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RESUME DE LA THESE

Face a I'émergence de résistancdPtismodium falciparuna I'ensemble des antipaludiques
actuellement disponibles, la surveillance de IGfttité thérapeutique de ces molécules est une
priorité de santé publique. Les méthodes d’évalualie la résistance sont complexes, rendant
difficile leur mise en application sur le terraibertaines zones endémiques, n'ayant pas les
capacités d'intégrer une surveillance de routinspasent d’'une information limitée sur
I'efficacité des traitements utilisés. La multigton des voyages est un facteur favorisant la
diffusion des infections &@Plasmodiumet des résistances. Néanmoins, les voyageurs
pourraient constituer une bonne population senéinde I'échec thérapeutique lié a une
résistance de par leur faible immunité anti-patustrleur faible risque de réinfection. Nous
explorons l'utilisation de la surveillance du pakrde des voyageurs dans la détection de
I'’émergence et le suivi des tendances de la résist&n zone endémique. Les données
exploitées proviennent principalement du Centreiddat de Référence du Paludisme,
France, de 2000 a 2011.

Premierement, nous investiguons si la surveillahc@aludisme d’importation serait un bon
indicateur des évolutions de la résistance swrkain. Puis, la surveillance des voyageurs est
testée pour deux différentes applications: la diétiecdde I'émergence de la résistance a la
chloroquine en Haiti et I'évolution de la résistana la chloroquine consécutive aux
changements de politique thérapeutique en Afrique.

Notre travail confirme l'utilité d'un systeme derseaillance du paludisme des voyageurs
complémentaire aux études de terrain pour faclliter réponse adaptée par les décideurs des

politiques de santé.

Mots-clés: Plasmodium falciparum paludisme, voyageurs, antipaludiques, résistance,
systéme de surveillance, combinaisons thérapewtiquebase d’artémisinine, marqueurs

moléculaires de résistance, sensibilit&itro



TITLE

Malaria of travellers: assessment of the sentinel ote in the
antimalarial drug resistance

ABSTRACT

There are growing concerns about the emergencesatance oPlasmodium falciparunto

all the antimalarial drugs currently available, luting the artemisinin-based combination
therapies (ACTs). Monitoring the therapeutic effigaof these drugs has become a public
health priority. The methods for assessing thenaadtirial drug resistance are complex,
making their implementation within endemic courdrdifficult. Some endemic areas, which
do not have the logistic and financial capacityirtcorporate a routine surveillance, have
limited information regarding the effectivenesstloé given treatments. Increased travel is a
major factor facilitating the spread d&flasmodiuminfections and resistance. However,
travellers who return from endemic countries indectvith malaria often present with low
Immunity against the parasites and there is noaisk-infection. Thus, they could be used as
a sentinel population to detect therapeutic fadutee to resistance.

We explore in this work the use of a travellersrvaillance system for detecting the
emergence of antimalarial drug resistance and mamg the evolution of resistance in
endemic areas. The data come mainly from the Naltidfalaria Reference Center from
France, between 2000-2011.

First, we investigate whether data on travellersrreng from Africa with malaria could serve
as an additional surveillance system for the emmargeof drug resistance in endemic-
countries. Then, the value of this system is testedugh two different applications: the
detection of emergence of chloroquine-resistancdaiti and the evolution of chloroquine-
resistance following the changes of treatment gohcAfrica.

Our study confirms the valuable source of inform@ttoming from travellers’ surveillance as
an additional system for tracking resistance ineemd countries and facilitating an

appropriate response by health policy makers.

Key words: Plasmodium falciparum malaria, travellers, antimalarial drugs, resis&n
surveillance system, artemisinin-based combinatibkerapies, molecular markers of

resistancein vitro susceptibility
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INTRODUCTION

Le paludisme représente la premiére endémie pairasén zone tropicale. C’'est en Afrique
sub-saharienne que se concentrent plus de 90%nderkadité et de la mortalité attribuables a
cette affection. Outre la morbi-mortalité de cgtéghologie, il existe un impact important sur
le développement socio-économique des zones impadud.es effets sont directs, dus aux
colts qui touchent familles et pouvoirs publics,ignaussi indirects par la perte de
productivité et de revenus. De plus, le nombre témies traitements antipaludiques
actuellement disponibles et la diffusion des rasists a ces traitements placent cette

parasitose comme un probleme majeur de santé pebliq

1.1 Généralités

1.1.1Le parasite et son vecteur

Hippocrate (V™ siécle av. J.-C.) fut le premier & décrire lesrB& tierces bénignes et les
fievres quartes, a observer leur aspect saisormigofer I'association a une splénomeégalie et
a faire une relation avec la présence des eauratées des marais. Le paludisme ou malaria
fut longtemps confondu avec des fiévres de tout@gnes, en particulier la typhoide et la
fievre jaune. Ce n'est qu'en 1880, a ConstantinéAlghonse Laveran décrivit I'agent
responsable du paludisme qu’il dénom@scillarium malariae.Et en 1897 Ronald Ross,
entomologiste britannique, démontra que la transiorisdu paludisme pouvait étre liée a la

piqlre d’'un moustique.

Le paludisme est une parasitose causée par urzpeite du genr@lasmodiumPlus de 100
especes sont actuellement recensées pouvant imfestanammiféres, les oiseaux ou les
reptiles. Il existe classiquement quatre espécemganes chez 'HommeP. falciparunt, le
plus répandu en zones tropicales et intertropicdPesvivax majoritaire dans les zones
subtropicales et tempéréds; malariae et P. ovale Une cinquieme espec®, knowlesi
infectant habituellement les singes macaques,eam@éent été décrite chez ’'Homme en Asie
du Sud-Est [1,2].

! Seul le paludisme R. falciparumsera étudié dans la suite de ce travail

-13 -



INTRODUCTION

Le parasite est transmis du sujet infesté au ségeiptif par la pigdre d’'un moustique femelle

adulte vecteur, I'anophéle. La transmission interhime par transfusion sanguine ou par
transmission congénitale reste une exception. lfEsehtes especes d’anophéles ont chacune
des aires de distribution bien définies, résult@atleur évolution biogéographique et qui
conditionnent la présence du paludisme. Leur é@let leur compétence vectorielle ont
modelé I'épidémiologie de la maladie. En raisorsdédonne adaptation a I'Homme, I'espéce

Anophelegiambiae slest le principal vecteur en Afrique sub-saharienne

La Figure 1 illustre le cycle du paludisme chez 'Homme (cyakexué) et I'anophéle (cycle
sexué) [3]. Lors d'un repas sanguin, I'anophélecite® a I'Homme les sporozoites, stade
infectieux du parasite, qui gagnent le foie en quet minutes et s’y multiplient en une a
deux semaines. Les hépatocytes parasités éclatdrgrent les mérozoites dans la circulation
sanguine. Ceux-ci envahissent les hématies dagsdiss ils se transforment en trophozoites
puis en schizontes par multiplication. Ces dernises liberent du globule rouge par
éclatement, et vont coloniser d’autres hématiegsgdétruiront a leur tour. Ce n’est qu’apres
plusieurs cycles de multiplication que les formesuges dd’lasmodium(ou gamétocytes)
apparaissent dans les hématies. Le moustique as daun repas sur un héte infecté se gorge
de sang contaminé par les gamétocytes. Dans fimteaoyen du moustique, les
microgametes fécondent les macrogametes (stadeséythrocytaires sexués) conduisant a
des ookinétes zygotiques qui traversent la parolidestin pour former des oocystes ou
s’individualisent de nombreux sporozoites. Les gpoites migrent jusqu'aux glandes
salivaires du moustique, qui reste infectieux pehdh a 2 mois. Aprés maturation, les

parasites sont a nouveau injectés a un individua#occasion de la piqdre de l'insecte.

-14 -



INTRODUCTION

Sporozoites o & Infection
Liver
= Oocyst
rp'
Merozoites ) Gut / :.::“
—> o Red blood [ ( * Ookinete
@; cells o
‘ )’ %5 Zygote
‘ ) @ Transmission
€ ‘\o % to mosquito 1 Gametes
Asexual oy \
cycle ? = \______/
? Fertilization and
Gametocytogenesis oocyst generation

Figure 1: Cycle parasitaire duplasmodium(extrait de Pasvol et al., 2010)

1.1.2Manifestations cliniques du paludisme

Les manifestations cliniques du paludisme sontrdegdans leur expression et leur gravité et
dépendent a la fois de I'espéece plasmodiale ebddéte. Les symptdmes de I'acceés palustre
non compliqgué chez 'Homme sont peu spécifiguesimtilaires pour toutes les espéces
(Tableau 1).

En absence de traitement adéquat, les crises senépendant environ une dizaine de jours,
tous les 3 jours poWr. vivax P. ovaleet P. falciparum(fiévre tierce) et tous les 4 jours pour
P. malariae (fievre quarte). Les infections pd. malariag P. ovale et P. vivax ont
généralement une évolution favorable, méme si deads séveres de détresse respiratoire,
d’anémie sévere, ou de coma ont récemment été tekcpour P. vivax [4,5]. Le
développement de formes quiescentes pour cesespices peut entrainer des réviviscences
tardives des années aprés le retour de zone d'émdé&fimfection a P. falciparum peut
eégalement évoluer vers des formes séveres, redpessdres souvent d'atteintes
neurologiques (voire coma), d’acidoses métaboligd&méemies séveres, d’hypoglycémies,
d’cedémes aigus du poumon ou d'insuffisances rérailpses. Les formes sévéres sont
presque toujours létales en absence de prise @gectt@érapeutique efficace et fatales dans

10 & 20% des cas malgré la mise sous traitemecaedf[6,7].
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Manifestations Durée
cliniques

Incubation 9 a 30 jours poup. falciparum
18 & 40 jours pouP. malariae

15 jours a plusieurs mois poRr vivax et
P. ovale

9 & 12 jours pouP. knowlesi

Acces palustre

Période froide Début brutal : Frissons, chair de 15 mn a une heure
poule
Période chaude Fievre, maux de téte, soif, 2 heures ou plus

vomissement

Période de Sueurs profuses, grande, lassitude 6 a 10 heures
repos

Tableau 1: Manifestations cliniques de l'accés pasitre (adapté de Mc Gregor et al.,
1988)

La variété des manifestations cliniques dépendidean d'immunité des patients infectés,
lui-méme fortement corrélé a la transmission. lamgmission du paludisme peut exister sur
un mode endémique ou sur un mode épidémique pouviugncer I'ampleur et la nature de

I'infection.

Dans des zones de transmission élevée et modébke]sdu paludisme, deux grands groupes
sont a risque de déclarer la maladie :

- les enfants dont 'immunité naturelle contre leudidme n’est pas encore acquise et
qui ne s’installera qu’apres un nombre conséquéntedtions (contrairement aux nouveau-
nés qui profitent des anticorps maternels pourras$eur protection) ;

- les femmes enceintes dont 'immunité est fortenadéminuée par la grossesse causant
10 000 déeces maternels par an, de 8 a 14 % dekedashle poids de naissance et de 3% a 8

% des déces de nourrissons [8,9].

Dans des zones de transmission épidémique ou faisiable), cette immunité est beaucoup
moins développée, ayant comme consequence, uneadi@iimportante sur I'ensemble des
classes d’age, en particulier lors des épidémigssquwiennent a la suite d’évenements
climatiques, de changement de I'environnement mypkment aprés la cessation des mesures

de lutte [10]. L'immunité acquise est de prémumitgar elle n'est pas durable dans le temps.
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En cas d’interruption de I'exposition, celle-ci te@ diminuer rapidement, expliquant en
partie la difficulté pour les enfants et les adultgacquérir une immunité protectrice dans les

régions a faible transmission [11].

1.1.3Diagnostic biologique

Un diagnostic fiable de paludisme inclut un examemique ainsi qu'un examen
parasitologique des prélevements sanguins du patlepermet d’identifier la présence de
Plasmodiumet si possible de quantifier et caractériserekgseces responsables. La méthode
de référence du diagnostic parasitologique estséolation des formes asexuées de
Plasmodiunpar I'examen d'un frottis sanguin et d'une goyp@EssSe de sang au microscope
optique. Le frottis permet d'identifier les espesefon leurs caractéristiques tandis que la
goutte épaisse augmente la sensibilité de I'exaferabsence de microscope et de personnel
médical formé au diagnostic microscopique du palmeéi, particulierement en zone
endémique, les tests de détection rapide d'ansg€reR : tests de diagnostic rapide), plus

faciles d’utilisation, sont utilisés.

1.1.4Epidémiologie du paludisme dans le monde

La répartition du paludisme s’étend sur I'ensena@da zone intertropicale. De forts niveaux
d’endémicité sont présents en Afrigue (essentigdl@men Afrique sub-saharienne et a
moindre échelle en Afrigue du Sud). De faibles aive d’endémicité sont trouvés en

Ameérique Centrale et du Sud mais également en @eidrale et du Sud-Est, ou seules des
poches de transmission intermédiaire et plus raneme forte transmission persistent [12].

Cette distribution pourrait inclure dans le futuesdrégions actuellement exemptes de
paludisme, en raison des changements climatiquet eéchauffement graduel des zones

tempéreées [13].

