis de santé publique dans les pays a revenu faible et moyen (PRFM) en
fournissant un mécanisme par lequel I'expertise scientifique et de fabrication aux fabricants, a
I'OMS, aux ARN des PFR-PRI et a I'ensemble de la communauté internationale. Afin de
fournir une voie unique de développement et d’évaluation, en 2015 I'EMA conjointement
avec la Commission européenne et en collaboration avec la Fondation Bill & Melinda Gates,
a procédé a un examen stratégique de l'utilisation, du réle et de la vision de son programme
"Article 58" et la vision de son avis scientifique "Article 58"(80)

En 1999, suite au besoin de développer une nouvelle combinaison thérapeutique pour le
traitement du paludisme : Pyronaridine-Artésunate, I’OMS a mis en place MMV. MMV est
ainsi une organisation indépendante qui travaille en étroite collaboration avec I’OMS. Shin
Poong accepta de s’occuper du développement de ce nouveau traitement. MMV apporta son
expertise scientifiqgue sur la réalisation des essais cliniques tant au niveau de leur
développement que pour leur coordination au niveau international. Ce qui a permis a Shin
Poong de se concentrer sur le développement et la production du produit ainsi que sur la
préparation du dossier sur le plan réglementaire. Le partenariat entre MMV et Shin Poong
permet aujourd’hui de travailler sur I’accés et la distribution du médicament (12,75). Pour
I’instruction du dossier de Pyramax®, MMV et Shin Poong ont choisi la procédure de I’article
58 du réglement européen afin d’obtenir directement I’inscription de ce dernier sur la liste des
médicaments pré-qualifiés de I’OMS. Pyramax® fut éligible le 2 juin 2006 pour ’article 58 et
le dossier fut déposé le 9 Avril 2010. L’indication demandée était : « Traitement de la forme
aigue, non compliquée du paludisme causé par Plasmodium falciparum ou par Plasmodium
vivax chez les patients pesant 15 kg et plus; Pyramax® est efficace contre les formes
résistantes ou susceptibles d’étre résistantes de Plasmodium falciparum et peut étre utilisé
pour traiter les patients connus pour étre résistants aux autres traitements. » (75,81). En

résumé (figure 14) Pyramax® a regu son opinion scientifique plus de 5ans et demi apres avoir
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cadre de I’article 58.(80)

Phase d'éligibilité

1210 16 février 2012

Figure 14: Procédure d’adoption de I’opinion scientifique par le CHMP par
la procédure de Particle 58 de Pyramax®
Source : https://dumas.ccsd.cnrs.fr/dumas-01565970. 2017
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En paralléle de cette procédure, Pyramax® a re¢gu une AMM de I’ Autorité compétente de la
Coree du Sud-Est, pays d’origine de Shin Poong le 17 Aout 2011(80). Le développement de
Pyramax® a été réalisé en différentes étapes durant lesquelles plusieurs études cliniques ont
été conduites. Une premiere étude de phase | pour tester le produit chez des volontaires sains
adultes. Puis deux études de phase Il pour determiner la dose a utiliser et éetudier sa
pharmacocinétique, I’une a porté sur les enfants et I’autre sur les adultes tous contaminés par
P. falciparum (formes non compliquées). Cing études de phase Il ont été menées pour étudier
I’efficacité et la sécurité du Pyramax®. Les trois premiéres ont été réalisees sur des patients
(adultes ou enfants) atteints de formes non compliquées a P. falciparum. Deux études de non
infériorité ont permis de comparer Pyramax® aux traitements de référence
(Méfoquine/Artésunate et Artémether/Luméfantrine) chez 2543 patients asiatiques et africains
(adultes et enfants de plus de 20kg). Le principal critére d’évaluation était la PCR corrigée
avec la RCPA (critere défini par I’OMS) a 42 jours. La troisiéme étude a été menée chez des
enfants africains de moins de 12 ans pesant de 6 kg a 25 kg pour tester 1’efficacité et la
sécurité d’une forme pédiatrique sous forme de granules de dosage 60/20mg. Ce qui a permis
de fournir des données pour 1’utilisation de Pyramax® chez les enfants. Enfin deux études de
phase 111 ont été menées chez des enfants et des adultes atteints de paludisme non compliqué a
P. vivax pour tester 1’efficacité et la sécurité de Pyramax® chez ces populations. Ces études
menées chez 456 patients en Asie et comparant Pyramax® au traitement de référence
(Chloroquine) ont montré la non infériorité de la nouvelle CTA, PCR corrigée a 28 jours (82).
Le principal risque identifié lors des études cliniques fut I’hépatotoxicité de Pyramax®
(cytolyse hépatique avec augmentation des ALAT et ASAT), des données recueillies ont
montré que potentiellement cette hépatotoxicité était plus importante quand Pyramax® était
réadministré pour traiter une nouvelle infection par le paludisme. Shin Poong a donc prévu de
réaliser des études cliniques pour comprendre le mécanisme de [’hépatotoxicité de
Pyramax® et étudier cette derniere apres ré-administration de Pyramax®. Au vu des €léments
suscités Pyramax® a récu 1’opinion scientifique en 2012 avec I’indication recommandée par
le CHMP suivante : traitement de [’acces palustre non compliqué a Plasmodium falciparum
et vivax chez les adultes et les enfants de plus de 20kg, dans des zones de faible transmission
avec des preuves de résistance a l’artémisinine.

Pyramax® doit étre utilisé en simple cure de 3jours. Il peut étre pris avec ou sans nourriture.
Il doit de plus étre administré dans des infrastructures ou une surveillance de la fonction

hépatique peut étre surveillée. Les résultats des études ont conclu a un mécanisme dose-
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dépendent semblable a celui du paracétamol avec la formation d’un métabolite actif
hépatotoxique, toxicité qui peut étre traité par I’administration de glutathion(75,81,83).

La principale étude clinique ayant permis d’étendre 1’indication de Pyramax® est celle du
Réseau Ouest Africain de Développement des Médicaments Antipaludiques (WANECAM —
West African Network for Clinical Trials of Anti-malarial Drug). Ce réseau permet la
collaboration entre des pays africains de 1’Ouest (Burkina Faso, Gambie, Guinée et Mali) et
des pays du Nord (Allemagne, Angleterre, Suéde et France) avec un financement de
I’European and Developing Countries Clinical Trials Partnership (EDCTP) (13). Cette étude
de phase IIIb/IV a évalué I’efficacité et la sécurité de I’admininstration répétée de différentes
combinaisons thérapeutiques a base d’artémisinine (développées par MMV) : pyronaridine /
artésunate (Pyramax®), dihydroartémisinine/pipéraquine (Eurartésim) en comparaison aux
combinaisons de traitement de premiére ligne: artémether/luméfantrine ou
artésunate/amodiaquine ( suivant les centres ) durant une période de 2 ans chez les adultes et
les enfants atteints de formes non compliquées a Plasmodium falciparum . L’étude s’est
déroulée en Afrique de 1’Ouest, zone de transmission modérée du paludisme de 2011 a 2016
et a inclus 4757 patients dont 1015 ont recu le Pyramax® (comprimés chez les adultes et
granules chez les enfants). L’évaluation a été focalisée sur les résultats obtenus pour les
patients ayant recus Pyramax® sous formes de comprimé (patients pesant plus de 20kg)
(13,82). Une analyse intermédiaire d’un sous-groupe de 1’étude (patients ayant recu la
pyronaridine/artésunate vs ceux ayant regu artémether/luméfantrine) a permis d’évaluer la
sécurité de 1’administration répétée de Pyramax® en recueillant la survenue d’éveénements
hépatiques et de tous autres événements indésirables(84). Les résultats de cette analyse
publiés en Octobre 2015 ont montré I’absence d’une augmentation de la fréquence et du type
d’événements indésirables lors du retraitement des patients par Pyramax® par rapport a ceux
ayant recu une seule cure(13,84).

En date du 19 Novembre 2015 au vu des donnees soumises, le CHMP a donné une opinion
scientifique positive pour I’extension de la gamme de Pyramax® et étendre la possibilité de
retraiter en cas de réinfection des patients ayant déja recu une cure de Pyramax®. La nécessité
de réaliser des tests hépatiques systématiques avant le traitement des patients n’ayant pas de
signes cliniques d’un tel probléme a été supprimée. Cependant la contre-indication de ne pas
traiter les patients atteints d’une maladie hépatique sous-jacente ou présentant des signes
cliniques d’insuffisance hépatique perdure (85).

Le Pyramax®, a aujourd’hui I’indication pour traiter les patients (adultes et enfants)

présentant un accés palustre non compliqué a Plasmodium falciparum ou vivax, patients qui
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peuvent étre retraités en cas de réinfection par ces espéces du Plasmodium, la forme
pédiatrique (granule pour solution buvable) pour traiter les enfants pesants entre 5 et 20kg et
la forme adulte (comprimé) pour les patients pesant 20kg et plus. En mars 2016 la forme
pédiatrique fut inscrite sur la liste des médicaments pré-qualifiés de I’OMS, quatre mois apres
avoir obtenu une opinion scientifique positive du CHMP. Actuellement le Pyramax® est
autorisé dans plus de 20 pays africains et asiatiques(12).

Au Mali (PNLP), le Pyramax® est désormais inclus dans les lignes directives nationales pour
la prise en charge des cas de paludisme non complique chez les adultes et les enfants (56) .
Considérant 1’avis scientifique positif sur 1’artésunate-pyronaridine émis au titre de 1’article
58 de I’Agence européenne des médicaments (EMA), I’OMS a officialisé son inclusion dans
la liste des médicaments préqualifiés pour le paludisme, la liste modele des médicaments
essentiels et la liste modéle des médicaments essentiels pour les enfants , sa recommandation

devrait faire un des objets de la révision des lignes directives de I’OMS sur le paludisme(53).

111.10.2. Les caracteristiques de la Pyronaridine-Artésunate (86)

111.10.2.1. Nom de la combinaison thérapeutique :
Pyramax® : Pyronaridine tétraphosphate-Artésunate
111.10.2.2. Structures chimiques des deux substances actives de la

combinaison thérapeutique

v" Pyronaridine (figure 6)

v" Artésunate (figure 11)

111.10.2.3. Mécanisme d’action :

La pyronaridine inhibe la formation de la P-hématine, empéchant ainsi le parasite du
paludisme de neutraliser I'néme, qui est toxique pour le parasite. De plus, en formant un
complexe médicament-hématine la pyronaridine inhibe la dégradation de I'nématine par le
glutathion et augmente la lyse des globules rouges induite par I'hématine. Ces deux actions
entrainent la mort du parasite. Plusieurs mécanismes d'action ont été proposés pour expliquer
l'activité des artémisinines ; la génération de radicaux libres a l'intérieur de la vacuole
alimentaire du parasite et l'inhibition de I'endoplasme sarcoplasmique du réticulum
endoplasmique du parasite sont largement acceptées.

111.10.2.4. Les formulations et la composition du Pyramax®

Le Pyramax® se présente sous forme de :

v Comprimé de 180 mg de Pyronaridine tétraphosphate et 60mg d’ Artésunate

v" Granules (sachets) de 60 mg de Pyronaridine tétraphosphate et 20 mg d’ Artésunate
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111.10.2.5. Pharmacocinétique :

Il n'y a pas d'interaction pharmacocinétique entre le pyronaridine tétraphosphate et l'artésunate
a la dose recommandée. Au cours des essais cliniques, les concentrations minimales de
pyronaridine et d'artésunate chez les enfants se situaient généralement dans la fourchette
observée chez les adultes. Aprés l'administration des comprimés Pyramax a des volontaires
sains et a des patients atteints de paludisme, les concentrations plasmatiques maximales sont
géneralement atteintes entre 0,5 et 1,0 heure aprés la dose d'artésunate, entre 1 et 2 heures
aprés la dose de DHA et entre 2 et 8 heures aprés la dose de pyronaridine. L'exposition a
I'artésunate et a la pyronaridine a augmenté de 34 % et 20 % respectivement lorsque Pyramax
était administré avec un repas riche en graisses, mais ces effets n'ont pas été jugés
cliniqguement significatifs. Les patients peuvent prendre les comprimés Pyramax sans tenir
compte des repas.

La pyronaridine s'associe préférentiellement aux cellules sanguines, présentant un rapport de
concentration sang total/plasma d'environ 1,5:1. La pyronaridine est fortement liée aux
protéines sériques humaines in vitro (92 a 95%). La liaison de l'artésunate et du DHA aux
protéines plasmatiques est modérée (62 a 93 %) et I'albumine est la principale protéine de
liaison du DHA dans le plasma humain.

111.10.2.6. Indication thérapeutique :

Le Pyramax® est un schizonticide sanguin, indiqué dans le traitement de I'infection palustre
aigué non compliquee causée par Plasmodium falciparum ou par Plasmodium vivax chez les
adultes de 20 kg et plus (comprimés) et les enfants pesants entre 5 et 20 kg (granules
buvables).

111.10.2.7. Posologie et mode d’administration :

v’ Posologie (tableau 1)

v’ Les comprimés ou les granules de Pyramax® doivent étre pris par voie orale en une seule
dose quotidienne pendant trois jours consécutifs, avec ou sans nourriture

% Remarque : En cas de vomissements dans les 30 minutes suivant lI'administration de la
premiére dose, une nouvelle dose doit &tre administrée. Si la dose répétée est vomie, le patient
doit recevoir un autre antipaludéen. Si une dose est oubliée, elle doit étre prise dés que
possible et le traitement recommandé doit &tre poursuivi jusqu'a ce que le traitement complet

soit terminé.
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111.10.2.8. Contre-indication :

v' Hypersensibilité connue a la pyronaridine ou a l'artésunate ou a tout composant de la
formulation.

v’ Patients présentant des signes cliniques ou des symptdmes d'atteinte hépatique (tels que
nausées et/ou douleurs abdominales associée a un ictére) ou une maladie hépatique grave
connue (c'est-a-dire une cirrhose décompenseée, stade B ou C de Child-Pugh).

v" Insuffisance rénale séveére
I11. 11. La résistance aux antipaludiques

¢ La chimiorésistance :

Définie par ’'OMS comme étant ‘“ ’aptitude d’une souche de parasites du paludisme a
survivre ou a se reproduire malgré 1’administration et I’absorption d’un médicament employé
a des doses égales ou supérieures aux doses ordinairement recommandées mais comprises
dans les limites de tolérance du sujet *’. Cette définition formulée en 1965 et 1973, a été
complétée en 1986 suite a une meilleure compréhension du métabolisme des sulfamides chez
certains individus, par la phrase ‘‘ la forme active du médicament contre le parasite doit
pouvoir accéder au parasite ou a I’intérieur de 1’hématie parasitée pendant toute la durée
nécessaire a son action normale (87). Il faut clairement distinguer un échec thérapeutique,
c¢’est-a-dire I’absence de disparition de parasites ou de la résolution des signes cliniques apres
un traitement antipaludique, avec une résistance vraie a un médicament antipaludique. Pour
certains médicaments qui présentent des grandes variations pharmacocinétiques
interindividuelles malgré 1’administration d’un dosage correct, I’apparente résistance peut
facilement s’expliquer par des concentrations sanguines insuffisantes.

¢ Reésistances aux méthanols-quinoléines :

Une association apparente a été établie entre 1’augmentation du nombre de copies du gene
Pfmdr-1 I’augmentation de son expression avec une diminution de la sensibilit¢ du P.
falciparum a la méfloquine et a 1’halofantrine(88). Selon certains auteurs la résistance a
I’halofantrine et celle a la méfloquine peuvent apparaitre sans une augmentation de
I’expression du géne Pfmdr-1(89). Une mutation ponctuelle de Pfcrt codant pour une protéine
transmembranaire, de la vacuole digestive de P. falciparum est responsable de la résistance a
la chloroquine(90). Jusqu’a nos jours il n’y a pas de marqueur moléculaire pour
I’amodiaquine. On pense que des variations alléliques sur le Pfcrt et sur le Pfmdrl auraient

une relation avec une élévation de résistance a I’amodiaquine(91).

++ Résistance aux anti métabolites :
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Les mutations sur les genes codant pour la DHFR en position 108 principalement mais aussi
en position 51, 59, et 164 sont responsables de la résistance aux antifoliques. Celles en
position 59 et 108 seraient a 1’origine des cas de résistance observes in vitro(92,93). La
résistance a la pyriméthamine est due a une substitution de la sérine par 1’asparagine en
position 108 .Les mutations ponctuelles sur le géne codant pour la DHPS, sont les bases
moléculaires de la résistance de P. falciparum a la sulfadoxine(94). Les mutations telles
serine-phénylalanine en position 436, alanine-thréonine/serine en position 613, alanine-
glycine en position 581, alanine-glycine en position 437, et lysine-acide glutamique en
position 540 ont été impliquées dans la résistance in vitro(94). La résistance aux
antipaludiques augmentent réguliérement, elle est plus importante pour la chloroquine 84,5%,
que la sulfadoxine-pyriméthamine 8,1% au Mali(95,96).

+¢ La résistance aux dérivés de I’artémisinine : Le gene k13 propeller

Le gene K13-propeller code pour la protéine Kelch dont certaines mutations dans le domaine
B-propeller ont été associées a une augmentation de la demi-vie de la clairance parasitaire
apres traitement a I’artémisinine au Cambodge (97). Il est localisé sur le chromosome 13 en
position 43700 (PF3D7 1343700). Le géne de 2181 pb (paires de bases) code pour une
protéine de 726 acides aminés. Le PfK13 a été décrit comme étant associé a la résistance in
vivo et in vitro de P. falciparum a I’artémisinine en Asie du Sud-est par Ariey et al en 2014.
La protéine Kelch se présente sous forme d’hélice. Le carboxy-terminal du PF3D7 1343700
code pour six motifs kelch répétitifs qui se trouvent dans une grande région avec diverses
fonctions cellulaires R 11 y a une homologie entre la protéine K13 et la protéine KLHL12
KLHL2 (impliquées dans la dégradation des protéines ubiquitines) et la protéine KEAP1
(impliquée dans 1’adaptation de la cellule au stress oxydatif) (98).

Comme dans de nombreuses protéines Kelch, des mutations dans le domaine kelch sont
prédites pour modifier la structure de la protéine ou de modifier sa charge modifiant en méme
temps sa fonction biologique. De tels changements pourraient éventuellement permettre
I'émergence d'une protéine mieux adaptée pour résister aux facteurs de stress spécifiques
associés a l'exposition aux dérivés de l’artémisinine. La protéine de 726 acides aminés
comprend un domaine N terminal contenant les séquences specifiques a P. falciparum et un

domaine Kelch propeller (C terminal) séparés par un domaine BTB/POZ (97)
I11. 12. Méthodes d’évaluation de la chimiorésistance

L’OMS a standardisé 1’évaluation de la chimiorésistance pour I’espece Plasmodium

falciparum. Il s’agit d’évaluation in vivo et in vitro.
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I11.12.1. Test in vivo

Il consiste a administrer, a un sujet porteur de P. falciparum, la dose ordinairement
recommandée de I’antipaludique a tester, et a contrdler la parasitémie au bout d’un temps
donné. L’évaluation de I’efficacité des schémas thérapeutiques se fait directement avec les
tests de I’OMS. Ces tests proposent des suivis de 28 jours pour la chloroquine et
I’amodiaquine, 42 jours pour la sulfadoxine-pyriméthamine, la luméfantrine-artéméther
(Coartem®) et le test de 63 jours pour la méfloquine(99). Le test standard de ’OMS de 28
jours(99) consiste a soigner les patients atteints d’infection mono spécifique a P. falciparum
avec controle de la parasitémie aux jours 1, 2, 3, 7, 14, 21 et 28.

I11.12.1. 1. Avantages du test in vivo

% Adhésion facile de la population au protocole d’étude car elle y trouve un intérét médical
immédiat ;

++ Réalisation plus simple et aisée (méme par un agent de santé de base) ;

+¢ Détermination du niveau de la résistance afin d’adopter un schéma thérapeutique adéquat.
I11. 12.1. 2. Inconvénients du test in vivo

¢ Interprétation difficile des résultats liée aux troubles du métabolisme du médicament, au
niveau immunitaire du malade, et aux troubles d’absorption du médicament ;

% Longue durée pour le diagnostic de la résistance.