Malgré les tentatives d’éradication par les campagie lutte anti-vectorielle, impulsées par
I'Organisation Mondiale de la Santé (OMS) entredeaées 1950 et 1960, le paludisme reste
un probleme majeur de santé publique a I'échetlermationale. Sur 104 pays situés en zone
endémique, 79 pays sont classés en phase de eotiraludisme, 10 sont en phase de pré-
élimination, 10 sont en phase d’élimination et Btsdans la phase de prévention contre la
réintroduction du paludisme. Il s’agit de l'infemti parasitaire la plus fréquente dans le
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monde avec un nombre d’épisodes cliniques partimégpar 'OMS a 233 millions en 2000,

a 244 millions en 2005 et retombé a 219 milliomdglivalle de confiance 95% [IC95], 154 -
289) en 2010. La majorité des cas sont diagnostignéAfrique sub-saharienne (80%) puis
en Asie du Sud-Est (13%) [14]. Pourtant, sousrigsiques et particulierement en Afrique, le
diagnostic parasitaire reste limité et la déclarapar les services administratifs absente, ce
qui rend les statistiques officielles de 'OMS sent/sous-estimées. Certains auteurs ont donc
préféré estimer ce chiffre a 451 millions (IC95934552) en 2007, apres des méthodes

complexes de modélisation géostatistique [Exjifre 2).

Le nombre de déces est, quant a lui, estimé a 868{IC95, 610 000 - 971 000) par 'OMS
en 2010, touchant principalement les enfants densnde cing ans (86%) et les personnes
vivant en Afrique sub-saharienne (91%) [15]. Laa®rg ce chiffre serait sous-estimé selon
certains auteurs, pour qui, le nombre de décébwbiles au paludisme en 2010 atteindrait
1,170 millions (IC95%, 0,917 — 1,527) [16].
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Figure 2: Estimation de la distribution spatiale del’endémicité deP. falciparumen 2007(extrait de Hay et al., 2010)Les données s’appuient
un modele géostatistique. La transmission du psteliest représentée en continue du jaune au rded@®4q - 100%), respectivement d’une faible a unte fo
endémicité. Les zones restantes sont définies cormgee instable (gris foncé) ou absence de riggte clair). Les traits pointillés séparent laiofg
Amérique, de la région Afrique et de la région Astmtrale et Sud-Est. Les 7 pays ayant la frontitaeguée en bleu, présentent une faible endéneicdés

systemes nationaux de surveillance sanitaire etatination fiables — Malaria Atlas Project
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1.1.5Contréle du paludisme en zone endémique

Des politigues de lutte antipaludique sont tressgmées dans les pays endémiques et
participent a la promotion d’'un meilleur « contréede cette pathologie, voire a une
éradication dans certaines zones impaludées. EB, I'8%tiative Roll Back Malaria (RBM,
faire reculer le paludisme) fut impulsée conjointenpar 'OMS, la Banque Mondiale, les
Fonds des Nations-Unies pour I'Enfance (UNICEF)|est Programmes des Nations-Unies
pour le Développement (PNUD). Le but était de duminde moitié la charge mondiale liée

au paludisme sur la période 2000-2010, en propassntéponse globale au paludisme.

Les stratégies de contréle du paludisme couvramt depects importants : la prévention et la
gestion des cas de paludisme. Ces deux approchmesSirges permettent de diminuer la
transmission du parasite, de réduire I'incidence ches et de prévenir I'évolution de formes
simples vers des formes compliquées.

Actuellement, les politiques de santé focalisentdeactions sur cing niveaux principaux de
contrdle Figure 3) [14]:

- lalutte antivectorielle ;

- le contrdle de la résistance aux insecticides ;

- les traitements préventifs chez les population®énalbles ou administrées de facon
saisonniere ;

- le dépistage et le traitement adéquat des cas ;

- le contrdle et la surveillance de la résistanceantipaludiques.

La résistance aux antipaludiques est un des facpgincipaux qui entrave le contrble efficace
du paludisme a [I'échelle mondiale. Une surveillancentinue de ['efficacité des
antipaludiques est indispensable pour informerpektiques de traitement et assurer une

détection précoce des modifications des profilsédestance.
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Figure 3: Les stratégies de contrble du paludismenezone endémique (adapté du rapport de 'OMS, 2012)
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1.2 Epidémiologie de la résistance aux antipaludiques

1.2.1Déterminants de la résistance

La résistance aux antipaludiques se définit comtauat éa capacité d’une souche parasitaire a
survivre et/ou a se multiplier malgré I'adminisioat et I'absorption d’un traitement donné a
une dose égale ou supérieure a celle usuellemenmreandée, et dans les limites de

tolérance du sujet. De nombreux facteurs influehcette résistancé-igure 4) [17,18].

Hote :
- Pharmacocinétique
- facteurs génétiques
- Immunité
- Migration
- Maintien du réservoir de parasites résistants

Médicament : .
R T Parasite : :
- Pression médicamenteuse : Environnement :
e et . -Biomasse - ...,
- ¥ vie d'élimination . . e -Intensité de
. -Mutations géneétiques ..
- Posologie . transmission
.. . -Potentiel reproducteur
- Résistances croisées

) . fitness
- Action de la molécule ': )

Vecteur:
- Affinité du vecteur pour le parasite
- Migration

Figure 4: Déterminants de la résistance aux antipabliques (adapté de Wongsrichanalai
et al., 2002)

Deux événements distincts sont nécessaires a KEmee de la résistance : des mutations
génomiquesle noveoet une pression de sélection des médicaments.

Les parasites, comme les virus, possédent une graadabilité génétique qui est source
d’échappement immunitaire et de chimiorésistanoert@nt, la fréquence des mutations dans
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une population de parasites peu exposée a la neléstutrés faible (probabilité de mutation

par nucléotide par réplication de I'’ADN : ip

Ainsi les mutations sont rares ; une ou plusiewsations peuvent étre requises pour réduire
la sensibilité & la molécule ; les parasites mgtamtt une faible viabilité et leur potentiel
reproducteur (fitness) est diminué [19]. Dans aegldions, la pression médicamenteuse joue
un role déterminant dans la sélection et le mainties parasites résistants dans une
population naturelle. L'utilisation d’antipaludigsieen absence d'un diagnostic de
confirmation biologique conduit a I'utilisation diitement présomptif favorisant la pression
médicamenteuse non ciblée. Les propriétés antigyed de certains antipaludiques, tels que
la chloroquine, favorisent également leur utilisatidans des indications autres que le

paludisme.

Pour certaines molécules, la présence de résistacrasées est également un facteur
déterminant du développement des résistances. Clestcas de [l'association
sulfadoxine+pyriméthamine (SP) avec la sulfaméthobettriméthoprime, et de la

chloroquine avec I'amodiaquine [20,21].

Les parasites qui survivent au traitement serag probablement éliminés par la réponse
immunitaire. Cependant, I'infection peut subsisidiimmunité de I'h6te est faible ou altérée
(chez I'enfant et la femme enceinte, par exemplekiola fraction des parasites survivants

reste trop élevée.

Deux phénomeénes sont en cause :

- Le phénoméne de recrudescence, qui correspondséldation d’'une population de
parasites mutants ayant survécu au traitement dduemiere infection. Il est causé, soit par
une diminution de la sensibilité des parasites amialécule, soit par la présence de
concentrations sanguines sub-thérapeutiques (pigtement dans le cas des molécules a
longue demi-vie, des médicaments de mauvaise qudliine faible adhérence au traitement
ou d’'une biodisponibilité réduite liée a une maseakbsorption) [22,23];

- Le phénoméne de réinfection correspond, quant aduune nouvelle infection
apparaissant peu apres l'initiation d’'un traitemésat plupart des antipaludiques sont peu ou
pas actifs sur les formes pré-érythrocytaires diagie mais uniquement sur les formes

érythrocytaires émergeant des hépatocytes. En easréihfection, les concentrations
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d’antipaludiques qui sont aprés quelques jours s$esisseuils curatifs, ne freinent plus la

croissance des parasites provenant du foie. La&ted¥ledes parasites moins sensibles et le

développement des résistances sont favorises.

Dans les combinaisons thérapeutiques a base diaméme (CTAS), par exemple, les dérivés

de l'artémisinine réduisent rapidement la biomgsaeasitaire et ne laissent a la molécule
partenaire que relativement peu de parasites anélinliLa molécule associée agit donc sur les
parasites résiduels, a des concentrations plueedeqgue si elle avait été administrée en
monothérapie, éliminant ainsi les parasites poularétre potentiellement résistant&dure

5). En supprimant I'ensemble des parasites résida#és joue également un rdle protecteur

vis-a-vis de I'émergence de résistances aux dededartémisinine [24].

Le niveau de transmission de la région endémique,jguant a lui, un réle controversé.
Certains auteurs considérent que la prévalence disistance est plus élevée dans les régions
a faible transmission alors que certains modelggésent que le contrdle de la transmission
du paludisme retarderait le développement de latagge [25,26].

Enfin dans certains cas, I'affinité du vecteur awggite permet d’augmenter l'infectiosité et la
productivité des parasites résistants. Par exergdgarasites chloroquino-résistants auraient
un potentiel reproducteur accru au sein d’Anopheliess, entrainant la propagation de la

résistance a la chloroquine en Asie du Sud-Est @aganie de I'Ouest [27].
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Figure 5: Pharmacocinétique et dynamique des CTAshez P. falciparum (adapté de
White, 1999).L’aire A représente la biomasse des parasites ldaseng lors d’'une exposition a une
molécule partenaire en monothérapie, ici la méflogiuAlors que I'aire colorée verte représente la
biomasse des parasites lors d’'une exposition &0I#e pendant 3 jours. Dans les CTAs, les dérivés
de l'artémisinine réduisent rapidement la biomasamasitaire (ligne verte) et seulement un faible
nombre de parasites résiduels (triangle B) est &#po la méfloquine. Les parasites résiduels se
retrouvent face a des concentrations plus élevéanélloquine (ligne rouge) que la méme biomasse

parasitaire (triangle B1) exposée a la méfloqumenenothérapie.

1.2.2Modes d’évaluation de la résistance

La surveillance de la résistance est une composastntielle dans le cadre d’'un programme
national de lutte contre le paludisni®.falciparumest capable de s’adapter en permanence et
de développer des résistances a I'ensemble dgmhantiques mis sur le marché, y compris
les CTAs. Il s’avére donc indispensable de sumeilfégulierement [I'efficacité des

antipaludiques afin d’adapter en temps voulu lggmés thérapeutiques [28,29,30].

On distingue trois principaux tests pour évalueefficacité et la résistance des

antipaludiques :
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- L’évaluationin vivo de I'efficacité thérapeutique [31];
- I'étude des marqueurs moléculaires de résistancamtipaludiques;
- I'étude in vitro par mise en culture pour évaluer la susceptibdité parasite aux

diverses molécules [32].

Deux tests complémentaires sont trés souvent agjlipermettant de valider I'échec
thérapeutique réellement lié a la résistance :

- Le génotypage moléculaire pour distinguer la ré@itiéa de la recrudescence [33];

- Le dosage sanguin des médicaments pour s’assurtabdence de concentrations

sub-thérapeutiques.

1.2.2.1L’évaluation par les méthodes in vivo
1.2.2.1.1 Evaluation de la résistance

Le testin vivo standardisé reste la méthode de référence recodé@marar 'OMS. Ce test est
basé sur I'observation de la réponse parasitaiez cim patient traité par une dose fixe de
médicament, en tenant compte des limites de tatérdhpermet une appréciation globale de
la résistance au traitement malgré les interféredié®s au systeme immunitaire ou a la
pharmacodynamie de la molécule.

Plus précisément, ce test consiste a administeidose standard de I'antipaludique étudié a
une sélection de patients infectés par falciparum La disparition des manifestations
cliniques et de la parasitémie puis I'absence de féapparition sont suivies et évaluées sur

une période d’au moins 28 jours [34].

Les avantages majeurs de cette méthode sont qéedleie la réponse clinique de facon

pragmatique, en situation réelle et gu’elle ne sgite pas d’équipements complexes pour
I'évaluation de I'échec thérapeutique. En revanchle ne mesure pas la présence
d’événements intercurrents tels que I'immunitépi@sence de réinfection ou la présence de
concentrations sub-thérapeutiques, qui participebiiser I'identification du phénomeéne de

résistance, ou des phénomenes de recrudescencenanirvtardivement apres 28j par

exemple.

Plusieurs protocoles standardisés pour la surme#lae I'efficacité des antipaludiques se sont

succédés depuis les années 60s. Le premier pretdoainulé par le groupe scientifique de
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I'OMS en 1964 et mis a jour en 1972, distinguasigmiveaux pour la résistance i.e., Rl, RII

et RIll et un niveau pour la sensibilité S [35,36hbleau 2. En 1996, le protocole a été
modifié pour mettre l'accent sur I'échec thérapmui impliquant un suivi clinique,
parasitologique, une mesure de I'hématocrite eladeempérature a 14 jours. Une réponse
clinique adéquate se distinguait d’un échec thérigee précoce ou tardif [37Té&bleau 3.

En 2003 puis en 2009, le protocole a été a nouvemplacé afin de distinguer I'échec
parasitologique de I'échec clinique. Cette distortia toute son importance pour le dépistage
et la prise en charge des patients asymptomatgu&shec parasitologique [7,38]Jableau

4). En effet, la présence de parasites résiduelgrites le développement d’'un paludisme
sévere et augmente la morbi-mortalité associééchd’c thérapeutique ; tandis que le portage
de gamétocytes favorise la transmission de I'indecet de la résistance.

Classification OMS (OMS, Définition

1973)
S (Sensible)

Diminution <25% de la parasitémie initiale a J2@des frottis
négatifs de J7 a J28.

RI (niveau de résistance I) Diminution de la parasitémie en dessous du seuiliéection
microscopique pendant au moins 2 jours durant Ipseiiers
jours suivant le début du traitement, une recruelese étan
observée entre J8 et J28.

RII (niveau de résistance II) Elimination initiale ou diminution substantielle theparasitémie

(<25% du compte initial a J2) mais persistancesanudescenc

19}

de la parasitémie entre J4 et J7.

RIIl (niveau de résistance Ill) Pas de diminution significative de la parasitémie.