I11. 12.2. Tests in vitro

Ils consistent a mesurer 1’inhibition de la maturation en schizontes des parasites isolés chez un
sujet, en présence des doses croissantes d’un antipaludique donné. Apres le macrotest mis au
point par ’OMS et vite abandonné, ce sont les microtests qui sont actuellement utilisés. On
distingue :

I11.12.2.1. Tests optiques

Le microtest OMS(100) et le semi-microtest de Le Bras(101) ont été mis au point a la fin des
années 70 , ils sont basés sur la capacité des doses croissantes d’antipaludiques testés a
empécher la maturation des trophozoites de P. falciparum en schizontes, le prélévement
sanguin est mis en culture dans du milieu RPMI (Rostewell Park Memorial Institute) et
incubé a 37°C, en présence de CO2 et de 02, pendant 24 a 48 heures. Les résultats
s’expriment en concentration minimale inhibitrice (CMI) pour le microtest OMS, et en
concentration inhibitrice 50% (CI50) ou 90% (CI90), pour le semi-microtest. Parmi les
microtests nous avons le microtest isotopique de Desjardins(102)et le semi- microtest de Le

bras et Deloron qui sont appelés des tests isotopiques. Ces tests sont des modifications,
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respectivement, du microtest OMS et du semi-microtest optique. Apres 18 heures
d’incubation, a chaque cupule un radio-isotope est ajouté (hypoxanthine triturée). La
croissance des parasites est révélée par I’incorporation du radio-isotope dans le noyau des
parasites. La mesure de la radioactivité se fait dans un compteur a scintillation. Les résultats

sont donnés en coup par minute et I’activité du médicament est exprimée en CI50 ou en CI90.

I11. 12.2.2. Nouveaux tests
I11.12.2.2.1. Le test de Ring Stage Survival Assay (RSA)

Le RSA (0-3h) fournit une plateforme pour la caractérisation moléculaire de la résistance a
I’artémisinine. Le test RSA0-3h peut étre mis en ceuvre lorsque la surveillance de la résistance
a I’artémisinine est nécessaire.

% Le test de RSA in vitro :

C’est un test qui permet de mesurer le taux de survie des parasites au stade anneau (0-3h et 9-
12h) adaptés a la culture apres les avoir exposés a 700 nM de DHA ou 0.1% de
diméthylsulfoxide.

% Le test de RSA ex vivo :

Les tests RSA ex vivo sont faits sur les parasites prélevés chez les patients directement avant
d’instaurer le traitement.

I11.12.2.2.2. Test moléculaire

Il s’agit de mettre en évidence un polymorphisme au niveau de la séquence de I’ADN
parasitaire qui est associé au phénotype de résistance au médicament par la technique de la
PCR et ou du séquencage.

% Principe de laPCR :

Elle est fondée sur I’amplification exponentielle in vitro de I’ADN plasmodial en présence
d’amorces spécifiques, de nucléotides, de I’ADN polymérase et d’'un milieu tampon. La
révélation se fait sous UV.

s Technique :

Cette technique décrite en 1985 par Kary Mullis (103) ; permet une amplification
enzymatique in vitro de la quantit¢é d’ADN dont on disposait initialement. Elle impose de
connaitre la séquence des régions qui délimitent le segment de I’ADN a amplifier. On utilise
les amorces complémentaires a ces reégions, qui ont entre autres comme fonction la
reconnaissance de la région a amplifier et I’initiation de la synthése de I’ADN néoformé. Le
processus d’amplification comporte des cycles successifs, chacun comprenant :

e Une phase de dénaturation par la chaleur pour séparer les deux brins d’ADN
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e Une phase d’hybridation de ’ADN avec les deux amorces spécifiques : elle a lieu grace a
un abaissement de la température, chaque oligonucléotide se fixant sur un brin d’ADN

e Une extension des amorces (¢longation) grace a I’ADN polymérase a 70°C ou a 72°C
Cette technique a eu de I’ampleur avec la découverte en 1988 d’une ADN polymérase
thermorésistante. Il s’agit de la Taq polymérase, isolée d’une bactérie thermophile « Thermus
aquaticus ». Cette bactéric est adaptée a la vie dans des sources d’eau chaude. Il est
maintenant possible d’automatiser ces réactions grace a des appareils programmables en
température et en temps (Thermocycleur).

% PCR nichée :

C’est une double PCR. La deuxiéme PCR se fait sur le produit de la premiére PCR. Cette
technique permet d’obtenir une plus grande sensibilité en PCR. Dans ce cas, deux couples
d’amorces sont utilisés :

e Un couple d’amorces externes :

Ce couple d’amorces permet tout d’abord d’obtenir un fragment de I’ADN amplifié, comme
en PCR classique. Les amorces sont donc spécifiques des deux séquences bornant le segment
d’ADN a amplifier. Les fragments de ’ADN obtenus, servent alors de matrice pour une
seconde PCR.

e Un couple d’amorces internes :

Ce couple d’amorces borne une région située a I’intérieur du fragment nucléotidique obtenu
avec le premier couple d’amorces. D’ou le terme de PCR nichée, car ces amorces sont
nichées, emboitées, dans les premiéres.

I11. 12.2.3. Avantages des tests in vitro

Les tests in vitro ont pour 1’avantage :

% La possibilité de tester plusieurs antipaludiques sur les mémes souches plasmodiales a la
fois;

++ La possibilité de faire un diagnostic beaucoup plus précoce de la résistance ;

+¢+ Pas de probléme de biodisponibilité ni de troubles du métabolisme des médicaments ;

¢ Pas de probléme de disponibilité des patients.
I11. 12.2.4. Inconvénients des tests in vitro

% Nécessité¢ d’un matériel lourd et dun personnel qualifié ;

++ Conditions rigoureuses de prélevement et de culture des parasites tres difficile sur le terrain
(risque de contamination) ;

% Difficulté de cultiver certaines souches sauvages ;

¢ Incapacité de déterminer les échecs thérapeutiques.
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METHODOLOGIE
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IV. METHOGOLOGIE
1V. 1. Lieu d’étude

Notre étude s’est déroulée a Faladjé et environnants. Faladje est un village rural qui reléve de
la commune de N’Djiba, cercle de Kati, région de Koulikoro (figure 14). Faladjé est situé a 80
Km de la ville de Bamako avec une population de plus de 3500 habitants (RAVEC 2009). Le
paludisme y est saisonnier, hyper-endemique et intense entre les mois de Juillet et Octobre.
La population majoritaire est constituée de Bambara, qui cohabitent avec les Peuls, Soninkés
et Maures. Le site de Faladjé a également déja fait 1’objet de plusieurs études effectuées par
I’équipe du MRTC/DEAP depuis les années(104-106).
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Figure 15: La localisation géographique du village de Faladje
V. 2. Le choix du lieu d’étude

Le site de Faladje a eté choisi a cause de son accessibilité géographique ainsi que de
I’adhérence de la population aux études antérieures et la présence permanente de 1’équipe de

recherche du MRTC/DEAP depuis plusieurs années.
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V. 3. Type d’étude

Nous avons mené une ¢tude d’observation prospective longitudinale d’évaluation de
I’efficacité de la combinaison Pyronaridine-Artésunate contre le paludisme non compliqué a
Faladje.

IV. 4. Période de I’étude

L’étude s’est déroulée d’Octobre 2019 a Février 2021 pendant les périodes de transmission
intense du paludisme. Une équipe médicale était basée sur le site d’étude pendant ces périodes
couvertes par notre étude. La durée du suivi de chaque participant était de 28 jours apres
I’administration de la premicre dose du médicament.

IV. 5. Population d’étude

Les participants de 6 mois et plus constituaient notre population d’étude. L’étude a concerné
tous les patients atteints de paludisme a Plasmodium spp confirmé par la microscopie et ayant

donné leur consentement/assentiment.

IV. 6. Echantillonnage et taille de I’échantillon

Nous avons procédé a un échantillonnage exhaustif concernant tous les patients résidant a
Faladjé agés de 6 mois et plus. L’échantillonnage a porté sur 452 participants. Notre taille
d’échantillon nous donne un intervalle de confiance de 95% (risque a. de 5%).

IV. 7. Considérations éthiques

Le protocole ainsi que les formulaires de consentement et d’assentiment libres et éclairés ont
été soumis et approuvés par le comité d'éthique de la Faculté de Médecine et
d’Odonstomatologie (FMOS) et de la Faculté de Pharmacie (FAPH). Avant 1’exécution du
protocole, la permission communautaire a été obtenue pour la conduite de I’étude sur le site
de Faladjé.

IV. 8. Critéres d’inclusion et de non-inclusion

IV. 8.1. Critéres d’inclusion

Les critéres d’inclusion suivants :

e les patients agés de 6 mois et plus, présentant un paludisme non-compliqué ;

e les patients présentant une infection a Plasmodium spp avec une parasitémie supérieure ou
égale a 1000 trophozoites/uL de sang ;

e étre résidant de Faladje ;

e donner son consentement libre et éclairé pour les adultes, un consentement/assentiment du

tuteur pour les enfants mineurs.
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IV. 8.2. Critéres de non-inclusion

Les critéres suivants ont fait 1’objet de non-recrutement dans notre étude :

e les personnes n’ayant pas accepté de participer a I’étude ;

e patients ayant recu un traitement antipaludique depuis moins de 14 jours ;

e présence d’affections chroniques nécessitant une prise en charge particuliére ;
e |’anémie sévére (taux d’hémoglobine <5g/dL) ;

e femme enceinte.

IV. 9. Critéres de jugement de I’efficacité thérapeutique in vivo

V. 9.1. Principaux critéres d’évaluation

Guérison clinique et parasitologique a J14. Conversion d’une lame positive a Plasmodium spp
a ’admission en une lame négative en 1’absence de signes ou symptomes attribuables au
paludisme. Les principaux critéres d’évaluation étaient baseés sur le temps de clairance des
parasites dans le sang, la proportion de sujets avec une parasitémie négative apres 24, 48 et 72
heures, le temps de clairance de la fievre, la proportion de patients apyrétiques (température
axillaire 37,5°) apres 24, 48 et 72 heures, la présence de gamétocytes et la densité
gamétocytique aux jours 7 et 14 de suivi et ’évaluation de I’anémie par la mesure du taux
d’Hb a Jo, J14 et J28.