Tableau 2: Classification de la sensibilité des aipaludiques lors du testin vivo,
protocole OMS 1973
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Classification OMS modifiée Définition

(OMS, 1996)

ETP (échec thérapeutique précocelpparition de signes de danger ou de paludismeegaax jours

1, 2 ou 3, en présence d’'une parasitémie ;

Parasitémie au jour 2 supérieure a celle du joguélle que soi
la température axillaire ;

Parasitémie au jour 3 et température axillai®y.5 °C;
Parasitémie au jour325% par rapport a celle du jour O.

ECT (échec clinique tardif) Réapparition de symptomes cliniques en présencened’u

parasitémie détectable entre J4 et J14.

RCA (réponse clinigue adéquate) Absence d’une parasitémie détectable a J14, indépement de
la fievre, ou absence de symptomes cliniques iedgmmen
de la parasitémie, chez les patients n'ayant pasléssés e
ETP ou ECT.

-

Tableau 3: Classification de la sensibilité des aipaludiques lors du testin vivo,
protocole modifie OMS 1996

Classification OMS modifiée Définition

(OMS, 2009)

ETP (échec thérapeutique précoce) Idem classification OMS 1996.

ECT (échec clinique tardif) Réapparition de symmémcliniques en présence d’une
parasitémie détectable entre J4 et J28 pour legcuiels a
demi-vie inférieure a 7 jours (amodiaquine, leg€m@isinines,
atovaquone-+proguanil, chloroquine, luméfantrinenige, SP,
etc.) et entre J4 et J42 pour les molécules a mgmi-vie

(méfloquine, pipéraquine, etc.) [39].

EPT (échec parasitologique tardif) Présence d’une parasitémie détectable entre 2Beiul J4 ef
J42 (selon la demi-vie de la molécule), indépendantindes
signes cliniques.

RCPA (réponse clinique et Absence d'une parasitémie détectable et/ou de $ymgx
parasitologique adéquate) clinigues a J28 ou J42 selon la molécule, chezp&gents

n'ayant pas été classés en ETP, ECT ou EPT.

Tableau 4: Classification de la sensibilité des aipaludiques lors du testin vivo,
protocole modifié OMS 2009
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Les études d’efficacité thérapeutiqgue conduites $égide des standards de 'OMS aident les
programmes nationaux de contr6le du paludisme aterar des politiques nationales de
stratégie thérapeutique efficaces et adaptées.rdsdtats des tesis vivo sont méme, a

I'heure actuelle, les seuls criteres utilisés poodifier une premiere ligne de traitement. Or,
les tests complémentaires, moléculairesnouitro, ont montré toute leur importance dans la

confirmation et le suivi de la résistance [34].

En raison des divergences des critéres d’incluslena qualité du suivi ou de l'interprétation
des résultats, les études d’efficacité thérapeeatigaient jusqu’ici difficilement comparables
entre elles, malgré un effort de standardisatianptetocolesn vivo.

Le suivi de la résistance dans le temps et daspd&e, et la standardisation des méthodes a
I'échelle internationale, restent donc un exeraoenpliqué ; qui a pu étre facilité par la
création du réseau WorldWide Antimalarial ResisteNetwork (WWARN) & partir de 2008.

1.2.2.1.2 Distinction entre réinfection et recrudescence pagénotypage

L’évaluation in vivo de [lefficacité des antipaludigues nécessite degthades
complémentaires de génotypage par PCR (Polymerhaeé QReaction) pour distinguer la
réinfection de la recrudescence.

Il est apparu nécessaire de corriger et d’'ajusterektimations de la fréquence des réponses
cliniques et parasitologiques adéquates pour teompte du biais introduit par les
réinfections, qui sont fréquentes en zone de toatessmission. Ces tests sont particulierement
recommandés dans les échecs tardifs pour évitdauksement diagnostiquer I'existence
d’une résistance [7,33,40].

Seule la parfaite similitude génétique des souchestre que les mémes parasites ont été
inoculés par le méme vecteur. La probabilité quexdescteurs soient infectés par exactement
les mémes souches Befalciparumest quasi nulle en zone d’endémie et reste faibleours
d’épidémies de paludisme [41]. A l'aide du génotypales marqueurs moléculaimrespl
msp2et glurp (génes codant pour les Merozoite Surface Proi&het pour la GLUtamate-
Rich Protein), les phénoménes de recrudescence irtfection sont différenciés [42]. Ces
génes présentent une diversité allélique élevéeamon d'un polymorphisme de taille
importante, permettant la distinction aisée de différents alléles. Apres I'évaluation du
pouvoir discriminant des trois principaux marqueuarsp2etglurp ont été considérés comme

les plus discriminants [33].
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1.2.2.1.3 Dosage sanguin des meédicaments

L’évaluation in vivo de [lefficacité des antipaludigues nécessite degthades
complémentaires de dosage des médicaments poatatdteprésence de concentrations sub-
thérapeutiques. Les études de pharmacocinétigaetéasent les phénomenes d’absorption,
de distribution, de métabolisme et d’éliminationrdédicament. Elles sont indispensables et
complémentaires des autres tests pour l'identiicatd’'un échec thérapeutique réellement
causé par le développement d’une résistance.

Des méthodes simples de dosage, adaptées au trrannécessitant qu’un petit volume de
sang capillaire séché sur un filtre, sont en démdment. La disponibilité de ces méthodes
associée a des financements suffisants, permaettraiex programmes nationaux de lutte
contre le paludisme, et & d’autres organisatiomslgizant des essais cliniques, d'intégrer les
études pharmacologiques en surveillance de rodérfficacité thérapeutique.

La connaissance approfondie de la pharmacologie ttaitement permet I'adaptation des
posologies aux différentes classes d’'une populafiorsi, la présence de concentrations sub-
thérapeutiques favorisant I'émergence de résistanest évitée. Les modeles de
pharmacocinétique des populations peuvent étresésavec un nombre limité d’échantillons
sanguins. lls déterminent la pharmacocinétique ddicament et les caractéristiques des
individus donnant lieu a une variation inter-indivelle (population-based method of

analysis) [43].

Pourtant, I'interprétation des résultats est commpldl a été montré que les concentrations
sanguines de médicament sont généralement plukedadhez les enfants que chez les
adultes ; et plus faibles chez les patients encétiiirapeutique que chez les patients guéris
[44,45,46]. Ces résultats refletent, soit des comagons inadéquates, soit une résistance
partielle due a la survie des souches moins s@&ssiblez les patients ayant des concentrations
plasmatiques réduites, soit une accumulation duicaéeknt dans les hématies parasitées.
Dans ce dernier cas, la concentration plasmatigesurée diminue lorsque la charge

parasitaire augmente.

La circulation de médicaments de mauvaise quaptédiits falsifiés ou produits sous-
standards), en zone endémique participe égalenlarpirésence de concentrations sanguines

de médicament inadéquates dans les populationandjarité des pays endémiques ont
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développé une politique nationale du médicamentliGgipe aux antipaludiques. Les

traitements de premiere et deuxieme intention défihis au niveau national. Les stocks sont
ensuite placés dans les centres de santé ou lasismes de santé communautaires. A coté
des filieres officielles du secteur public et ddgnmacies du secteur privé, de nombreux
médicaments de mauvaise qualité (sous-dosage, absgenprincipe actif, etc.) sont mis en
circulation au sein des marchés paralléles. Lesctsires nationales de contrble des
médicaments sont souvent peu opérationnelles. Geses paralléles court-circuitent les
centres de santé, souvent en rupture de stoclGigaiement en Afrique et en Asie du Sud-
Est. Un décalage apparait souvent entre les méditanrecommandés par les structures
sanitaires et les produits effectivement disposilale niveau du pays [47,48,49].

1.2.2.21’évaluation par les marqueurs moléculaires de risince

Apres les testsin vivo d’efficacité thérapeutique, la caractérisation desrqueurs

moléculaires associés a la résistance est une cami@o essentielle dans la bonne
compréhension des résistances aux antipaludiquestdchniques de biologie moléculaire
permettent l'identification des modifications gégaes associées a la résistance dans le

génome du parasite pour mesurer la chimiorésistsuncke terrain [50].

1.2.2.2.1 Mécanismes moléculaires de résistance

Différents mécanismes de résistance a une moléatlété identifiés [51]:
- diminution de l'affinité de la molécule a sa cible
- altération de son transport ;
- inactivation enzymatique ;
- diminution de la transformation de la molécule en métabolite actif ;
- augmentation du taux d’'un métabolite antagonistia aeolécule ;

- diminution de la quantité des cibles.

Un nombre limité de genes impliqués ou potentiediemimpliqués dans la résistance aux

antipaludiques dP. falciparumont été identifiés.

e Pfdhfr et Pfdhps
Les antifoliques (sulfadoxine, dapsone) sont de#iteurs de la DiHydroPteroate Synthétase

(DHPS), alors que les antifoliniques (pyriméthamieycloguanil) sont des inhibiteurs de la
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DiHydroFolate Reductase (DHFR). Les deux groupéssagt dans le cytosol en bloquant la
synthese d’acides nucléiqudsigure 6). La résistance a la SP est un des mécanismes les
mieux décrits. Les mutations ponctuelles des g&ifdkt et Pfdhps codant respectivement

pour la DHFR et la DHPS, diminuent I'affinité derfeolécule a sa cible.

GTP

GTPC

7.8-dihydroneopterin
triphosphate

PTPS

3

6-hydroxymethyl-7.8-dihydropteri

PPPK

6-hydroxymethyl-7.8-dihydropterin
pyrophosphate

PABA —)p pHPs | <« SDX

7.8-dihydropteroate

DHFS

7.8-dihydrofolate

L-Glu —p pHFR | < PYR

tetrahydrofolate

Figure 6: Mécanisme d’action de la sulfadoxine (SDXet de la pyriméthamine (PYR)

sur la biosynthése du folate paP. falciparum (extrait de Mita et Tanabe, 2012)

GTPC : Guanosine Tri Phosphate CyclohydrolasePTPS: PyruvoylTetrahydroPterin Synthase ;
PPPK : hydroxymethyldihydroPterin PyrophosPhoKinasBHPS : DiHydroPteroate Synthase ;
DHFS : DiHydroFolate Synthase ; DHFR : DiHydoFolaReductase ; pABA : paraAminoBenzoic
Acid

Le séquencage du gemddhfr dans des isolats présentant différentes susdépsba la
pyriméthamine a permis lidentification des mutasosuivantes : S108N, N51I, C59R et
1164L [52,53,54,55].

Le séquencage du gemddhpsdans des isolats présentant difféerentes susdiépsba la

sulfadoxine a permis l'identification des mutatisgvantes ;. S436A/F, A437G, A581G et
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A613S [55,56,57]. La mutation K540E ne fut déteatée plus tard lors d’études de terrain
[58].

Les échecs thérapeutiques a la SP ont pu étrelé&oimévivo a la présence combinée des
mutationsPfdhfr et Pfdhps,et plus particulierement sur le continent africaan, quintuple
mutant Pfdhfr: S108N, N511, C59R Pfdhps: A437G, K540E) [59,60,61]. Le risque d’'un
échec thérapeutique a cette association seraitipiilpar prées de 20 en présence d’'un
quintuple mutant, par prés de 10 pour un tripleamtfdhfr et par prés de 5 pour un double

mutantPfdhps[61].

e Pfert
Les amino-4-quinoléinescluant la chloroquine et 'amodiaquine ainsi dgg amino-alcools
incluant la quinine, la méfloquine, I'halofantried la luméfantrine agissent au niveau de la
vacuole digestive en se fixant a 'hématine poumfir un complexe toxique et inhiber sa

détoxification sous forme d’hémozoine.

La résistance a la chloroquine a été tres bientdéstrrimplique des mutations du geriert
codant pour le transporteur : Chloroquine Resigtah@nsporter, ayant pour conséquence
I'altération du transport de la molécule.

La mutation ponctuelle K76T a été montrée commaetéla principal déterminant de la
résistance a la chloroquine [50,62,63]. En efied, ibolats mutants po@fcrt présentent une
altération de I'accumulation de la chloroquine d#msvacuole digestive, réversible sous
I'action de modulateurs de pompes membranaires @menveérapamil [64,65]Higure 7).

Les mutations restent rares et I'implantation désles résistants dans une population est
favorisée par la pression médicamenteuse. La frisgude l'alléle de résistand&fcrt76T
augmente jusqu'a se fixer dans la population deagi@. Ce processus se dénomme
« selective sweep » ou balayage sélectif [66]. b@srosatellites, entourant le géne de
résistancePfcrt76 dans une séquence d’'un chromosomP.dalciparumet fortement liés a
celui-ci, vont étre également sélectionnés et peddr leur diversité. Le polymorphisme des
microsatellites peut donc étre utilisé comme maungquneoléculaire pour définir I'origine de la

résistanceRigure 8).
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Figure 7: Mécanisme de résistance de a la chloroqe deP. falciparum (adapté de Mita
et Tanabe, 2012)
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Figure 8: Mécanisme de sélection par la chloroquindes alléles de résistance (extrait de
Mita et Tanabe, 2012).
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Pfcrt aurait également, selon certains auteurs, uneeinfle sur I'effet des dérivés de
I'artémisinine et des molécules partenaires. Uaasdtfiectionin vitro du géne mutan®Pfcrt
pourrait entrainer une augmentation de la senglil'artémisinine, a la méfloquine, ainsi
gu’une diminution de la sensibilité a 'amodiaqu[6€]. Les études vivo ont, quant a elles,
montré que l'association artémether+luméfantrinect®nne la souche sauvage K76 alors
qgue I'amodiaquine et l'association artésunate+aamdne sélectionne la souche mutante
76T [67,68,69,70]. La sélection de la mutation $dige a la pression médicamenteuse des

molécules associées dans les CTAs.

*  Pfmdrl, Pfatp6 ou Pfmrp1
Les dérivés de l'artémisinine s’accumulent égalendans la vacuole digestive du parasite et
favorisent I'alkylation des métabolites de I'hémalghe entrainant la production de radicaux
libres. Les mécanismes de résistance n'ont pagemté élucidés pour ces molécules mais
différentes hypothéses ont été proposées suite mida en évidence de nouveaux genes
décrits comme pouvant étre impligués dans la gsist aux antipaludiques : génes codant
pour la MultiDrug Resistance 1 proteirf(ndrl), la protéine ATP6Rfatp§ ou la Multudrug

Resistance ProteifP{mrpl.

PfMDR1 est un transporteur de 'ATP, de la famdies ATP-binding cassette (ABC). Il se
localise dans la membrane de la vacuole digestivetravers de laquelle il transporte les
molécules et les substrats [71]. Il peut modulerdponse a de nombreuses molécules
structurellement différentes, incluant les dérigéd’artémisinine et leurs partenaires.

Des mutations ponctuelles du geRémdrl peuvent altérer le transport en affectant la
spécificité des substrats [72]. Elles seraient Géss a des altérations de la susceptibilité,
principalementin vitro, pour 'amodiaquine, la méfloquine, la chloroqyitee luméfantrine,
I'artémisinine, I'artésunate et la dihydro-artémise [73,74,75].

L’amplification du nombre de copies du geRéndrl est associée a une diminution de la
susceptibilitéin vitro a la méfloquine et a I'artésunate, alors que tairition du nombre de
copies est associée a une augmentation de la sibddépa la méfloquine, a la luméfantrine
et a I'artémisinine [76,77].

Enfin, in vivo, I'amplification du nombre de copies du génendrl est associée aux échecs
thérapeutiques a la méfloquine, a l'artésunate+togéfhe et a l'artémether+luméfantrine
dans la sous-région du Grand Mékong [78,79,80,81].
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Le transporteur PfATP6, équivalent du SERCA chez reammiféres (Sarco/endoplasmic
reticulum CA2+-ATpease), a été proposé comme édafibrigine d'un des principaux
mécanismes de la résistance aux dérivés de I'asiidime. || permet le transport du calcium
impliqué dans la régulation de nombreux proces$iez B. falciparum tels que linvasion
des cellules de I'héte, la différentiation gamétagg ou la synchronisation du cycle
parasitaire suite a la production de mélatoninel’péate [82,83,84]. En raison de la structure
similaire des dérivés de l'artémisinine avec laptigargin, inhibiteur du SERCA, il a été
supposé que les dérivés de l'artémisinine seradest inhibiteurs spécifiques de PfATP6
[85,86]. Deux marqueurs moléculaires de résistantartémether ont été proposé¥atp6
S769N et A623E, basé sur les résultats de testwitro, mais sans confirmatiom vivo
[87,88]. Ces résultats restent cependant tresmasrsés [89].

Les investigations portant sur I'association erlgg variations du géene et la baisse de
susceptibilité a I'artémisinine ont permis de meettn évidence la présence d’autres mutations
ponctuelles. Mais jusqu’ici, aucun de ces marquerasdidats n’a pu étre correlé au

phénotype de résistance a I'artémisinine obsetadrantiere Thailande — Cambodge [90].

Enfin, les MRPs appartiennent a la famille des ABDsporteurs. Une étude réceimevitro
a montré le réle d€fmrpl, gene codant pour la protéine MRP1, dans la e¥gist aux
molécules suivantes : chloroquine, quinine, arténms, pipéraquine ou primaquine. Cette
protéine agirait en exportant les molécules horéadeellule [91]. L'implication dePfmrpl

chezP. falciparuma été mise en évidence dans la répamse/o aux CTAs [92].

e Cytochrome b
L’atovaquone a une action sur le cytochrome b enirdiant la production d’ATP et en
bloquant la fabrication des acides nucléiques. Desations associées a une résistance a
I'atovaquone ont été mises en évidence sur le deegtochrome ke Toxoplasma gondide
P. bergheiet deP. falciparum[93,94,95,96]. La mutation ponctuelle sur le co®&@8 du
gene dwytochrome l{remplacant Tyr par Asn, Ser ou Cys) aurait usted€létére sur le site
de fixation de I'atovaquone. La concentration deditegment inhibant 50% de la croissance
parasitaire est augmentée d’'un facteur 1000 erpcésde cette mutation [97].

*  Pfmdt et PfTetQ
Les antibiotiques comme l'azithromycine, la doxyoye et la clindamycine agissent dans
I'apicoplaste (contenant I’ADN circulaire) ou ilshibent la traduction de la protéine.
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La baisse de sensibilité vitro a la doxycycline, antibiotique combiné a la queen curatif

ou utilisé seul en chimioprophylaxie, a été assa@d amplification du nombre de copies
pour les genedfmdt ou PftetQ Le polymorphisme de séquence du g&etQ serait
également un marqueur moléculaire potentiel dentandition de sensibilité des isolats Be

falciparuma la doxycycline [98,99].

Malgré les nombreux succes dans l'identificatios dearqueurs moléculaires associés a la
résistance, des études complémentaires resterdsages pour identifier ceux impliqués dans
la résistance aux nouvelles molécules disponildesnombreux marqueurs ‘ont été proposés
pouvant jouer un réle dan la résistance aux déded&artémisinine, mais aucun n’a jusqu’ici

éte validé comme marqueur unique de résistance.

1.2.2.2.2 Avantages et limites des tests moléculaires dansdatection de résistance

Ces tests présentent de nombreux avantages ciléssous :

- L’étude d’'une quantité importante d’isolats sur gparte période est possible.

- De faibles contraintes logistiques sont liées éoléection, au stockage et au transport
des isolats.

- Les échantillons de sang prélevés sur papier fiesent étre conserves sur une durée
de plusieurs mois.

- La surveillance spatiale et temporelle de la résit a partir des marqueurs
moléculaires permet une cartographie rapide dedfilrale résistance aux
antipaludiques au niveau national, voire intermalo La difficulté a obtenir une
connaissance précise des profils de réponse atentet dans n’'importe quelle
situation peut étre compensée par [lutilisation des marqueurs. S’ils sont
suffisamment bien corrélés aux échecs thérapewti(paes des antifoliques), ils aident
a prévoir leur importance dans un endroit donnéiteiation d’épidémie ou suite a des
changements de politique de santé [100,101,10stQine preuve directe qu’'un
échec a un traitement curatif ou a une prophylegide résultat de la sélection d’'une

population de parasites résistants.
Certains inconvénients ont néanmoins été identifiés

- Les marqueurs de résistance n'ont pas encore a@térokent identifiés pour un grand

nombre de molécules disponibles (tels que les é&le I'artémisinine).
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- Une bonne corrélation avec les échecs cliniquegpa&sencore été établie pour une
grande partie des marqueurs moléculaires. Les nestsculaires ne peuvent donc pas
étre utilisés au niveau individuel. La détection gigasites mutants n’entraine pas
systématiquement la non-réponse du patient aennait. L'issue dépend également
de 'immunité, de la pharmacocinétique ou d’aufeeseurs internes [50,79,103,104].

- Il existe une hétérogénéité dans les méthodes etamgue de standardisation entre les
différents laboratoires.

- Enfin, la présence d’infections mixtes, courantaasdles zones de forte endémicité,
peut masquer les populations de parasites résistantdétriment des populations
sensibles, surtout si les méthodes manquent dégieds

De nombreux défis a la recherche restent donc @angua avant que les tests moléculaires
soient utilisés par les décideurs de santé de quilpour modifier les stratégies de politique

nationale de santé [105].

1.2.2.3L’évaluation par les tests de susceptibilité inreit

Les tests de susceptibilité vitro sont complémentaires des autres tests évaluaggitdance.

lIs permettent la mesure de la susceptibilité msggue du parasite. falciparumen culture,
guantifiée a l'aide du degré d’inhibition de la issance parasitaire en présence de doses
croissantes de médicament. Les marqueurs phénoggigle résistance sont la CI50
(concentration d’inhibition 50%) disponibles poaus les antipaludiques. Méme si les seuils
de résistance sont rarement validés par manqueoigersus international, des seuils de
diminution de la sensibilité des antipaludiquest gwoposés.

De nombreux tests sont disponibles pour évaluecrtassance parasitaire a travers le
métabolisme et la maturation @lasmodiumUne comparaison des méthodes disponibles est

résumeéeTableau 5 [106].
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Microtest de Test radio- Test Test DELI TestHRP2  SYBR GREEN
I'OMS isotopic enzymatique pLDH
pLDH ELISA

Sensitivité Elevée Moyenne Faible Elevée Elevée Moyenne
Temps de 24h 42h (jusqu’a 48h 48h 48-72h 72h
culture 72h)
Evaluation de  Microscopie Incorporation activité Test ELISA Test ELISA Fluorimétrie
I'inhibition de  (évaluant la de enzymatique utilisant utilisant apres
la croissance maturation des  I’hypoxanthine de pLDH des des incorporation
parasitaire schizontes par tritiée anticorps anticorps d’un

dosage contre contre intercalant de

morphologique) pLDH HRP2 I’ADN
Besoins Faible Important Modéré Modéré Modéré Modéré
d’équipement (microscope) (Compteur a (lecteur de (lecteur de (lecteur de (fluorimetre)

scintillation plaques) plaques plaques
liquide) ELISA) ELISA)

Quantité de Elevée Faible Faible Moyenne Faible Faible
travail requise
Année de 1978 1979 1993 2001 2002 2004
publication ; [107] [108] [109] [110] [111] [112]
référence

Tableau 5: Comparaison des tests d’évaluation de kensibilitéin vitro de P. falciparum
au médicament (adapté de Noedl et al., 2003)*

*Abbrévations : DELI, double site enzyme-linked LDiAmunodetection; ELISA enzyme-linked

immunosorbent assay$iRP2, histidine-rich protein 2; pLDH, parasite lat¢ dehydrogenase

Ces tests comportent de nombreux avantages daosvkillance des résistances [113] :

lIs offrent une approche objective et quantitatilams la détermination de la

résistance.

lIs facilitent I'élimination de certains facteurerdondants observés dans les

testsin vivo (tels que I'immunité de I'héte ou la biodisponitdildu médicament) par

le contact direct entre les parasites et la conggom médicamenteuse. Pourtant, un

biais de sélection n'est pas a exclure car leslsmia’arrivent pas toutes a étre

cultivées. Ce biais peut varier selon si les teetd réalisé# vitro, sur des parasites

établis en culture, ouex-vivq par maturation des isolats et en absence de

cryoconservation ou d’adaptation en culture.

lIs permettent d’analyser un méme échantillon vigsad’'un grand nombre de

molécules différentes ou de tester une seule déécmies composant une association

thérapeutique.

lls aident a déterminer la sensibilité de basendewelles molécules avant leur

introduction dans les stratégies thérapeutiquasmadés et a évaluer les changements

-39 -



INTRODUCTION

de susceptibilité pour les anciennes moléculesiréest des recommandations
nationales.

- lIs permettent d’analyser les résistances croidéesynergie ou I'antagonisme

de plusieurs molécules ; et de comparer la seitéiliés souches sur différents sites,
dans un ou plusieurs pays.

- Enfin, utilisés en routine, ces tests permettentéerire les tendances et les
évolutions des résistances dans le temps ; ercplgti pour les molécules dont les
seuils de sensibilité ne sont pas encore détermiisgseuvent alerter précocement de
I'’émergence de la résistance aux premieres et deed lignes de traitement, avant

gue celle-ci ne soit cliniquement apparente.

Pourtant, certaines limites subsistent essentielférdues a la difficulté de standardiser les
méthodes entre les différents laboratoires. Chaggteayant un critére d’évaluation différent,
I'interprétation des résultats va dépendre duughsé [32]. Les résultats, exprimés en CI50,
sont le produit de différents facteurs, i.e. I'héocaite, la parasitémie initiale, le volume de
distribution dans les puits, la précision de I'djde doses picomolaires de médicament, etc.
Les résultats peuvent donc étre hétérogenes argriatboratoires et au cours du temps. En
absence de protocoles standards pour les étiudestro de terrain, les résultats sont
difficilement comparables entre eux. Les isolatssfisont souvent plus représentatifs que les
isolats cultivédn vitro. Ces derniers ont plus de risque de se modifiertggregnent apres
adaptation en culture et de sélectionner les seudsistantes. Enfin, I'exposition vivo a la
molécule reste difficilement reproductible par tedthodesn vitro.

Il est recommandé de conduire les t@stgitro, réalisés en zone endémique, dans un nombre
limité de structures de référence en raison detapiexité et du colt élevé de la technique.
Ainsi, les ressources peuvent étre mutualiséessahEthodes standardisées.

La complexité des méthodes d’évaluation de la t&sie participe a la difficulté de mettre en

place une surveillance efficace, continue et statisie de I'efficacité et de la résistance aux

antipaludiques en zone endémique.
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1.2.3Traitements antipaludiques disponibles et résistare avant
I'ére des CTAs

Le choix des médicaments proposés en premiereugtasee ligne de traitement s’appuie sur
de nombreuses caractéristiques telles que l'effieau traitement, la sensibilité du parasite a
la molécule, la gravité des manifestations clingquia voie d’administration, le co(t du

produit ainsi que l'acceptabilité par le patienbygent liée a la présence ou non d'effets

secondaires).