L’¢évaluation de I’efficacit¢ du traitement s’est faite selon le protocole de ’OMS 2003 et
regroupe : L’échec thérapeutique précoce (ETP), 1’échec thérapeutique tardif (ETT) qui
comprend I’échec clinique tardif (ECT) et I’échec parasitologique tardif (EPT), la réponse
clinique et parasitologique adéquate (RCPA)

IV.9.1.1. L’échec thérapeutique précoce (ETP)

e Apparition des signes de danger ou de paludisme grave aux jours 1, 2 ou 3 en présence de
parasite.

e La densité parasitaire au jour 2 supérieure a celle du jour O, quel que soit la température
axillaire.

e Présence de parasite au jour 3 et une température axillaire supérieure ou égale a 37,5°C

e La densité parasitaire au jour 3 dépassant d’au moins 25% celle du jour 0.
V. 9.1.2. Echec clinique tardif

e Apparition de signes de danger ou de paludisme grave apres le jour 3, en présence de

parasite, en absence préalable de tout critére d’échec thérapeutique précoce.
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e Présence de parasite et une température axillaire supérieure ou égale a 37,5°C ou
antécédent de fievre un jour quelconque entre le jour 4 et le jour 28, en 1’absence de tout
critére d’échec thérapeutique précoce

V. 9.1.3. Echec parasitologique tardif

Présence de parasites un jour quelconque entre le jour 7 et le jour 28 et une température
axillaire inférieure a 37,5°C, en I’absence préalable de tout critére d’échec thérapeutique

précoce ou d’échec clinique tardif.
V. 9.1.4. Réponses clinique et parasitologique adequate

Absence de parasite au jour 28, quel que soit la température axillaire, en 1’absence préalable
de tout critére d’échec thérapeutique précoce, d’échec clinique tardif ou parasitologique tardif.
V. 9.2. Critéres secondaires d’évaluation

L’¢évaluation de 1’évolution des signes et symptémes cliniques pendant le suivi

IV. 10. Méthodes de collecte des données

Les participants recrutés dans notre étude ont été hospitalisés pendant trois jours et pris en
charge au centre de santé par une équipe médicale expérimentée dans les essais cliniques. Les
données démographiques, cliniques et biologiques ont été collectées au moyen d’un
questionnaire individuel standardisé (CRF) élaboré conformément aux objectifs de 1’étude
puis enregistrees sur un logiciel connu sous le nom de REDcap.

V. 10.1. Collecte des données démographiques et cliniques

Chaque participant a bénéficié d’un examen clinique complet a ’admission. Les données
cliniques ont été recueillies par un clinicien du site par ’interview directe associée a I’examen
physique du volontaire. Les informations cliniques collectées ont porté sur le poids, la taille,
la température corporelle, la recherche de la splénomégalie par palpation de la rate, les
fréquences cardiaques et respiratoires, la recherche de signe de gravités. Le méme examen a
été effectué aux jours de visites prévue ou imprévue. Nos données ont été systématiquement
portées dans des registres et sur des fiches techniques. Ces fiches étaient régulierement
contr6lées et placées dans des chemises individuelles. Aprés le suivi complet, les registres et
les fiches techniques étaient gardés dans une cantine métallique a 1’abri des insectes et des
rongeurs. Les registres d’observation, les lames porte-objets et les confettis portaient le méme
numéro d’étude pour chaque participant en concordance aux bonnes pratiques cliniques. Les
lames étaient rangées dans des boites de I’OMS et les confettis étaient placés dans des

enveloppes portant également le méme numéro que les lames et gardés dans une cantine
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métallique. Un registre spécifique servait de support de collecte de données pour les cas se
présentant au centre de santé qu’ils soient ou non inclus dans 1’étude.

V. 10.2. Données biologiques

Elles ont été collectées a partir des préléevements directs de sang capillaire au bout du doigt
(ou du gros orteil) ou veineux. Des gouttes épaisses et frottis minces avec confection
systématique de confetti ont été réalisés chaque 12 heures pendant les trois premiers jours (HO
a H72) puis aux jours 7, 14, 21, 28 et aux jours de visites imprévues.

La mesure du taux d’hémoglobine a été effectuée aux jours 0, 14, 28 et tout autre jour si ceci
est jugé nécessaire par le clinicien. La glycémie a été évaluée aux jours d’inclusion (HO).

Les prélevements ont été faits par un personnel qualifié et ont servi a :

e Diagnostiquer le paludisme par la goutte épaisse ;

e Déterminer le taux d’hémoglobine ;

e Confectionner des papiers buvards ou confettis pour les analyses moléculaires (PCR).

V. 10.2.1. Goutte épaisse
V. 10.2.1.1. Principe

Technique de concentration en vue de la recherche des hématozoaires dans le sang. Elle
consiste a réaliser un étalement épais de sang circonscrit dans un cercle d’environ lem de

diametre.

V. 10.2.1.2. Matériels

Nous avons utilisé les matériels suivants: Blouse, gants stériles, lames porte-objet,
vaccinostyles stériles a usage unique, alcool a 70°C, coton hydrophile, poubelle, Giemsa a
10%, bacs de coloration, éprouvette graduée, rateliers, boite a OMS, eau de-ionisée, crayon a
papier, chronomeétre, huile a immersion, compteur manuel, papier hygiénique, microscope
optique binoculaire, une table de lecture et une chaise.

V. 10.2.1.3. Mode opératoire

Les lames étaient marquées par un crayon indélébile. L’index ou le majeur de la main gauche
ou le gros orteil était désinfecté par un tampon d’alcool, puis essuyé avec un morceau de
coton sec afin d’enlever le reste de I’alcool. Une ponction capillaire était faite au niveau de ce
doigt ou gros orteil et la premiéere goutte était essuyée avec un morceau de coton sec.
Récupérer la seconde goutte sur une lame porte-objet. Avec I’extrémité d’une 2eme lame,
étaler la goutte par des mouvements spiralés (défibrination) pendant une a deux minutes sur

un centimetre de diametre environ.
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Laisser secher a plat sur un support a la tempeérature ambiante pendant quelques minutes, la
préparation est gardée a 1’abri de la poussiére, et des mouches. Garder dans du Giemsa a 10%
pendant 15 minutes. Rincer avec 1’eau propre, en faisant couler le liquide treés délicatement
sur la lame. Laisser sécher sur le ratelier.

V. 10.2.1.4. Examen microscopique

La lecture des gouttes se faisait sur place par un biologiste a I’aide d’un microscope optique
binoculaire a I’objectif 100 avec huile a immersion. La densité parasitaire était déterminée en
comptant le nombre de parasites sur 200 leucocytes et le tout apporté a 8000 leucocytes par
millimeétre cube de sang. La gamétocytémie était déterminée sur 1000 leucocytes. Le frottis
mince était utilisé pour le diagnostic d’espéce. Aprés la lecture, les lames étaient conservées
dans des boites de I’OMS. Pour le contrble de qualité, les 25% des lames ont été relues par un
microscopiste qui n’a pas participé a I’étude troisieéme lecture

V. 10.2.2. La confection des confettis

I s’agissait de déposer quelques gouttes de sang sur un papier buvard appelé confetti. Elle
était effectuée au poste de biologie.

V. 10.2.2.1. Principe

Consiste a collecter du sang parasité sur un papier buvard.

V. 10.2.2.2. Matériels

Elle nécessitait un matériel minimal et un personnel qualifié et était composé de : papier

buvard, gants stériles, vaccinostyles stériles, coton hydrophile, alcool a 70°C, paire de
ciseaux, crayon etc.

V. 10.2.2.3. Technique

Découper du papier buvard a 1’aide d’une paire de ciseaux environ 4 cm de long sur 2 cm.
Diviser un des bouts de confetti (1/2 cm de largeur sur 1 cm de hauteur). Inscrire le numéro
d’identification du papier buvard a 1’aide du crayon. Imbiber les languettes de sang puis

laisser sécher a la température ambiante.
V. 10.2.2.4. Gestion des confettis

Les confettis étaient séchés, accrochés a du scotch, a 1’abri des mouches et de la poussiére,

puis conserveés et transportés dans des enveloppes individuelles a température ambiante.
V. 10.2.3. Etude hématologique (107)

Le taux d’hémoglobine a ét¢ mesuré a I’aide d’un appareil portable de type « HemoCue® Hb
301 System ». Optimisé pour le dépistage de I'anémie dans les établissements de soins
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primaires et dans le cadre des collectes de sang, « HemoCue® Hb 301 System » est une
solution simple et pratique qui fournit 1’accés facile et rapide a des résultats de qualité
professionnelle sans compromettre la précision.

e Principe :

Il consiste en la mesure de l'absorbance du sang total a un point isobestique Hb/HbO2 ;
double longueur d'onde (506 nm et 880 nm) pour mesurer I'némoglobine et compenser la
turbidité. Plus besoin de faire un nouvel étalonnage, il est déja effectué a 1’usine avec la
méthode de référence ICSH.

e Mode opératoire :

La pratique s’effectue en trois étapes simples

1. Remplir la microcuvette de sang (environ 10 pL) capillaire, veineux ou artériel

2. Placer la microcuvette dans I’analyseur puis fermer 1’appareil

3. Le résultat (la mesure du taux d’hémoglobine exprimée en g/dl) s’affiche sur I’interface
imprimante de I’appareil en 10 secondes

IV. 11. Traitement

Tous les patients ont été hospitalisés et ont été traités au centre de santé. Les patients ont été
traités par voie orale avec la combinaison Pyronaridine-Artésunate (Pyramax) en fonction du
poids corporel, chaque patient a recu entre 1 et 4 comprimés pyronaridine : artésunate (180
:60 mg) ou granules (60 :20 mg) une fois par jour pendant 3 jours. L’intervalle actuel de
niveau de dose couvrant ces régimes est entre 7,5 :2,5 mg/kg a 15 :5 mg/kg de pyronaridine :
artésunate.

Les cas d'échecs thérapeutiques ont été traités avec la quinine par voie orale ou injectable en
fonction de I'état du patient.

Dés le premier traitement (JO), les sujets ont été suivis activement aux jours J1, J2, J3, J7, J14,
J21 et J28 ou autres jours de visite imprévue. Grace a la disponibilité permanente des
cliniciens au centre de santé, ils ont bénéficié d’un suivi passif de 24H/24H. Au cours des
différents suivis actifs, une goutte épaisse était faite, des confettis collectés, et un examen

physique complet effectué.
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Posologie Posologie Posologie
Jour 1 Jour 2 Jour 3
5a<8kg 1 sachet 1 sachet 1 sachet
60mg /20mg
8a<15Kkg 2 sachets 2 sachets 2 sachets
154 <20 kg 3 sachets 3 sachets 3 sachets
20a <24 kg 1 comprimés = 1 comprimés 1 comprimés
180mg/60mg
24 & <45 kg 2 comprimés 2 comprimes 2 comprimes
45 a < 65 kg 3 comprimes 3 comprimes 3 comprimes
>65kg 4 comprimés 4 comprimés 4 comprimés

IV. 12. Correction moléculaire de la réponse thérapeutique

L’étude de biologie moléculaire a été effectuée dans le laboratoire de 1’Unité d’Epidémiologie
Moléculaire et de Chimiorésistance (MEDRU) du Département d’Epidémiologie des
Affections parasitaires (DEAP) de la Facult¢é de Pharmacie (FAPH) de I’Université des
Sciences des Techniques et de Technologies de Bamako (USTTB). Nous avons proceédé a
I’extraction, a I’amplification, a la migration, a la révélation par photographie a la lumiere
ultra violette de I’ADN plasmodial et a I’interprétation des résultats obtenus. La réaction de
polymérisation en chaine (PCR) est la technique que nous avons utilisée pour 1’analyse de
I’ADN.