Dans leur grande majorité, les antipaludiques,retgwu de synthése, sont uniquement actifs
sur les formes sanguines intra-érythrocytaireswaseEscdu parasite et n‘ont d'activité ni sur les
stades initiaux intra-hépatiques, ni sur les gaoyés sanguins. lls appartiennent a
différentes classes chimiques qui leur conferestiacun des propriétés spécifiques [114]. On
compte :

- la classe des amino-4-quinoléines comprenant, enttees, la chloroquine,

'amodiaquine et la pipéraquine ;

- la classe des amino-alcools avec la quinine, |dageéine, I'’halofantrine et la

luméfantrine ;

- la classe des antifoliques, antifoliniques avec daamides, la sulfone, le

proguanil et la pyriméthamine ;

- la classe des hydroxynaphto-quinones avec I'atawag)

- les antibiotiques de la classe des cyclines avdoxgcycline ;

- et enfin la classe des sesquiterpéne lactonesl'avExnisinine et ses dérives :

dihydro-artémisinine, artémether et artésunate.

1.2.3.1La quinine

La quinine a été la premiere molécule contre leigiaime isolée de I'écorce du quinquina
(Cinchona officinaliy par les pharmaciens Pelletier et Caventou en0.182s vertus
curatives de cette plante étaient connues depuid/IE®™ siécle en Amérique du Sud. En
dépit d’une utilisation répandue de la quininet@utrdans le paludisme compliqué et celui de
la femme enceinte, les résistances a cette molémdent faibles. Les premiers cas
documentés de résistance ont été rapportés ad BnesP10 et en Asie du Sud-Est dans les

années 60s. La prévalence des résistances s'eséatams les années 80s [115,116,117].
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1.2.3.2La chloroquine

De la fin des années 1940s aux années 1990s, daoghine fut la principale molécule
utilisée trés largement au niveau mondial dansutte lantipaludique. Son efficacité, ses
propriétés antipyrétiques, sa bonne tolérance gunsison faible colt lui ont conféré pendant
tres longtemps le statut de premiére ligne deeim@@ht contre le paludisme. Cependant, trés
rapidement, la résistance a la chloroquine a émdegés deux foyers indépendants, en
Colombie en 1959, puis en Thailande en 1959-19@Mhtagle s'étendre a toute I'Asie et
I’Amérique [118,119,120]. Les cbtes africaines ét@ touchées en 1978 avec I'apparition des
premiers cas de résistance au Kenya et en Tang®1igl22]. La progression vers I'Afrique
Centrale et I'Afrique du Sud s’est ensuite faitatéanent entre 1982 et 1985, avant de se
stabiliser en Afrique de I'Ouest a partir de 19833,124,125]. La résistance a la chloroquine

est actuellement rapportée dans I'ensemble desszemelémiques, a I'exception de

I’Amérique Centrale et de la zone Caraibe [34].

1.2.3.3La sulfadoxine+pyrimethamine

Dans I'espoir de renforcer le stock de moléculdgpaludiques disponibles, la bithérapie SP a
été développée dans les années 19B0était pourtant connu que la résistance a la
pyriméthamine, comme a son analogue le proguatal{ ¢ émergence immeédiate. Ce fut
rapidement confirmé par I'apparition de résistaadé&association SP quelques années apres
son introduction. Les échecs thérapeutiques restailes dans de nombreux pays
d’Amérique du Sud, du Moyen-Orient et d’Asie Celgravec une médiane de prévalence des
échecs de prés de 5%. Des niveaux trés élevésideante, pouvant atteindre une prévalence
de 50%, sont actuellement présents en Asie, enudrde I'Est et du Sud et dans les régions
d’Amazonie [18,61]. La diffusion rapide des réamtes a la SP s’explique en partie par la
longue demi-vie des deux molécules constituans@emtion. La présence de concentrations
sanguines sub-thérapeutiques sur de longues pgraaggnente le risque de développer des
résistances. De plus, la présence de résistanoisges avec d’autres antifoliques, comme le
trimethoprime+sulfamethoxazole, qui est largemetilisé comme antibiotique depuis les
années 30s ou en prévention des infections oppsitsn dans le VIH (Virus de
I'lmmunodéficience Humaine), est également un facte diffusion des résistances [20,126].
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1.2.3.4L’amodiaquine

L’amodiaquine a été synthétisée peu apres la afpline dans les années 40s. Cette molécule
a été longtemps sous-exploitée malgré une meillaffieacité que son analogue, la
chloroquine. L’émergence de résistances a la ctilone a soulevé un regain d’intérét pour
'amodiaquine dans les années 90s. Pourtant, uhgatibn intensive de I'amodiaquine en
monothérapie a participé au déclin de son effiéaddns les quelques zones d’Afrique et
d’Asie ou elle a été recommandée [127]. L'efficadibhérapeutique de la monotherapie est
hétérogene sur le continent africain. Des tauxh#écsupérieurs a 20% ont été rapportés en
Afrique Centrale, de I'Est et du Sud, alors quenkdiane se situe aux environs de 10% en
Afrique de I'Ouest [34]. La monotherapie est aderakent proscrite des recommandations

OMS, favorisant son utilisation en association @énvé de I'artémisinine.

1.2.3.5La méfloquine

La méfloquine, issue du programme de criblage aeriée américaine pendant la guerre du
Vietnam a été développée dans les années 70stasiisde nombreux espoirs dans le
traitement des accés simpleB.aalciparumchimiorésistants [128]. Pourtant, son utilisat#on
éte restreinte en raison de ses effets secondeatgs-psychiatriques et de son colt élevé. La
tres longue demi-vie de la méfloquine reste cepanda atout pour son utilisation en
prophylaxie hebdomadaire dans les zones de chlomogésistance et pour son action
complémentaire dans certaines associations. Lataése a cette molécule a été détectée
quelques années apres son introduction, pres fien@ére Thailande-Cambodge [129]. Les
taux de prévalence des résistances sont actuelieft®rés au Myanmar, en Thailande, au
Cambodge, et au Viétnam alors gu'ils restent failfl@excédant pas les 10%) dans les
guelques pays d’Amazonie et d’Afrique, ou l'effitddhérapeutique de la monothérapie a été
testée [34]. L'acquisition rapide de résistancexgigue par plusieurs facteurs. La longue
demi-vie de cette molécule expose, sur une pluguenpériode, le parasite a des
concentrations sub-thérapeutiques. L'amplificatthn génepfmdrl sacquiere relativement
rapidement [130]. Enfin, l'utilisation répandue ldeméfloquine sous-dosée en monothérapie
du paludisme présumé dans la région du Grand Melkopgrticipé a la sélection des souches
résistantes. Comme I'amodiaquine, la méfloquine rannothérapie est actuellement

déconseillée, et son association a un dérivé deirasinine est fortement recommandée.
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1.2.3.6L’atovaquone+proguanil

L’atovaquone, issue d’'une recherche initiee au Rmg&Uni a la fin de la seconde guerre
mondiale a été mise sur le marché pour le traitéres leishmanioses et des pneumonies a
Pneumocystis jiroveciElle a montré, par la suite, une bonne réponse dkes acces non
compliqués &. falciparum[131,132]. Apres que cette molécule administréeenothérapie

ait conduit a des taux de recrudescence pouvaeindte prés de 30%, la combinaison
atovaquone+proguanil a été proposée, démontrast legement une bonne efficacité
clinique [133,134]. Cependant, le colt élevé déecassociation limite son utilisation aux
voyageurs de retour de zone endémique. Les échécaptutigues a cette combinaison
attribuables a une résistance parasitaire sontfygEuents. Une mauvaise absorption de
I'atovaquone, molécule lipophile nécessitant unasepiche en graisse lors de son
administration, est souvent en cause [97,135]allad disponibilité de ce traitement a permis
jusqu’ici de minimiser la pression médicamenteused@ protéger cette association du
développement de résistance. Néanmoins, la préstmee mutation ponctuelle du gene du
cytochrome ken position 268 a été hautement associée a ldagstsa I'atovaquone et a pu
étre observée en zone d’endémie, en particulieGaeyane francaise [136]. Des cas de
résistance ont été rapportés chez des voyageuetale de zones endémiques, faisant penser
gue cette association aurait une courte durée desvielle était largement distribuée

[137,138,139].

1.2.4Stratégies thérapeutiques pour les populations asque

Certains groupes de population sont particulieréraersque de contracter un paludisme tels
que:
- les jeunes enfants vivant dans des zones de trasismistable, et n’ayant pas encore
développé une immunité protectrice contre les farhas plus séveres ;
- les femmes enceintes non immunisées, dont unetimfea plasmodiumpeut étre
cause de fausses couches ou de déces maternelsgsréc
- les femmes enceintes semi-immunisées dans lemgdoforte transmission, dont le
risque de fausses couches ou de faible poids dsamie chez les nouveau-nés est
augmenté (particulierement lors de la premiere eeladseconde grossesse) en cas

d’infection aplasmodium
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- les femmes enceintes semi-immunisées et VIH pesitivdans des zones de
transmission stable, pour lesquelles le risqueatdracter un paludisme au cours de
toute leur grossesse est plus élevé (le risquerasmettre I'infection a VIH aux
nouveau-neés est augmenté en cas d’infection paldstplacenta) ;

- les personnes vivant avec le VIH/sida ;

- les voyageurs internationaux en provenance de mégimon endémiques ou les
immigrants de retour dans leur pays d’origine pasiter leurs amis ou famille, étant

pour la plupart peu voire non immunisés.

Des stratégies préventives, détaillées ci-dessmuns,proposées pour ces groupes a risque afin
de réduire les risques de développer une infectiplasmodiumou d’évoluer vers une forme

sévere.

1.2.4.1Stratégies de prévention saisonniere

Récemment les stratégies de prévention ont évolre capproche unique en toute situation
vers un ciblage des antipaludiques pour des papofatet des périodes spécifiques. Dans les
zones de forte transmission, un traitement prévartgrmittent (TPI) de trois doses de SP
(Fansidar®) est proposé pour les nourrissons en enémps que les vaccinations
systématiques. De plus, 'OMS recommande depuig 28himioprévention du paludisme
saisonnier (CPS) pour I'enfant de moins de 5 aospnge stratégie complémentaire de
prévention antipaludique pour le Sahel. Le risqaenbrbi-mortalité attribuable au paludisme
dans cette région est particulierement augmentésason des pluies. L'administration
réguliere d’'un traitement antipaludique au courscelte période s’est avérée efficace, avec
une diminution de 80% du risque d’infection chenfant, sdr et a faible codt. Elle repose sur
I'administration réguliere une fois par mois pertdin saison de forte transmission (sans
dépasser les 4 doses au total), d’'amodiaquine &Pdeour tous les enfants de moins de 5
ans. L'objectif est de maintenir des concentratisaaguines d’antipaludiques suffisantes
chez les enfants au cours de la période ou legipglustre est le plus éleve [140,141].

1.2.4.2Stratégie de prévention chez la femme enceinte

Chez la femme enceinte, particulierement vulnérableaison de I'infestation placentaire, le

TPl est recommandé en zone de forte transmissiotrecéa transmission congénitale du
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paludisme. Il consiste a administrer deux dosestimés d'un antipaludique, avec un

minimum d’un mois d’intervalle, a des moments ptédéinés de la grossesse (généralement
lors des visites prénatales programmées apregtei@rtrimestre)[142].

Actuellement, I'association SP, qui rassemble kggres de bonne tolérance et de demi-vie
longue, est le TPI de choix au cours de la grossé3s traitement a démontré son efficacité
dans la prévention des petits poids de naissamcEamEmie maternelle et de I'infection du
placenta [143,144,145]. Pourtant, la diffusion desistances a la SP en Afrique sub-

saharienne inquiete quant a l'utilisation duraldecdtte combinaison dans le TPI.

1.2.4.3Stratégie de prévention chez la femme enceintecdtée par le VIH

Pour les femmes enceintes infectées par la VIH, dose journaliere de cotrimoxazole
(triméthoprime+sulfaméthoxazole) est recommandée mophylaxie des infections
opportunistes lorsque le taux de CD4 est inféri@u00/mm. Le TPI par SP n’est pas
recommandé dans ce cas [146]. En effet, le cotramobe et la SP ayant tous deux une action
anti-folate ne peuvent pas étre administrées denfatpncomitante, au risque de voir
apparaitre des effets délétéres graves [147]. dgue d’apparition d’effets indésirables est

majoré, notamment pour les réactions cutanées grave

1.2.4.4Stratégies thérapeutiques du voyageur de retour Fance de zone

d’endémie

Pour les voyageurs, la chimioprophylaxie recommaraépend de la zone d’endémie visitée,
du niveau de transmission, de I'age, des co-mddsdit des intolérances [148]. En avril 1999
(révisé en 2007), la 12eme Conférence de conseamstisérapeutique anti-infectieuse de la
Société de Pathologie Infectieuse de Langue Frsmcaidéfini quatre grands groupes, en
fonction des résistances a la chloroquine, au @oigua la méfloquine et a la quinine
[149,150]:

- le groupe 0, composé des pays indemnes de palugisme

- le groupe 1, composé des pays indemnes de paludigméalciparum(ou si

présent, la sensibilité a la chloroquine est corgs®ret des pays touchés pawivax;

- le groupe 2, composé des zones de chloroquindagses;

- le groupe 3, composé des zones de prévalence @ewddoroquino-résistance

ou de multirésistance pou?. falciparum Ce groupe inclut la quasi-totalité de

I'Afrique tropicale, le Bassin Amazonien et les @uogs, les zones frontalieres de la
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Thailande avec le Cambodge, le Laos et le Myania&hine (Yunnan et Hainan), le
Bangladesh, I'lrian Jaya en Indonésie et la Papetdsuvelle-Guinée.