Le matériel biologique qui a servi a faire I’analyse moléculaire est I’ADN plasmodial extrait a
partir des lames de JO et celles des jours d’échec. La PCR nichée a été utilisée sur I’ADN des
parasites prélevés avant et apres traitement pour distinguer la réinfection de la recrudescence,
nous avons analysé le polymorphisme génétique du msp2 et Cal a JO et au jour d’échec du
méme participant.

PCR classique :
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V. 12. 1. Principe de la PCR classique :

Elle est basée sur I’amplification exponentielle in vitro de I’ADN en présence d’amorces

spécifiques, de nucléotides, de Taq polymérase et d’un milieu tampon.
V. 12.2. Extraction de I’ADN plasmodial sur les lames des patients
1V.12.2.1. Matériels et réactifs :

Les matériels requis étaient : blouse, paire de gants, papier hygiénique, lames de gouttes
épaisses, rasoir, marqueur indélébile, racks, tubes Eppendorf, Becher, poubelle, pipette (100,
200, 1000), embout (100, 200, 1000), QlAamp DNA Mini Kit, hotte, plaque chauffante, Bain-

marie, Vortex, thermométre, congélateur, chronomeétre, éthanol.

I\VV.12.2.2. Mode opératoire :

L’extraction de I’ADN plasmodial a été faite a I’aide du Kit QIAGEN.

> Cette extraction consiste a raser soigneusement a l'aide d'un rasoir propre la goutte épaisse
colorée ou non de la lame, en transférant les débris dans le rebord d'un tube de micro-
centrifugation de 1,5 ml.

> En utilisant au total 180uL de tampon ATL, laver la lame et recueillir le lavage dans le
tube de micro centrifugation tout en poussant les débris initiaux vers le fond du tube. Incuber
a 65°C pendant 10 minutes au bain-marie puis centrifuger briévement.

» Ajouter 20uL de solution mére de protéinase K, bien mélanger au vortex, et incuber a 56°C
dans le bloc thermique pendant 10 minutes avec quelques passages intermittents au vortex

> Centrifugez brievement, puis ajoutez 200uL de tampon AL, mélangez bien au vortex et
incubez a nouveau a 56°C en bloc thermique pendant 10min avec quelques passages au vortex
par intermittence.

» Centrifugez brievement a nouveau et ajoutez 200uL d'éthanol. Mélanger par vortex et
centrifuger brievement.

» Appliquer le mélange a la colonne de spin QlAamp et centrifuger & 8000 rpm pendant 1
min.

» Placer la colonne dans un tube de collecte propre de 2ml et ajouter 500uL de AW1.
Centrifuger comme ci-dessus

> Placer la colonne dans un tube de collecte propre de 2ml et ajouter 500uL de AW?2.
Essorez pendant 3 minutes a pleine vitesse

» Transférer la colonne dans un tube de micro-centrifugation de 1,5 ml propre et étiqueté.
Ajouter 100 pL de tampon AE. Incuber a température ambiante pendant 1 min, puis

centrifuger a pleine vitesse pendant 1 min.
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» Conserver I'éluant a 4°C
IV. 12.3. Amplification de I’ADN plasmodial :
1V. 12.3.1. Matériels :

Les matériels utilisés étaient : blouse, gants, marqueur indélébile, tubes de 200ul ou 500ul et
1500pl, pipettes (2 ; 10 ; 20 ; 100 ; 200 et 1000ul) embout (2 ; 10 ; 20 ; 100 ; 200 et 1000ul),
racks, portoirs pour pipettes, thermocycleur, poubelle.

1VV.12.3.2. Préparation des réactifs de PCR :

» DNTPs : Une solution de travail équimolaire des quatre dNTPs de 2mM était préparée a
partir d’un stock de 100mM.

> Solution tampon (PCR Buffer) : concentrées a 10X, elles étaient fournies par les
compagnies commerciales avec le Mg2+. Pour le stock de travail, on préparait les aliquotes de
5X avec une teneur de 7,5mM Mgcl2 et 17,5mM Mgcl2.

» Amorces (Primers) : elles venaient de Sigma sous forme de poudre (lyophilisée), a partir
de la poudre, le stock de travail 100 uM (ou 100 X) était préparé ; la concentration finale dans
le tube réactionnel était de 1uM.

» Tri borate d’éthidium : pour constituer une solution de stock de travail d’un litre avec une
concentration de 5 fois ou 5X et avec un pH=8. On prenait 54g de Tris base (89mM) ; 27,5¢
d’acide borique (89mM) ; et 0,37g d’acide éthyléne -Diamine- tétra -Acétique Na (2mM), pour
dissoudre dans un litre d’eau de-ionisée. La solution finale était 0,5 fois concentrée soit 0,5X.
» Colorants de migration : Il s’agit du bleu de bromophénol (BB). Pour préparer on prenait
35ml de glycérol, 15ml d’eau de-ionisee et 0.125g de bleu de bromophénol

> Marqueur de poids moléculaire : ce marqueur de poids moléculaires constituait la solution
de référence. Pour le ré suspension, on dilue 100ul de paires de bases de I’ADN dans 400ul
d’eau stérile. Puis on associe 100ul du colorant bleu six fois concentré, pour former un

mélange de 600pl.

IV.12.3.3. Techniques d’amplification de msp2, Cal

1V.12.3.3.1. Détermination des polymorphismes de msp2 :

+¢+ Premiere amplification pour msp2 :

> Identifier les tubes de 200 ou 500 ul conformément aux numéros des confettis a traiter

> Préparer le master mix dans un tube de 1,5ml en fonction du nombre d’échantillons a
traiter par réaction par reaction,

» Repartir dans chaque tube identifié 24 ul de Master mix

> Ajouter | ul d’ADN extrait au Qiagen dans chaque tube correspondant
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» Centrifuger brievement les tubes,
» Placer les tubes bien fermés dans le Thermocycleur pour 1’amplification avec le

programme approprié,

Couples d’amorces de la premiere amplification :
MSP2 :

» S2: GAAGGTAATAAAACATTGTC

» S3: GAGGGATGTTGCTGCTCCACAG

Tableau Il : Mélange réactionnel pour un volume final de 25 pl (MSP2)
premiere amplification.

Réactifs Concentration initiale  Concentration finale Volume par
réaction en pL
Buffer/MgCI2 5X/7,5mM 1X/1,5mM 5
10X dNTPs 10X/2mM 1X/200uM 2,5

Amorces (S2 et S3) 100X/10uM 1X/100nM 0,25
Tag polymérase 5U/ul 0,025U 0,125

Eau - - 16,125

Volume total 24

On ajoute dans chaque tube | pl de I’ADN extrait au Qiagen.

0,

«+ Deuxiéme amplification :

> ldentifier les tubes de 200 ou 500 pl conformément aux numéros des produits de la
premiére amplification a traiter,

» Préparer le Master mix dans un tube de 1,5 ml en fonction du nombre d’échantillons a
traiter par réaction selon les tableaux ci-dessous,

> Repartir dans chaque tube identifié 24 pl de Master mix,

» Ajouter un volume du produit de la 1ére amplification dans chaque tube correspondant
en fonction de la présence de la bande (0,5 pl) ou des trainées (0,1 pl),

> Centrifuger brievement les tubes, fermer et placer les tubes dans le Thermocycleur
pour I’amplification selon le programme approprié,

» Faire 1’électrophorése sur gel d’agarose : 1,8% pour MSP2

> Faire la photo du gel,

> Interpréter la photo.
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Couples d’amorces de la deuxieme amplification :
MSP2 : [500 pb]

> S1:GAGTATAAGGAGAAGTATG
> S4: CTAGAACCATGCATATGTCC

Tableau I11: Mélange réactionnel pour un volume final de 25 pl (MSP2)
deuxieme amplification

Buffer/MgCI2 5X/17,5mM 1X/ 3,5mM 5
10X dNTPs 2mM 200uM 2,5
Amorces (S1 et S4) 10uM 100nM 0,25
Tag polymérase 5U/ul 0,05U 0,125
Eau - - 16,125
Volume total 24

On ajoute 1 pl du produit de la 1ére amplification

+ Différents programmes d’amplification

Tableau IV: Programme de la premiére amplification MSP2

‘ Etapes Température Temps
1 Dénaturation initiale 94°C 3 min
2 Dénaturation 94°C 25 sec
3 Hybridation 42°C 60 sec
4 Elongation 65°C 2 min
5 Retourner a 1’étape 2 pour 29 cycles
6 Elongation finale 72°C 3 min
7 Conservation 4°C Infini
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Tableau V : Programme de la deuxiéme amplification MSP2

Etapes Température Temps

1 Dénaturation initiale 94°C 3 min
2 Dénaturation 94°C 25 sec
3 Hybridation 50°C 60 sec
4 Elongation 70°C 2 min
5 Retourner a 1’étape 2 pour 29 cycles

6 Elongation finale 72°C 3 min
7 Conservation 4°C Infini

1V. 12.3.3.2. Détermination du polymorphisme du microsatellite Cal

% Premiére amplification
Couples d’amorces pour Cal :
Cal-1R : CAATTCTGCTTCAGTTGGATT

Cal-1L : AACATGAATCTTGCAACAAATA

Tableau VI: Mélange réactionnel pour un volume final de 25ul (Cal)
premiére amplification.

Réactifs Concentration initiale  Concentration finale Volume par

réaction en pL

Buffer/MgCI2 5X/17,5mM 1X/ 3,5mM 5

10X dNTPs 2mM 200puM 2,5
Amorces (Cal-1L et 100Um 1uM 0,25
Cal-1R)

Taq polymérase 5U/ul 0,025U 0,125

Eau - - 16,125
Volume total 24

On ajoute 1 pl de I’extrait d’ADN par tube.
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Deuxieme amplification :

Couple d’amorces pour Cal :
Cal-L : ATTATGAACAATTCAGAC

Cal-R: GTTGTTATAGCTAATGAG

Tableau VII : Mélange réactionnel pour un volume final de 25 pl (Cal)
deuxieme amplification

Réactifs Concentration initiale  Concentration finale Volume par

réaction en pL

Buffer/MgClI2 5X/17,5mM 1X/ 3,5mM 5

10X dNTPs 2mM 200puM 2,5
Amorces (Cal-R et 100 pM 1uM 0,25
Cal-L)

Taq polymérase 5U/ul 0,025U 0,125

Eau - - 16,125
Volume total 24

On ajoute 1 pl du produit de la premiere amplification
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Tableau VIII: Programme du microsatellite Cal premiére amplification.

Etapes Température Temps
1 Dénaturation initiale 95°C 5 min
2 Dénaturation 92°C 30 sec
3 Hybridation 45°C 30 sec
4 Elongation 65°C 30 min
5 Retourner a 1’étape 2 pour 44 cycles
6 Elongation finale 65°C 5 min
7 Conservation 4°C Infini

Tableau 1X: Programme de la deuxiéme amplification Cal :

Etapes Température Temps
1 Dénaturation initiale 95°C 5 min
2 Dénaturation 92°C 30 sec
3 Hybridation 45°C 30 sec
4 Elongation 65°C 30 min
5 Retourner a 1’étape 2 pour 19 cycles
6 Elongation finale 65°C 5 min
7 Conservation 4°C Infini

IV. 12.4. Révélation de I’ADN a la photographie :
1V.12.4.1. Matériels :

Les matériels utilisés étaient : Blouse, paire de gant, balance analytique, (peser des produits),
flacons d’erlenmeyer, spatule, le four a micro-onde, pipette 20 pl, embout 20 pl, le moule, le
scotch, le peigne, le back de migration, le générateur, laboratory film (parafilm M), la
chambre & UV (ultra-violet), I’ordinateur, I’'imprimante.

IV. 12.4.2. Réactifs et préparation pour la révélation de ’ADN :
IV.12.4.2.1. TBE (Tris Borate EDTA) :

Ce sont des poudres a dissoudre dans de 1’eau de-ionisée. Nous dissolvons le TBE (Tris ase
(89mM) = 108 g, Acide borique (89mM) =55 g, EDTA (2mM) = 0,74 g) dans un litre d’eau
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de-ionisée pour obtenir un stock de travail. Cette solution est a 10X. La solution finale utilisee
est de 0,5X.

V. 12.4.2.2. Solution de migration :

Elle était constituée du TBE a une concentration de 0,5X.

IVV.12.4.2.3. Colorant de migration :

Appelé « dye », le bleu de bromophénol (BB) est le colorant qui permet de suivre la migration
sur le gel et de maintenir le produit de migration, assez longtemps dans les puits en
augmentant les poids.

1VV.12.4.2.4. Marqueur de poids moléculaire (PM) :

Il constitue la solution de référence et sa dilution était faite dans du dye et de 1’eau de-ionisée.
A un volume de marqueur étaient ajouté un volume de dye et 9 volumes d’eau de-ionisée et la
solution préte pour 1’'usage. En effet le dye augmente d’une part le poids de I’ADN et d’autre

part permet de suivre 1’évolution de 1’¢électrophoreése.
1\VV.12.4.2.5. Gel de migration :
Il est fait a partir de 2 g de poudre d’agarose dissoute dans 100ml de TBE a 0,5X. La solution

est ensuite chauffée dans un four & micro-onde pendant 3 min, permettant ainsi la dissolution
compléete de I’agarose. Apres le chauffage, on y ajoute du bromure d’éthidium (3ul), puis le
gel est coulé dans le moule de migration contenant les peignes. Au bout de 30 min, le gel est

prét a étre utilisé pour la migration.
1V.12.4.2.6. Le bromure d’éthidium :

C’est un produit qui va s’intercaler entre les brins d’ADN et les rend fluorescents a la lumiére
ultra violette.

IVV.12.4.3. Interprétation des résultats msp2 et Cal :

L’interprétation de la photographie du gel tient compte des conditions suivantes :

1) Conformité de la taille du produit de la deuxieme amplification par rapport a celle attendue
2) Taille du produit de la deuxiéme amplification :( entre 400pb et 700pb pour msp2) ;

3) Taille du produit de la deuxieme amplification :(autour de 264 pb pour Cal) ;

4) L’absence de bandes au niveau des controles négatifs ;

5) Les échantillons présentant des bandes de méme taille sont considérés comme identiques ;
6) Les échantillons présentant des bandes de taille différentes sont non identiques

7) Les échantillons présentant plusieurs bandes sont considérés comme des infections mixtes.
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V. 13. Analyse et gestion des données
Nos donnees ont été saisies et analysées respectivement a 1’aide des logiciels REDcap et R.

V. 14. Contréle de qualite des lames reéalisées sur le terrain et des gels

d’électrophorése

Le contrdle de qualité pour la phase de terrain a porté sur les 25% des lames de 1’étude qui ont
été relues par un microscopiste du MRTC n’ayant pas participé a la phase de terrain. Le
contréle de qualité des photos de gels a été aussi fait par un investigateur non impliqué dans

I’analyse moléculaire.
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V. RESULTATS

Nous avons inclus au total 452 participants dans notre étude.

V. 1. Profil de I’étude PYRAMAX

4657 Deépistés

452 inclus
12 exclusions
= 6 voyages
= 6 vomissements
440 analysés

pour la statistique

6 non évalués
—l par manque de

données
434 évalués pour complétes
laPCT
425 guéris a J28 15 cas d’échec

et 15 échecs m—) parasitologique

Figure 16:Diagramme du Flux récapitulatif des inclusions

V. 2. Caracteristiques de base a I’inclusion
Au total 440 patients ont recu la Pyronaridine-Artésunate. Le sexe féminin était prédominant

avec 52%. Les moins de 5 ans étaient faiblement représentés dans notre étude 15,98%. 87%
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des patients étaient fébriles a I’inclusion. 42,5% des patients présentaient une anémie a

I’inclusion. L’espece falciparum était la plus prévalente 99,3% (tableau X).

Tableau X: Caracteéristiques démographiques et cliniques de base

Pyronaridine-Artésunate

Caractéristiques/variables
Sexe

Masculin

Féminin
Age(années), moyenne (SD)
Catégories d’age

< 5ans

>5ans
Poids corporel en kg

Moyenne, (SD)
Groupes de poids en kg

<20

>20
THb moyen g/dl, (SD)
Anémie a I’inclusion n (%)
Fievre a I’inclusion n (%)

Espéces plasmodiales n (%)

P. falciparum

P. malariae

P. ovale

P. vivax

Mixte (P. falciparum + P. malariae)
Parasitémie moyenne géométrique formes
asexuées /L de sang, [SD (min-max)] a JO
Portage gamétocytes n (%)

Effectifs (%) /moyenne

212 (48%)
228 (52%)
8 (3,7)

70 (15 ,98%)
368 (84 ,01%)

24,8(10,4)

149 (33,8%)
291(66 ,2%)
11(1,6)

187 (42,5%)
383 (87%)

437 (99,3%)

3 (0,70%)

0,00%

0,00%

0,00 %

30242[53.680,73 (1000 - 517680)]

22 (5%)

N=Nombre total, n= Effectif, %= Pourcentage, THb= Taux d’hémoglobine, uL= microlitre,

Les données sont n (%) ou moyenne,
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V. 3. Efficacité thérapeutique in vivo avant la correction moléculaire
L’analyse statistique a porté sur les 440 patients, la RCPA non corrigée a J28 post traitement

était de 97%. Il n’y avait pas d’échec thérapeutique précoce (tableau XI).

\

Tableau Xl: Réponse clinique et parasitologique brute a J28 post
traitement

EFFICACITE EFFECTIF
n (%)

ETP 0

ECT 2 (0,45)

EPT 13 (2,95)

RCPA 425 (96,60)

Total 440 (100)

ETP = Echec Thérapeutique Précoce, ECT= Echec Clinique Tardif, EPT=
Echec Parasitologique Tardif, RCPA= Reponse Clinique et Parasitologique
Adéquate

V. 4. Efficacité thérapeutique in vivo apres la correction moléculaire

L’analyse apres la correction moléculaire a porté sur 440 patients. Le profil d’un échantillon
n’a pas pu étre déterminé a cause de sa faible parasitémie. La RCPA corrigée a jour 28 était
de 99,8%. Un cas d’échec parasitologique tardif a été identifié ; il n’y a eu aucun ETP ni ECT
(tableau XII).
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Tableau XII: Réponse clinique et parasitologique corrigée a J28 post
traitement

EFFICACITE EFFECTIF
n (%)
ETP 0
ECT 0
EPT 1(0,2)
RCPA 438(99,8)
Total 440 (100)

ETP = Echec Thérapeutique Précoce, ECT= Echec Clinique Tardif, EPT=
Echec Parasitologique Tardif, RCPA= Reponse Clinique et Parasitologique
Adequate V. 5. Polymorphisme du Pfmsp2 et du microsatellite Cal

PM FPY269 FPY364 FPY435FPY263 FPY396 FPY189 pm
~ FPY29% I FPY266 ~—  Fpy1s7

DF DF po DF

DF
D0 o DO DF DO po pF Do DF DO DF DO DO
- - - -

Py FPY204 FPY030 FPY009 Ul 3p7
T FPY255 FPY002 FPY068 "TGF445

PfMSP2 PCR2 PYRAMAX 23-06-2022

po DF po DF
- B

Do
Do w1
DF DO DE. D0 OF gy OF FPY 002 Ecais ZC2L R

PfCA1 PCR2 PYRAMAX

A B
Figure 17: Photo du gel de Cal (A) et msp2 (B)

PM : Poids moléculaire, Pb : Paire de base, DO : Jour d’inclusion, DF : Jour d’échec,
msp2 : protéine a la surface de mérozoite 2, Cal : microsattellite Cal
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V. 6. Le temps de la clairance parasitaire

La demi-vie médiane de la clairance parasitaire était de 2 heures et 45 minutes (figure 18)
Interquartiles (2,14-2,83).