1.2.5Evolution vers les stratégies thérapeutiques a base
d’artémisinine

L'isolement de l'artémisinine ou Qinghaosu en 1%$62s la direction du professeur Youyou
Tu, fait partie des progrés décisifs dans la latetre le paludisme. Les extraits de la plante
Artemisia annuadont dérive I'artémisinine, étaient utilisés dspplus de quinze siecles en
meédecine traditionnelle chinoise. Dans le conteldda guerre du Vietnam, la course a la
découverte d’antipaludiques, pour lutter contredesches d®. falciparumrésistantes a la
chloroquine, devint une priorité pour 'armée arogine d'un cbété et pour le gouvernement
chinois de lautre, en soutien a I'armée populaie Vietham du Nord. Alors que la
méfloquine fut découverte a cette période par he€rcains, le projet 523 impliquant plus de
500 scientifiques, permit lisolement de I'artémisie par les chinois. Aucune publication
scientifique n’était disponible en cette périoder@ison du contexte difficile de la révolution
culturelle en Chine [151].

Ces molécules tres actives avec une courte dendevgelques heures agissent sur les stades
précoces du parasite. lls réduisent de plus deOQOf@is la biomasse parasitaire par cycle
asexué. Leur propriété gamétocytocide participea ardduction de la transmission du
paludisme [24]. La bonne efficacité et tolérancecés molécules ont permis leur large
utilisation dans le traitement du paludisme comgicet non compliqué. Néanmoins, leur
élimination trés rapide impose soit des traitemdaotgys, soit une association avec des
molécules a longue demi-vie, sous peine d'obsenvéaux de rechute importariigure 9).

Les associations thérapeutiques ont été utiliséas succeés dans le traitement des cancers, de
la tuberculose ou du VIH avant d’étre proposées deupaludisme. L'indépendance du mode
d’action de chacune des molécules lors de I'adimatien d’'une combinaison thérapeutique
permet de retarder I'émergence de résistance. iBalés composants de l'association sont
synergiques. La résistance a une association de dlécules ayant des mécanismes
d’action différents est rare. La probabilité quedaistance se développe simultanément pour
les deux molécules serait le produit de la frégaetle mutation des génes associés a la
résistance de chacune des molécules; lui-mémepindilgar le nombre de parasites dans une

infection [24].
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Figure 9: Demi-vie d'élimination sanguine des antipludiques (extrait de Danis et
Pichard, 2003)

Les CTAs associent un dérivé de lartémisinine é@rhate, artémether ou dihydro-
artémisinine) a courte demi-vie, et une moléculetgmaire, classiguement une amino-
quinoléine (amodiaquine, pipéraquine), un amineal¢méfloquine, luméfantrine) ou la SP,

a plus longue demi-vie.

1.2.5.1Stratégies thérapeutiques du paludisme non compéqu

Les dérivés d'artémisinine ont été largement @#ien Asie sous forme de monothérapie
depuis leur découverte dans les années 70s. Pais l@s années 90s, les CTAs ont
commenceé a étre commercialisées dans les régiodémegques d’Asie du Sud-Est.
L’introduction de ces combinaisons dans la pludad pays d’Afrique a été retardée jusqu’au
milieu des années 2000s, en raison des contrafirteacieres, du manque de volonté
politique ou de l'insuffisance des capacités lagists et des infrastructures sanitaires [152].
A I'heure actuelle, les CTAs constituent la premiégne de traitement dans les infections
palustres non compliquées R falciparumen zone endémique. Ces recommandations a

grande échelle s’expliquent principalement par baene tolérance et une efficacité fiable
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des dérivés de I'artémisinine. En effet, les CT&signent des taux de guérison supérieurs a

95 % a J28. Les politiques nationales de traiteraatipaludique ne sont modifiées que si les
taux de guérison descendent sous le seuil de 9D% [7

Les CTAs, qui rassemblent 'ensemble des conditreqsiises pour un contrdle efficace du
paludisme, sont préconisées sous forme de cingipailes associationg ébleau 6) [7]. Des
doses fixes ou non fixes pour chacune des molépuéssentes dans la combinaison peuvent
étre proposées. Cependant, l'utilisation de comboms a dose fixe reste préférable par
rapport aux combinaisons co-emballées ou aux condsrien vrac. L'adhésion au traitement
est aisni favorisée et l'utilisation potentielle adeédicaments en monothérapie est diminuée
[153]. Les combinaisons a dose fixe sont désornisponibles pour chaque CTA
recommandé, a I'exception de la combinaison ar@suplus sulfadoxine-pyriméthamine.
Les combinaisons artémether+luméfantrine et aréstiamodiaquine sont les CTAs les plus
utilisées en Afrique, alors que les associatiortésanate+méfloquine, artésunate+SP et
dihydro-artémisinine+pipéraquine sont prédominaertesmérique du Sud, au Moyen-Orient
et en Asie du Sud-Est [154Figure 10).

Préparation Posologie standard

Artémether + Combinaison a dose fixe Deux fois par jour
Luméfantrine (artémether 20mg et luméfantrine pendant trois jours.
120mg).
Artésunate + Disponible en comprimés en vrac étne fois par jour
Amodiaquine en préparation a dose fixe pendant trois jours.
(artésunate 25mg et amodiaquine
67.5mg).
Artésunate + Disponible en comprimés en vrac eArtésunate: une fois par
Méfloquine en préparation a dose fixe (adultesjour pendant trois jours,

méfloquine 100mg et artésunate avec une dose de
220mg; pédiatrique : méfloquine  meéfloquine fractionnée

55mg et artésunate 25mg). pendant 2-3 jours.
Artésunate + Disponible en comprimés en vrac. Une fois par jour
Sulfadoxine- Pas de doses fixes disponibles.  d’artésunate pendant
Pyriméthamine trois jours et une dose
unique de SP.
Dihydro-artémisinine + Combinaison a dose fixe (Adulte: Une fois par jour
Pipéraquine dihydro-artémisinine 40mg et pendant trois jours.

pipéraquine 320mg).

Tableau 6: Cing principales combinaisons a base d&misinine actuellement
recommandées par 'OMS (adapté du rapport OMS, 2010
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Figure 10: La répartition par pays des CTAs comme mmiére ligne de traitement (Extrait de WorldWide Antimalarial Resistance
Network, 2012, source: OMShttp://www.who.int/malaria/am_drug_policies_by_@ui afro)

AL : artémether+luméfantrine ; AS+AQ : artésunate+amaglime ; AS+SP : artésunate+sulfadoxine+pyriméthaenifQ : primaquine ;
AS+MQ : artésunate + méfloquine ; DHA+PPQ : dihyedrtemisinine+pipéraquine
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Une méta-analyse, réalisée a partir de la basexeéds Cochrane, a comparé les bénéfices
et les limites de six schémas thérapeutiques dislgsn cing combinaisons incluant un
dérivé de l'artémisinine (artésunate+amodiaquingesanate+SP, artésunate+méfloquine,
artémether+luméfantrine et dihydro-artémisinine€pigiuine) et une association composée
d’amodiaquine+SP; pour 46 essais cliniques condanitee 2003 et 2009 [155]. Toutes les
CTAs testées ont montré des taux d’échecs paragitples tardifs inférieurs a 10% apres 28
jours, sans distinction entre la recrudescencea a€ihfection. L'efficacité des CTAs s’est
avérée supérieure a [l'association sans artémisiniae Afrigue de [I'Est
(artémether+luméfantrine versus amodiaquine+SP: Risque Relatif (RR) d'échec
thérapeutique=0,12, intervalle de confiance 95% 59 [0,06-0,24];
artésunate+amodiaquineversus amodiaquine+SP: RR=0,44, 1C95% [0,22-0,89]).
L’association dihydro-artémisinine+pipéraquine anin® une efficacité supérieure aux autres
CTAs (versusartésunate+méfloquine en Asie: RR d'échec thérapee=0,39, (IC95%)
[0,19-0,79];versusartémether+luméfantrine en Afrique : RR=0,39, 1Z0®,24-0,64]).

Pour protéger ces molécules du risque d’émergeaceisistance, 'OMS recommande un

arrét complet de la commercialisation des dérivegadtémisinine en monothérapie par voie

orale et une substitution par les CTAs. Pourtant2010, les monothérapies continuaient a
étre autorisées pour la commercialisation dans geed5 pays, en majorité africains (contre

37 en 2009), et continuaient a étre fabriqguées gagsde 39 industries pharmaceutiques, en
majorité implantées en Inde [34].

1.2.5.2Stratégies thérapeutiques du paludisme compliqué

La quinine intra-veineuse (IV) ou l'artésunate IV monothérapie sont actuellement les deux
molécules de choix dans le paludisme compliqué.e@dgnt, I'artésunate a récemment
démontré une efficacité supérieure sur le taux detatité dans deux essais cliniques
multicentriques randomisés réalisés en Asie du Esidet en Afrique [156,157]. Dans les

zones de multirésistance Be falciparum l'artésunate IV est maintenant préconisé en eas d

paludisme compliqué et remplace peu a peu la quidis7].
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Le Tableau 7, ci-dessous, résume les principales thérapeutigtiestes en zone endémique

et non endémique dans le paludisme non compligleepetiudisme sévere.

En zone endémique

En zone non endémique

Paludisme non
compliqué

artémether + luméfantrine
(Coartem®)

artésunate + amodiaquine
(ASAQ Winthrop,
Coarsucam®)

artésunate + méfloquine
(Artequin®)

artésunate + sulfadoxine +
pyriméthamine (Coarinate®)

dihydro-artémisinine +
pipéraquine (Eurartesim®)

atovaquone+proguanil
(Malarone®)

artémether+luméfantrine
(Riamet®)

méfloquine (Lariam®)

quinine per os +/- ATB

Paludisme sévere

quinine IV

artésunate IV (Malacef®)

quinine IV

artésunate IV (Malacef®)

Traitement
préventif
intermittent

SP ou Fansidar® chez la
femme enceinte

Prophylaxie des
voyageurs

atovaquone+proguanil

Méfloquine
chloroquine (Nivaquine®)
proguanil (Paludrine®)

chloroquine+proguanil
(Savarine®)

doxycycline

Tableau 7: Principales thérapeutiques du paludisma P. falciparum

Au cours du temps, les prix des traitements onut®ap évolué vers une augmentation des
codts, liés au développement de nouvelles molécolesl’associations. La réduction de
I'arsenal thérapeutique accentue la nécessité éeprer I'utilisation des molécules actives,
incluant les dérivés de I'artémisinine et leurs éales partenaires. Ce défi est crucial pour
contrdler le paludisme, qui reste un probleme nrapl santé publique au cours de ce

nouveau millénaire.
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1.2.6Emergence de la résistance aux CTAs

L’émergence de la résistance aux antipaludiquesyellement introduits dans les stratégies
thérapeutiques, est inévitable. Néanmoins, le dBigpparition d’'une résistance est plus ou
moins long selon la molécule. La frise chronologigurdessous résume l'introduction sur le
marché des différents antipaludiques, de la quisime CTAs, ainsi que I'émergence des
premieres résistances a ces molécukégute 11). Bien que les CTAs n‘aient été utilisées
gu’a partir de 1994, I'artémisinine en monothéragiait largement utilisée depuis le début
des années 70s au Vietnam et au Cambodge [158. dellligne également que de
nombreuses molécules telles que la quinine, larahlone et la SP, ont continué a étre

utilisées sur de longues périodes, malgré la déteptécoce de résistance.

1632-1910 |/ Quinine|
1945 -1957 | Chloroquine|
1951-1971 | —— [ Amodiaquine]
1967-1967 S/P
1977-1982 [ Mefloguine]
1988-1990 Halo
1994-  [EACTS|

1996-2002

1632 1940 1950 1960 1970 1980 1990 2000 2008

LA I I |

Figure 11: Frise chronologique de I'émergence desésistances aux principaux
antipaludiques (d’apres Ekland and Fidock, 2008).Chaque barre chronologique colorée
représente une molécule ou une association, asacgauche : I'année d’introduction de la molécule

et 'année de la premiere résistance rapportée.

SP: sulfadoxine+pyriméthamine ; Halo: halofantineACTs: artemisinin-based combination

therapies; Ato/Pg : atovaguone+proguanil

L’introduction des dérivés de l'artémisinine daespipeline des antipaludiques a suscité de

nombreux espoirs. La courte demi-vie et la rapiditéction de ces molécules, et leur

association aux molécules partenaires a longue-diemies protégeaient potentiellement du

développement des résistances. Pourtant, 'avani@ges molécules a réduire rapidement les

symptémes cliniques, s’est avéré également comradimite. Les patients, se sentant guéris
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des l'initiation du traitement, peuvent l'arrétee dacon prématurée ; ce qui favorise le
développement des résistances. Et alors que l'onsgite ces nouvelles molécules
prometteuses protégées, les craintes se sont esliéé I'émergence de résistance a

I'artémisinine s’est peu a peu confirmée.

A la fin des années 1990s, des réponses cliniquaauwkes aux deérivés de I'artémisinine ont
été suspectées en Thailande, en Inde et en Sieorsel[159,160,161]. Sur la période 2001-
2004, le programme national de contr6le du paludisitn Cambodge a notifi€, a travers ses
systemes de surveillance locaux, des taux d’échdessociation artésunate+méfloquine de
I'ordre de 15% pour un suivi de 28 jours et de 288Gr un suivi de 42 jours dans la province
de Pailin [162]. En 2003, I'efficacité de la combison artémether+luméfantrine a été testée
dans cette région, comme alternative a lartésuimaéfioquine. Les taux d'échecs
thérapeutiques tardifs a J28 s’élevaient a 14%][168&valuation in vitro des isolats des
patients testés ne permettait cependant pas dermenfune résistance aux dérives de
'artémisinine. Les échecs thérapeutiques obseéiéent plutdt attribués a la baisse de
sensibilité de la molécule partenaire. D'ailleudss corrélations fortes entre I'efficacité de la
CTA et celle de la molécule partenaire proposéeenothérapie ont été mises en évidence
(pour artésunate+amodiaquine et amodiaquine sedlécoefficient de corrélation) =0.73;
pour artésunate+SP et SP seufe0165).