Courbe de distribution du temps de demie vie

Densité
02 04 06 0.8

0.0

| I I

2 3 - 5
Demi-Vie (HEURES)

Figure 18: Distribution de la demi-vie de clairance parasitaire

V. 7. La clairance des densités parasitaires en fonction du temps

72 heures apres le traitement, aucun des patients n’avait une parasitémie détectable au
microscope (figure 20). Le temps médian pour éliminer 50% des parasitémies initiales était de

5h38 min et 10,6 heures pour éliminer 90% des parasitémies initiales (tableau XI111).
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Tableau XIII : Résumé du temps nécessaire pour éliminer 50%, 90%,
95% et 99% de la parasitémie (heures)

STATISTIQUES

Médiane (Heure) Gamme Interquartiles
PCT50 5,38 (0,16 - 25,21) (3,78 - 6,90)
PCT90 10,65 (2,87 — 56,50) (8,87 — 13,36)
PCT95 13,05 (4,75 - 72,22) (11,11 - 16,07)
PCT99 18,82 (9,11 -108,70) (16,25 — 22,52)

V. 8. La clairance des parasites a J3 post traitement

A H24, 64% des patients avaient eéliminé leurs parasites (figure 19). A J3, tous les patients
avaient éliminé leur parasite. Au cours du suivi post traitement nous avons observé

I’apparition de quelques cas positifs (cas d’échecs thérapeutiques) a J14, J21 et J28

120%

%)
1 0,
2 00%
= 100%
L
|<T: 80%
a
W eo%
O
<
= 0%
zZ
LL
E:) 20%
2 100% 0%  000% 050% 050%  250%
O 0% —
o HO H12 H24 H36 H4g 13 17 J14 21 128

JOURS DE SUIVI

Figure 19 : Clairance des parasites a J3 post traitement
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V. 9. La clairance de la fievre

A T’inclusion 87% des patients avaient de la fievre (figure 20) (température axillaire >= a

37,5°C) et a J3 de suivi post traitement 12% étaient encore fébriles.

100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%

20%
10% — 5

PROPORTIONS PATIENTS

0%
J0 J1 12 13

JOURS DE SUIVI

Figure 20 : Dynamique de de la fievre au cours du suivi
V. 10. Evolution de ’anémie durant le traitement a la Pyronaridine-

Artésunate
A Pinclusion 20,90% des patients présentaient une anémie (figure 21) ( THb< 10g /dl), ce
pourcentage est significativement (p< 0,0001) passé a 6,81% a J28.

50%

wn
E 45%
T 40%
|<_E - 35%
O L 30%
% E 25% 20,90%
= Z 2% - 15,68%
o < 159
8 10% 6,81%
O

5%
x
o 0%

10 14 128

JOURS DE SUIVI

Figure 21: Tendance a la réduction du taux de I’anémie suite au traitement
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V. 11. Evolution de la gamétocytémie au cours du suivi

A JO le taux de portage des gamétocytes était de 5% (figure 22), ce taux a légerement
augmenté de H12 a H24 puis est devenu constant de H24 a H48 et ensuite a diminué
progressivement de H72 a J28. Il n’y avait pas de différence significative du taux de portage
entre H24 et H36 (p = 0,99 ; 95% IC).

50%
45%
40%
35%
30%
25%
20%

PORTAGE

15%

PREVALENCE DE

10%

5% S*d”, ’ N
0% %

HO H12 H24 H36 H48 H72 17 J14 J21 128

JOURS DE SUIVI

Figure 22:Evolution de la gamétocytémie au cours du suivi

V.12. Evolution des symptémes cliniques sous traitement

A P’inclusion tous les patients présentaient au moins un des signes apparemment de 1’infection
palustre. Apres I’initiation du traitement, nous avons observé une clairance totale des signes
cliniques des le deuxiéme jour du traitement seules les céphalées et la douleur abdominale ont

leégérement persisté (figure 23).
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Figure 19: Evolution des symptomes cliniques apres traitement
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VI. COMMENTAIRES ET DISCUSSION

Cette étude prospective longitudinale s’est déroulée a Faladjé qui est une zone a paludisme
hyper endémique saisonnier. Le choix de la localité se justifiait également par son
accessibilité géographique facile. L’étude visait a évaluer I’efficacité in vivo de la
combinaison Pyronaridine-Artésunate sur Plasmodium spp en déterminant le temps de la
clairance parasitaire ainsi que la réponse clinique et parasitologique adéquate a 28 jours de
suivi.

v’ Les caractéristiques de base de la population d’étude

Le sexe féminin représentait 52% de notre population d’étude. Ce résultat était proche de ceux
de deux sous études de I’essai WANECAM réalisées par Sagara et al. qui étaient de 50% et
de 49% respectivement (Mali, Burkina Faso, Guinée, 2011-2016)(14) et (Mali, Burkina Faso,
2011-2013) (13).

Les moins de 5 ans étaient faiblement représentés dans notre étude 15,98%. Ce chiffre est
similaire a celui trouvé par Sagara et al au Mali et au Burkina (2011-2013) qui était de 17%
mais inférieur a celui du Mali, Burkina Faso, Guinée (2011-2016) par Sagara et al qui était de
23% (14). Cette différence pourrait s’expliquer par I’implémentation de la stratégie de CPS
chez les enfants de moins de 5 ans.

Dans notre étude, 66% de nos patients pesaient 20 kg et plus qui était proche de celui trouvé
au Mali et au Burkina par Sagara et al (2011-2013)(13) dont 68% de leur population d’étude
avaient un poids corporel supérieur ou égale a 20 kg.

Le taux moyen d’Hb dans notre étude était de 11g/dl et ce taux concordait avec celui de
Johanna et al au Kenya (108) qui ont eu un taux moyen de 11,8 g/dl malgré le fait que cette
étude ait ciblé une population beaucoup plus juvénile avec un intervalle d’age trés restreint
(6mois a inférieur ou égale a 12 ans) par rapport a notre étude dont la gamme était plus élargie
(6mois et plus).

L’espeéce P. falciparum était prédominante a 99,3%. Cela s’explique par le fait que notre site
de Faladjé est une zone hyper endémique a prédominance P. falciparum. Ce résultat est
similaire a celui de Sagara et al publié en 2018 (14) qui ont eu 99% de P. falciparum. La
parasitémie moyenne dans notre étude était de 30242 parasites/pL de sang. Cette parasitémie
pourrait s’expliquer par le fait que 1’enr6lement dans notre étude s’est tenu pendant la période
de forte transmission du paludisme (juillet-octobre).

La fievre était définie comme une température axillaire supérieure ou égale a 37,5°C. A

I’inclusion 87% de nos patients présentaient de la fievre qui était supérieur a celui de Sagara
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et al. en 2016 (13) qui ont trouvé 64% de patients fébriles a I’inclusion. Cette fréquence
importante dans notre étude peut s’expliquer par le fait que la plupart de ces patients avaient
une forte parasitémie.

A I’inclusion, 5% de nos patients étaient porteurs de gametocytes. Ce taux était inférieur a
celui de Dabira et al en Gambie et en Zambie 2018-2019(109) qui ont eu 17,2% de portage
chez des patients asymptomatiques.

v Evaluation de I’efficacité du traitement

Dans notre étude, nous avons obtenu une RCPA non corrigée de 96,6%. Ce résultat est
similaire a celui de Sagara et al. 2011-2016 (14) qui ont trouvé 96,9% de RCPA non corrigéee
pour la Pyronaridine-Artésunate. Cependant, ce taux est supérieur a ceux de Johanna et al.
(Kenya 2018) (108) et de Sagara et al. (Mali, Burkina Faso 2011-2013) (13) qui ont trouvé
respectivement 91 ,6% et 92,7%. En revanche, Dabira et al. (Gambie et Zambie 2018-2019)
(109) ont eu une RCPA non corrigée de 98% avec le régime de 3 jours. Ce taux était
Iégerement supérieur au nbtre et pourrait s’expliquer par les faibles densités parasitaires
collectées dans cette étude (20-38960 parasites /L) contre (1000-517160 parasites /uL) et
probablement du fait que les patients étaient asymptomatiques a 1’inclusion.

Par comparaison aux CTAs de premiére intention recommandée par ’OMS, notre taux
d’efficacité était supérieur a ceux rapportés par Sagara et al en 2018 (Mali, Burkina Faso et
Guinée) (14) qui étaient respectivement de 82,3% et 89% pour 1’ Artémether-Luméfantrine et
I’ Artésunate-Amodiaquine . Notre taux était également supérieur a celui d’une étude menée
au Kenya par Johanna et al en 2016 qui ont rapporté une RCPA non corrigée de 88,2% pour
AL (108).

L’OMS définit une CTA efficace lorsqu’elle atteint une RCPA corrigée supérieure a 95% a
J28 post traitement. Nous avons trouvé une RCPA corrigée de 99,8% qui est au-dessus du
seuil de ’OMS. Ce taux était similaire a celui de Sagara et al en 2018(14) qui était de 99,7%
mais supérieur a ceux rapportés par Sagara et al (2011-2013)(13) Kayentao et al (Oct.
2012)(110) et Johanna et al (Kenya 2018)(108) qui ont trouvé respectivement 95,2%, 97,1%
et 98,9% pour la pyronaridine-artésunate . En revanche, Dabira et al (Gambie et Zambie
2018-2019)(109) ont trouvé une RCPA corrigée de 100% pour la PA avec le régime de
3jours.

Nous n’avons pas enregistré d’échec thérapeutique précoce dans notre étude. Ce resultat
concordait avec celui de Johanna et al (Kenya 2016) (108) qui n’ont pas eu également d’ETP..
Avant la correction moléculaire 15 cas d’échecs (ECT et EPT) ont été enregistrés dans notre

étude et étaient supérieurs a ceux trouvés par Johanna et al (108)qui ont eu 8 échecs (ECT et
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EPT), cette différence pourrait s’expliquer par la taille petite des échantillons de cette étude
par rapport a notre étude 101 contre 440 inclus.

Des études antérieures d’efficacité et d’innocuité de la Pyronaridine-Artésunate ont rapporté
un ensemble de signes et symptémes cliniques comme étant des évenements indésirables
survenus durant et ou apres le traitement par la PA (13,14,108,109) .Dans notre étude au cours
du suivi, nous avons plutét observé une amélioration nette de ces signes et symptémes
cliniques déja présentes a I’inclusion par nos patients dont certains sont des signes évocateurs
de I’infection palustre (tableau 1V), ce qui nous amene a dire que le traitement par la PA a
considérablement contribué a 1I’amélioration de ces signes et symptomes cliniques . Cette
observation est soutenue d’une part, par Sagara et al en 2016 (13) et en 2018(14) qui ont
également rapporté respectivement une diminution des signes cliniques entre les premiers
épisodes et les épisodes répétés de paludisme chez les patients traités avec la pyronaridine-
artésunate. D’autre part, des études réalisées en Gambie et en Zambie 2018-2019 par Dabira
et al (109) chez des patients asymptomatiques traités suivant différents régimes
thérapeutiques avec la pyronaridine-artésunate ont rapporté une moindre incidence des
symptdmes émergents du paludisme avec les régimes de 3 jours

v’ Clairance parasitaire, clairance de la fiévre, portage des gamétocytes et anémie au
cours du suivi

Dans notre étude, 24 heures apres ’initiation du traitement, 64% des patients avaient éliminé
leurs parasites. Cette proportion était plus élevée comparée a celles de Sagara et al 2018 (14)
avec 38,1% de patients a H24 ayant éliminé leurs parasites dans le bras PA et seulement
29,0% dans le bras AL. Tous nos patients étaient exempts de parasites a J3 post traitement. Ce
résultat concorde avec les résultats de Dabira et al 2019 (109) qui ont également observé une
clairance a J3 post traitement avec le régime de 3 jours par contre Aminatou et al(106) n’ont
pas observé cette clairance parasitaire apres 72 heures de traitement sur le méme site de
Faladjé entre octobre 2015 et mars 2016 car ils avaient toujours des patients positifs a J3. Ceci
pourrait s’expliquer par le fait que cette étude a évalué D’efficacité de I’artésunate en
monothérapie alors que notre étude a évalué celle de la combinaison pyronaridine-artésunate
d’ou une efficacité synergique des deux antipaludiques. De méme le PCT rapporté par cette
étude (2 .8 h) était plus long comparé a celui de notre étude (2.4h), ce qui confirme 1’efficacité
de deux molecules antipaludiques en combinaison. Ceci étant, une remarque pertinente est a
souligner quant a la distribution de la demi-vie de clairance parasitaire entre cette étude et la
notre. Nous avons observé que la courbe de la distribution de demi-vie de clairance parasitaire

de I’artésunate en monothérapie en 2015 a Faladjé est similaire a celle (figurel8) de la
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présente étude de I’artésunate en association avec la pyronaridine également conduite a
Faladje, ce qui nous indique que 1’artésunate a toujours la méme efficacité dans le traitement
du paludisme a Faladjeé.

Le temps médian de la clairance de la fiévre était de 24 heures et concordait avec celui de
Johanna et al au Kenya (108) qui ont eu 24,8 heures. Vingt-neuf pourcent (29%) de nos
patients avaient la fievre (t° axillaire > 37,5) aprés 24 heures de traitement, 19% a J2 et 12%
étaient encore fébriles a J3. Ces résultats difféerent de ceux de Johanna et al au Kenya (108)
qui ont eu une clairance de 100% a J3 post traitement pour la pyronaridine-artésunate ainsi
que pour AL. Cette persistance de la fievre jusqu’a J3 dans notre étude n’est pas due a la
présence des parasites dans le sang car nous avons observé une clairance parasitaire totale a
J3. Ainsi elle pourrait s’expliquer par I’effet des toxines de parasites encore présentes dans le
sang ou la présence de pathologies sous-jacentes au paludisme.

Le portage de gamétocytes dans notre étude était de 5% a JO, 6% a J7, 4% a J14 et ont persisté
jusqu’au jour 21 et 28. Cette diminution lente et progressive des gamétocytes s’explique par le
fait que la PA a une action limitée dans 1I’¢limination des formes sexuées du Plasmodium qui
dépend principalement du composant non artémisinine (111,112). En revanche, Dabira et al
(Gambie, Zambie 2019) (109) ont eu une clairance gamétocytidique a J21 avec le régime de 3
jours. Cela pourrait s’expliquer par le fait que cette étude avait de faibles densités
gamétocytidiques par rapport a notre étude.

A P’inclusion 20,90% des patients présentaient une anémie et ce pourcentage est passe de
15,68% a J14 a 6,81% a J28. Cette diminution de 1’anémie laisse déduire une correction de
I’anémie suivant le traitement a la PA. Johanna et al (Kenya 2018) (108) ont également
rapporté une amelioration des concentrations du taux d’Hb qui avaient diminué au jour 3 puis
se sont retablies au jour 28.

v' Limites de I’étude

Une des limites de notre étude est 1’absence d’un bras comparateur. Une autre limite de notre
¢tude était 1’absence de suivi des paramétres biochimiques des patients. Ces données
constituent des facteurs déterminants quant au profil d’innocuité de la Pyronaridine-
Artésunate. Des études cliniques antérieures menées dans différentes régions ont rapporté des
augmentations transitoires de ALT (Alanine aminotransférase) et AST (Aspartate
aminotransférase) chez certains patients traités avec la PA qui ont été définis comme des
événements indésirables. Ainsi, il serait intéressant de faire une surveillance de ces
paramétres biochimiques qui allait certainement mieux nous renseigner sur ’incidence des

évenements indésirables.
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CONCLUSION
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VIl. CONCLUSION

Les résultats de cette étude montrent que la Pyronaridine-Artésunate reste efficace dans le
traitement du paludisme non compliqué a Plasmodium falciparum a Faladje. L’efficacité de la
Pyronaridine-Artésunate était de 99,8% apreés correction moléculaire a 28 jours de traitement.
Le temps de clairance parasitaire était plus court (2,45 Heures) par rapport a ceux des études

antérieures. La correction de I’anémie a été observée chez les patients au cours du suivi.
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RECOMMANDATIONS
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VIiIl. RECOMMANDATIONS

Aux autorités sanitaires et administratives

Promouvoir la surveillance de I’efficacité de la Pyronaridine-Artésunate a plus grande
échelle et dans différentes localités du territoire afin d’anticiper toute éventuelle
résistance a cette combinaison vue qu’elle est la toute derniere CTA a avoir I’AMM au
Mali

Mettre a disposition et solliciter 1’utilisation de la Pyronaridine-Artésunate dans le
traitement du paludisme non compliqué a cause de sa simplicité d’administration
(simple dose journaliére)

Aux chercheurs

Continuer a monitorer 1’efficacité de la combinaison Pyronaridine-Artésunate.

Continuer a évaluer la sécurité biochimique de la Pyronaridine-Artésunate.
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Introduction : La Pyronaridine-Artésunate est la nouvelle CTA a venir compléter 1’arsenal
thérapeutique contre les infections non compliquées a P. falciparum et P. vivax. De 2011 a
2016, plusieurs sous études furent menées dans différents pays afin d’évaluer son efficacité et
son innocuité. Dans le cadre de la surveillance de la résistance aux dérivés de 1’ Artémisinine,
une étude a été conduite au Mali sur un site ou I’infection a P. falciparum est prédominante.
Meéthode : d’Octobre 2019 a Février 2021, nous avons mené une étude prospective
d’évaluation de I’efficacité de la Pyronaridine-Artésunate chez les sujets de 6 mois et plus a
Faladjé. Les patients atteints de paludisme non compliqué étaient traités avec le Pyramax
pendant 3 jours et suivi pendant 28 jours. La parasitémie était évaluée toutes les 12 heures
jusqu’a D’obtention de trois gouttes consécutives négatives. Le polymorphisme des génes
MSP2 et Cal a été eévalué par PCR a partir des lames réalisées avant et apres traitement pour
distinguer les réinfections des recrudescences. Le temps de clairance parasitaire a été calculé
en utilisant le logiciel parasite clearance estimator (PCE) de World Wide Antimalarial
Resistance Network (WWARN).

Résultats : Nous avons inclus 452 a Faladje. La réponse clinique et parasitologique adéquate
était de 97%. Apres correction moléculaire, I’efficacité de la Pyronaridine-Artésunate était de
99,8% a Faladje. Le temps médian de la clairance parasitaire était de 5 h 38min IQR (3,78 —
6,90), la demi vie de la clairance parasitaire était de 2 heure 45 minutes IQR (2,14 2,83). Le
temps médian de la clairance de la fievre était de 24 heures.

Conclusion :  Pyronaridine -Artésunate reste efficace sur P. falciparum a Faladje, Mali.
Mots clés : Pyronaridine, Artésunate, Efficacité, Temps de la clairance parasitaire, protéine

de surface du mérozoite 2, Cal
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Background: Pyronaridine-Artesunate is the new ACT to complete the therapeutic arsenal
against uncomplicated P. falciparum and P. vivax infections. From 2011 to 2016, several sub-
studies were conducted in different countries to evaluate its efficacy and safety. As part of the
surveillance of resistance to artemisinin derivatives, a study was conducted in Mali in a site
where P. falciparum infection is predominant.

Methods: from October 2019 to February 2021, we conducted a prospective efficacy
evaluation study of Pyronaridine-Artesunate in subjects 6 months and older in Faladje.
Patients with uncomplicated malaria were treated with Pyramax for 3 days and followed for
28 days. Parasitemia was assessed every 12 hours until three consecutive negative thick
smears were obtained. msp2 and Cal gene polymorphism was assessed by PCR from slides
taken before and after treatment to distinguish reinfections from recrudescences. Parasite
clearance time was calculated using the WorldWide Antimalarial Resistance Network
(WWARN) parasite clearance estimator (PCE) software.

Results: We included 452 participants from Faladjée. The adequate clinical and parasitological
response was 96.6%. After molecular correction, the efficacy of Pyronaridine-Artesunate was
99.8% in Faladjé. The median time of parasite clearance was 5 hours 38 minutes IQR (3.78 -
6.90). The half-life of parasite clearance was 2 hours 45 minutes IQR (2.14 - 2.83). The
median time of fever clearance was 24 hours.

Conclusion: Pyronaridine-artesunate remains effective against P. falciparum in Faladje, Mali.
Keywords: Pyronaridine, Artesunate, Efficacy, Parasite clearance time, merozoite surface
protein2, Cal

95



Thése de Doctorat en Pharmacie FAPH-USTTB Fatoumata CISSE

SERMENT DE GALIEN

Je jure en présence des maitres de la faculté, des conseillers de I’ordre des pharmaciens et de
mes condisciples :

D’honorer ceux qui m’ont instruit dans les préceptes de mon art et de leur témoigner ma
reconnaissance en restant fidéle a leur enseignement ;

D’exercer dans 1’intérét de la Santé Publique ma profession, avec conscience et de respecter
non seulement la législation en vigueur mais aussi les régles de I’honneur, de la probité et du
désintéressement ; De ne jamais oublier ma responsabilité et mes devoirs envers le malade et
sa dignité humaine.

En aucun cas, je ne consentirai a utiliser mes connaissances et mon état pour corrompre les
mceurs et favoriser les actes criminels.

Que les hommes m’accordent leur estime si je suis fidéle a mes promesses.

Que je sois couverte d’opprobre et méprisée de mes confréres si j’y manque. Je le jure !

96