Un échec clinique aux CTAs seul, était donc insafit pour parler de résistance aux dérivés
de l'artémisinine, principalement en raison de tsgibilité d’'une mauvaise adhérence au
traitement, d’'une qualité diminuée des médicamedts, variations inter-individuelles
concernant I'immunité ou la pharmacodynamie deseptt ou d’une réinfection par des

parasites sensibles.

Parallelement, des analysiesvitro d'isolats provenant de Guyane francaise a rappmeté
Clso éleveées en présence d’artémether [87]. Des mod@lesaux de rongeur ont montré
I'acquisition d'une résistance stable a l'artémisén chez P. chabaudi sous pression
médicamenteuse [164]. Des baisses de sensibilité dénivés de I'artémisinine ont été
observées dans la province de Yunnan en Chinéiradas années 90s, dans des zones ou ces
molécules étaient largement utilisées. Un essaigeie réalisé en République Centrafricaine a
mis en évidence des valeurs deopGtoncentration d’inhibition a 90%) pour la dihydro-
artémisinine augmentées d'un facteur 5 entre ledats de patients guéris et les
recrudescences apres traitement a I'artésunatethréagpie [165].
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Finalement, une approche intégrée évaluant lataésis selon différents tests a été proposeée.
Une infection était considérée comme résistantedéuivés de I'artémisinine si elle répondait

a 'ensemble des criteres suivants [28,166]:

- Persistance des parasites 7 jours apres le débmaitkment ou réémergence
des parasites 28 jours aprées le début du traitement

- Présence d'une concentration plasmatigue de la ddbkgrtémisinine,
métabolite principal des artémisinines ;

- Temps retardé de la clairance parasitaire ;

- Et susceptibilitén vitro du parasite diminuée au dérivé de I'artémisinine.

Une étude réalisée en 2006-2007 a I'Ouest du Cagwhadrassemblé I'ensemble de ces
criteres confirmant pour la premiére fois la résise a des dérivés de I'artémisinine [28]. Des
testsin vivo, in vitro, la caractérisation moléculaire des genes cardidiatrésistance et des

mesures pharmacocinétiques ont été réalisées spathts présentant un paludisme non
compliqué. Deux patients traités par la monothérapieésunate 4mg/kg/jour pendant 7 jours

étaient en échec thérapeutique porteurs de sodelptasmodiunma sensibilité réduite.

Puis en 2007-2008, une large étude multicentrig¢aéisée a 'Ouest du Cambodge et a I'Est
de la Thailande a comparé les temps de clairanesifsre entre des patients traités par la
monothérapie artésunate et ceux traités par la @r#&sunate+méfloquine). Une clairance
parasitaire retardée a été observée dans la peodadPailin au Cambodge, confirmant la
diminution in vivo de la susceptibilité aux dérivés de l'artémisiniféus spécifiquement,
apres I'administration d’artésunate monothéradee @dose de 2mg/kg/jour pendant 7 jours ou
'administration d’artésunate a la dose de 4mgdkg/jpendant 3 jours suivie de méfloquine
25mg/kgl/jour, la médiane du temps de clairance gitaiee était de 84 heures (intervalle
interquartile, 60-96) a Pailin versus 48 heurate(valle interquartile, 36-66) a Wang Pha en
Thailande (p=0.001)Hgure 12). Les analyse#n vitro et moléculaires n'ont pourtant pas

confirmé la réduction de sensibilité Befalciparumin vivo a I'artésunate [30].

La résistance n'est pas restée confinée a la ré@oast du Cambodge, puisque des
résistances a la combinaison artésunate+méfloqurin€galement été détectées dans le Sud
du Cambodge et a la frontiere Thailande-Myanma1f81]. Plus particulierement, une étude
longitudinale réalisée a la frontiere Ouest de laailande a décrit un pourcentage
d’échantillons présentant des clairances paras#taietardées évoluant de 0,6% en 2001 a
20% en 2010 [168].
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Figure 12: Courbes de clairance parasitaire (extraide Dondorp et al., 2009)

La résistance aux dérivés de l'artémisinine a éétenant détectée dans quatre pays de la
sous-région du Grand Mékong : Cambodge, Myanmaaildide et Vietnam. La crainte
actuelle est I'’éventuelle propagation de la réststade I'Asie du Sud-Est vers I'Afrique,
comme cela a déja été décrit pour la chloroquiria 8P dans les années 1970s a 1990s. Des
efforts visant a endiguer la propagation de lastésce a l'artémisinine au niveau de la
frontiere Thailande-Cambodge ont été déployés depavembre 2008 avec le GPARC
(Global Plan for Artemisinin Resistance Containmiéso].

Les études précédentes ont montré que la résistamxcdérives de I'artémisinine est capable
de se développer soit par sélection au cours dnoeothérapie soit par sélection aprés un
traitement par CTA. La mise en évidence d'une lgaide sensibilité de souches Be
falciparum aux CTAs fait craindre la diffusion des résistan@ix derniéres stratégies
thérapeutiques antipaludiques actuellement effeace
Il est donc essentiel de mettre en place des sgsté®@ surveillance efficaces pour détecter
I'’émergence et la diffusion de la résistance qua@mt un impact dramatique en terme de
santé publique sur le contrdle du paludisme dansolede [170].
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1.2.7Impact de la résistance en terme de santé publique

Dans les zones de faible transmission, ou I'imngudés populations est faible voire absente,
la résistance aux antipaludiques est rapidemeitil@is travers I'augmentation des échecs
thérapeutiques. Elle participe aux épidémies dedisine dans ces régions [171,172].

Dans les zones a forte transmission, I'impact deésistance est difficilement quantifiable en
raison d’'une population tres souvent immuniséerdsistance aux antipaludiques s’exprime
par une parasitémie persistante et une augmentdtiomsque des formes séveres chez les
patients faiblement immunisés. Les formes neurglogg du paludisme augmentent
I'incidence des déficits neurologiques chroniquassices régions alors que I'anémie sévere
augmente le risque de VIH chez les patients tragésfu

La résistance a la chloroquine a été fortemeneerti@nt longtemps sous-estimée en Afrique,
entrainant un usage prolongé de cette molécule damombreux pays ou la résistance était
déja installée. Les conséquences en santé pulbigfuété majeures. Une augmentation de la
mortalité, surtout infantile, attribuable aux échdbérapeutiques sous chloroquine, a été
rapportée [173].

Le délai dans la réponse thérapeutique initialeleetretard de clairance des parasites
augmentent le risque de portage des gamétocytdigjirdp dans la transmission du paludisme
et donc la recrudescence des infections [167]. dri@ntation de l'incidence des infections
due a ces patients porteurs de gameétocytes, aderdgque de transmission des parasites
moins sensibles.

Enfin, I'impact économique de la résistance en znmagemique est majeur [174,175,176]. Les
codts directs de plusieurs lignes de traitemenstiiient un budget non négligeable pour les
familles et les pouvoirs publics. On peut y ajolgsreffets indirects constitués par la perte de
revenus, de productivité ou l'absentéisme scolaagsociés a la maladie ou au déces

prématuré.
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1.3 La surveillance de l'efficacité des antipaludiques

1.3.1Les systemes de surveillance de la résistance enneo
endémique

1.3.1.1Quelles recommandations pour une surveillance edie?

Afin de permettre un recueil de données précisesgudlité, et comparables pour la résistance
aux traitements, 'OMS recommande une organisattoordonnée et planifiée par les
ministeres de la santé et les programmes natiodausontréle du paludisme. Ces derniers
faciliteraient la surveillance uniforme, systémag@get en temps réel de lefficacité des
molécules et la mise en place de sites sentindbesurveillance de la résistance. Le bon
fonctionnement de ces sites nécessite un persdomeg, des installations de laboratoire
adaptées, des normes convenues pour la collectdomeges, la réalisation d’analyses et la
production des rapports de résultats selon le®potés standards d’efficacité de 'OMS.

Cette surveillance peut impliquer soit des équgesiveau national conduisant des études de

terrain a travers le pays, soit des équipes adl¥eles districts avec un support centralisé.

L’application des standards proposés par 'OMSessentiel pour comparer les résultats des
différentes études et permettre de guider lesigoés nationales de traitement [177].

Ces standards impliquent que les études de samedlsoient réalisées sur une population de
patients homogénes et similaires entre les sitegnecontinu, aux mémes périodes de
transmission, au moins tous les deux ans pour évida tendances. Les sites d’étude choisis
doivent étre répartis de fagcon homogéne pour umndaouverture du territoire national
(I'étude sur 4 a 8 sites permet une représentattiffisante et une faisabilité opérationnelle),
avec des capacités logistiques importantes powlireétes perdus de vue. Il est important de
tester les premiéres mais aussi les deuxiemesslidadraitement pour évaluer les stratégies

thérapeutiques efficaces autres que les CTAs.

1.3.1.2Un manque d’information concernant la résistance au
antipaludiques

Malgré un besoin pressant de surveiller I'efficadites CTAs sur le continent africain, la
surveillance systématique des nouveaux antipaledigiend a diminuer en raison des

nombreux défis qui sont apparus. Dans un premiapse la question de la résistance aux
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CTAs reste controversée. En dépit d’'une baisse asilslité démontrée dans certaines
régions d’Asie du Sud-Est, ces combinaisons rdstera I'abri des résistances pour encore
de nombreuses décennies [178]. Ensuite, les beseismiques et logistiques nécessaires
pour surveiller la résistance aux dérivés de lraisinine et aux molécules partenaires selon
les standards de I'OMS sont devenus de plus enqaogplexes. Le suivi des patients est
passé de 14 jours en 1996 a 28 jours (voire 4 jpaur certaines combinaisons) en 20009.
L’approche intégrée de I'évaluation de la résistancx CTAs, incluant les méthodes de
génotypage pour distinguer recrudescence et réimfeet les méthodes de pharmacologie,
nécessite des capacités de recherche importanteeggont pas toujours disponibles au sein
des programmes nationaux de lutte contre le pahalignfin, les contraintes financiéeres liées
a la surveillance de l'efficacité des antipaludgsont de plus en plus élevées alors que
parallelement, les fonds destinés a cette surmeilaet provenant des agences bi- et
multilatérales sont de plus en plus réduits [179].

Les difficultés financiéres et logistiques accomag la réalisation d’'une étude d’efficacité
thérapeutique de terrain qui adhére aux standaed§QMS, ont conduit a un manque

d’'information sur la résistance aux antipaludigdass de nombreuses zones endémiques.

Seulement deux tiers des pays endémiques rapptetastdonnées a 'OMS, conduisent une
surveillance de la résistance selon les standaMS {14]. Une majorité des données sont
eégalement inaccessibles, incompletes ou difficil@mmmparables en raison de plusieurs

biais rapportés ci-dessous:

- absence de standardisation dans le design deséttlinalyse des études ;
- données de faible qualité ;

- absence de mesures de dosage sanguin ;

- absence du génotypage différenciant la recrudesama réinfection ;

- suivi inapproprié des patients ;

- protocoles biaisés par des tailles d’échantillorslaptées ;

- classement inexact des réponses thérapeutiques.
Face au défi crucial dobtenir des données fiabld'efficacité, les structures

gouvernementales et non gouvernementales se sdiilisées pour faciliter et améliorer la

surveillance de 'émergence de la résistance adeinternationale.
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1.3.1.3La mise en place d’'un réseau de surveillance intationale en zone
endémique

L’OMS est un des principaux acteurs dans la suaraie de la résistance en zone endémique.

Cette institution des Nations-Unies participe antdile du paludisme, a la mise en place de

programmes de surveillance au niveau régional gbrrad et facilite les études de terrain

d’efficacité thérapeutique. Elle travaille en cbltmation avec de nombreux acteurs de terrain

et de nombreux réseaux régionaux de surveillahabléau 8.

East African Network for Burundi, Kenya, Ouganda, Rwanda,
Monitoring Antimalarial ResistanceTanzanie
Network EANMAT )
Horn of Africa Network for| Djibouti, Erythrée, Somalie, Ethiopi¢
Monitoring Antimalarial ResistanceSoudan, Yémen,
Network HANMAT )

Réseau d’Afriqgue Centrale pour léAngola, Cameroun, République
Traitement Antipaludique Centrafricaine, Tchad, République du
(RACTAP) Congo, Républigue Démocratique du
_ Congo, Guinée équatoriale, Gabon
Afrique Réseau d’Afrique de I'Ouest poliCap-Vert, Guinée, Gambie, Guinde-
le Traitement Antipaludique |l Bissau, Mauritanie, Sénégal
(RAOTAPI)

Réseau d’Afrique de I'Ouest pouBeénin, Burkina Faso, Co6te d'lvoire,
le Traitement Antipaludique Il Mali, Ghana, Niger, Nigéria, Sierr
(RAOTAPII) Léone, Togo

Réseau de la Résistance auRomores, Madagascar, Mayotte
Antipaludiqgues dans la Sous-
Région Océan IndielrRERAOI)
South East African CombinatianAfrigue du  Sud, Mozambique,
Anti-malarial Therapy$EACAT) | Swaziland

Mekong Network Cambodge, République Populaire |de
Asie du Sud-Est Chine, République Démocratique
Populaire du Laos, Myanmar, Thailande,
Viétham

Red Amazoni ca para la VigilanciaBolivie, Brésil, Colombie, Equateur
Ameérique du Sud de la Resistencia a las drogaSuyane, Pérou, Suriname, Vénézuélal
Antimalaricas RAVREDA)

Tableau 8: Réseaux régionaux de surveillance de ffieacité des antipaludiques (adapté
de Sibley et al., 2006)

Mais, motivé par les besoins des pays impaludé&giieie par un rationnel scientifique, un
réseau global WWARN, s’est mis en place en coojpéravec 'OMS et apres I'approbation
d’'un groupe d’experts et de scientifiques répatéiss le monde entier. Face a l'urgence de la

situation, son objectif était de rassembler I'engiendes informations disponibles sur la
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résistance en zone endémique et de développeruliés mpermettant a tous les acteurs du
paludisme de collecter, analyser et partager ldomnsées d’'efficacité thérapeutique.

Cette base de données internationales centralisefagen dynamique les données
rétrospectives, voire prospectives de la répondaeiqak, in vitro, moléculaire et
pharmacologique, liée a la résistance aux antijghed deP. falciparumou P. vivax Ces
données agrégées doivent permettre une surveiltlextendances spatiales et temporelles de
la résistance, et appuyer les décideurs de sarmtéqpe par I'apport de preuves tangibles
(Figure 13).

Stratégie

Provide
reliable evidence

Collate regional intelligence I n n OV e r

and pool information

Répondre a

heterogeneie

G &KL © A I

Clinical data Moleculardata  Drug quality data  Pharmacology data  In Vitro data A S S e m b I e r /
Data submission
Collecter

The WWARN community

Figure 13: Stratégie développée par le réseau WWAR {ittp://www.wwarn.org/)

La centralisation des données permet d’intégreleeendre accessible I'information générée

par de nombreux programmes de contrdle du paludetniecalisée sur la surveillance de

I'efficacité thérapeutique. Le Malaria in Pregnan@onsortium (MIP), I’Artemisinin

Combination Therapy Consortium (ACT consortium)tdseau International Network for the

Demographic Evaluation of Populations and Their Ithean developing countries

(INDEPTH), le Multilateral Initiative against Maliar network (MIM), les réseaux nationaux
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et régionaux tels que le East African Network foorMoring Antimalarial Treatment (EAN-

MAT),

sont tous des exemples de projets qui congnith et bénéficient au réseau WWARN.

Grace a la détection précoce d'échecs thérapestiquette base de données permet de

développer des investigations épidémiologiquesasgitologiques pour confirmer ou réfuter

la résistance suspectée et ainsi argumenter déesckes changements de politique nationale.

Elle sert également a informer sur l'utilisatiortiopale des antipaludiques et ainsi allonger la

durée de vie des antipaludiques disponibles gabient dispensés en monothérapie ou en

association.

Les limites qui persistent

Malgré la pertinence et les nombreux points fougrbjet WWARN, certaines limites sont a

noter.

En effet, le réseau WWARN n’est pas producteur alendes et se trouve donc dépendant de

la composante spatio-temporelle des études réslis@asi que de la qualité des données

rassemblées.

Les systemes nationaux de veille sanitaire, quiniggent les données brutes, sont eux-

mémes confrontés a des contraintes diverses, lptocalisation géographique :

- Des sous-effectifs en personnel de santé ont &éaags par les décisions
politiques ayant suivi I'Initiative de Bamako. Gettésolution, votée en 1987 par les
ministres de la santé africains réunis au Mali trsseme Comité régional de 'OMS,
a proné le recouvrement des codts et la participatommunautaire. L'interprétation
de cette initiative a poussé un grand nombre dearoements a se désengager de la
participation financiére publique aux soins de &agmimaire, aboutissant parfois au
choix des priorités sanitaires par les communagltés-mémes [180,181].

- Le niveau de formation des cadres de santé appEgalement comme une
barriere a un systéme de surveillance efficaces fiate » des cadres formés vers des
pays tiers, ainsi que la diminution notable destisnos financiers aux structures de
formation universitaires ou autres, en raison dasvelles priorités des politiques de
développement, expliqguent en partie ce phénomene.

- Les problemes d'infrastructures accentuent lesicditEs rencontrées :
difficultés de communication, pauvreté des infradiires de laboratoires limitant les
capacités de diagnostic et d’investigation de laistéance, problémes répétés

d’alimentation électrique ou d’alimentation en eeie,
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Malgré lI'engagement de 'OMS dans différents pmojgour soutenir les systémes de
surveillance dans les pays dits «intermédiairegi»en développement, de nombreuses

faiblesses persistent, compliquant la mission deagé¢ WWARN.

Nous avons vu que I'évaluation des résistancesasplexe sur le terrain. Elle nécessite des
méthodes sophistiquées et une logistique importaete essais thérapeutiques présentent des
méthodes peu standardisées entre eux et n‘'ontrasacation a la surveillance. La qualité
des données est hétérogéne. L'acces a l'informatsbrsouvent retardé en raison du délai de
publication des résultats. Enfin, sur le terrainest difficile de différentier un échec
thérapeutique lié a une résistance et un échea litne variabilité individuelle (statut

immunitaire ou pharmacologie).

Ainsi, dans la suite de ce document, nous soul@iteinvestiguer la possibilité d’'un systeme
de surveillance de la résistance aux antipaludiquassoit complémentaire des réseaux déja

existants en zone endémique, et qui compense #a |garlimites des études de terrain.

1.3.2La surveillance des voyageurs comme solution ?

1.3.2.1Les réseaux de surveillance des maladies infectesuschez les
voyageurs

De nombreuses initiatives internationales, régemakt nationales sont en place pour

permettre la surveillance des maladies d'impontaticées au voyage et faciliter la

standardisation et le partage de I'information. IQues exemples sont décrits ci-dessous.

A I'échelle internationale, le réseau GeoSentimalie en 1995 par I'International Society of
Travel Medicine (ISTM) et par les Centers for DseaControl (CDCs), a exploré la
possibilité d'utiliser la surveillance sanitairesdgoyageurs comme systeme sentinelle de
controle. Ce réseau, constitué de membres de I'I®TMe cliniciens spécialisés dans la
« médecine tropicale et des voyages », permet thxtdé les tendances géographiques et
temporelles des pathologies observées chez leggeosm les immigrants et les réfugiés. I
comprend un nombre limité de sites sentinellessqut pour la plupart basés en Amérique du

Nord [182,183]. Les informations collectées sonngpalement utilisées pour relier les
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diagnostics finaux des patients a des expositi@mg@phiques identiques, et ainsi aider la

prévention du risque lié au voyage [184].

A I'échelle européenne, devant la trés grande bgémeéité des systemes de santé nationaux,
une volonté et une nécessité de partage s’est étgem politiquement en 2005, par la
création d'un centre européen de contréle et deeptén des maladies (European Centre for
Disease Prevention and Control [ECDC]), soutenwarfaiéerement par la Commission
Européenne [185,186].

Dans ce contexte, 'ISTM a mis en place le réeseamoBHavNet en 2008. Ce réseau européen
collabore avec 'ECDC et contribue au réseau Getr@#na I'échelle internationale. Son
objectif est de mettre en place, de maintenir etrafdorcer un réseau multidisciplinaire
d’experts, essentiellement des cliniciens de la eoé@ tropicale, qualifiés et ayant des
compétences avérées dans la détection, I'idertidic&t la gestion des infections importées.
Un réseau similaire de cliniciens existe déja erop®, TropNetEurop (European Imported
Infectious Disease Surveillance) dont I'objectifingipal est la surveillance des maladies
infectieuses d’importation et la détection des dtiftms émergentes au niveau régional,
national ou international [187]. Les rapports deveillance, normalisés et informatisés, sont
réalisés par les sites participants. Une transarisshmédiate des données anonymisées des
patients vers une base de données centrale peandétdction en temps réel d’événements
sentinelles [188]. Pourtant, ce réseau ne regrq@ge une masse critique d’informations
suffisantes pour générer une application opératiberet durable. De plus, il n'est pas lié

directement a un systeme de surveillance institagbqui facilite la pérennité.

Malgré la multiplication de ces initiatives et lembre croissant des réseaux de surveillance
des pathologies infectieuses chez les voyageursynaun’a la vocation de surveiller
spécifiguement la résistance aux antipaludiques dapaludisme d’'importation a I'échelle

internationale ou régionale. Seules des initiatieggonales sont actuellement en place.

1.3.2.2Epidémiologie du paludisme d’importation

Le paludisme dimportation se définit comme les camtractés en zone d’endémie et
diagnostiqués dans un pays non endémique [189tolis des derniéres décennies, les flux
de voyageurs internationaux n’ont cessé d’augmehtenombre de touristes internationaux

s’élevait a 1 milliard en 2010 (contre 664 millioea 2000). D’apres la World Tourism
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Organization (UNWTO), une augmentation de pres @%b fest estimée pour 2020. Les
raisons principales de voyage sont les vacancés)(3a visite a la famille et aux amis (27%)

et enfin, le travail ou les affaires (12%). Le nomlde migrants a travers le monde a
augmenté de 120 millions en 1990 a plus de 200amdlen 2006. Dans de nombreux pays,
les immigrés constituent prés de 20% de la popriatia visite des amis ou de la famille ou
«VFRs : Visit Friends and Relatives » est une ocmsapte majeure des voyages
internationaux qui renvoie généralement a des im#migoriginaires d'un pays en

développement, vivant dans un pays industrialiséeteturnant annuellement dans leur pays

d’origine pour visiter amis et familles [190,191].

Les voyageurs sont souvent percus comme une papulaentinelle fournissant une
information utile sur les infections a travers lende, en particulier pour le paludisme [192].
Les flux migratoires entre les zones impaludéedest zones non endémiques se sont
fortement accrus [193,194]. Chaque année, plu28ariillions de voyageurs internationaux
visitent au moins un des 109 pays impaludés damsolede et prés de 10 000 d’entre eux
déclarent un paludisme a leur retour. Le nombrefekitions aPlasmodiunrapportées chez
les voyageurs est trés certainement sous-estim@ison d’'une sous-déclaration des cas au
niveau des structures sanitaires des pays non emaesn Il s’éléverait a plus de 30 000 cas
par an. Le risque de développer une forme sympiqom&tu paludisme est élevé chez les
voyageurs et les immigrés de retour dans leur gayggine, en raison de I'absence ou de la
faible immunité antipaludique protectrice danseetpulation [190].

Pour plusieurs raisons, le paludisme dimportatest actuellement considéré comme un

probleme important de santé publique dans les @yt éradiqué avec succes cette maladie:

- Au niveau individuel, de nombreux cas restent nuahon diagnostiqués, induisant un
taux de mortalité non négligeable (en France, & tie mortalité des cas importés de
paludisme s’éleve a pres de 4,4/1 000 cas [195]) ;

- Au niveau collectif, les individus infectés de matoen zone non endémique et
« réservoirs humains » du parasite, pourraient rfs®o la réémergence de la
transmission autochtone du paludisme. D’ailleurs 2606, un cas de paludisme
autochtone ®lasmodium vivaa été détecté en Corse ; le premier cas depuls 187
présence du vecteur du paludisme actif associés aahditions environnementales
favorables est néanmoins nécessaire. Jusqu’iain@uchaine de transmission pérenne

du paludisme ne semble s’étre installée dans[1Bé]. A I'opposé, la situation de la
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Grece, en proie a une épidémie locale d’infectias vivaxayant débuté en 2009
dans la préfecture de Lakonia et s’étant etendgeadre autres préfectures grecques
ainsi qu'a la Roumanie en 2011, a laissé suggér@etsistance d’'une transmission
autochtone [197,198,199]. Cette situation ne 4'@t@s vue depuis les années 50s.

En Europe, depuis le début des années 1970, le nombre r&pper cas importés a été
multiplié par dix, passant de prés de 1 500 en E9lais de 15 000 en 2000, puis a largement
diminué au cours des dix derniéres années, s’'astim@res de 6 000 en 201Bidure 14)
[200]. La France et le Royaume-Uni sont les dewsmHEurope enregistrant le plus grand
nombre de cas importés (~70% des cas en Europpgn@ant, le nombre de cas rapporté au
niveau européen est probablement largement sonsée®Rremiérement au niveau national,
les cas de paludisme ne sont pas toujours a déctabligatoire. Le nombre de cas estimé
dans chaque pays est donc fortement lié a la ifi@kdu réseau sentinelle mis en place.
Faiblement exposés a cette pathologie tropicasemédecins généralistes peuvent avoir des
difficultés a en faire le diagnostic. Deuxiememant niveau européen, les données CISID
(Centralized Information System for Infectious ises) de I'OMS sont peu informatives. En
effet, ces données sont transmises par chaque gaydacon indépendante, sans
standardisation ni harmonisation. Il se peut cdails que les pays omettent parfois de les
transmettre. Enfin, il existe un manque de contiertaentre I'envoi de données estimées ou

de donnés rapportées, favorisant la confusion.

Aux Etats-Unis, le nombre de cas importés confirmés et rapp@igsCDCs est d’environ

1 500 par an, avec une baisse significative de @4%008 (soit 1 300 cas rapportés), parmi
lesquels pres de 70% sont en provenance d’Afriqueeés de 21% en provenance d’Aste.
falciparumetP. vivaxconstituent la majorité des infection®lasmodiumet ont été identifiés
respectivement dans 69% et 25% des patients isf@ature 15) [201].
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Figure 14: Nombre de cas importés en Europe en 201@xtrait de 'OMS - Bureau
Régional Europe, CISID http://data.euro.who.int/cisd/?TablD=233665)
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Figure 15: Cas confirmés de paludisme de 1977 a B@ux Etats-Unis (adapté du
MMWR report 2010, CDC)

-67 -



INTRODUCTION

Au Canada, le systéme de surveillance des maladies infesgenotifie en moyenne pres de
500 cas et un déces par an. Ce systéeme s’est génfigbut des années 90s par la
décentralisation vers les Provinces et les TeresoiDans la Province du Québec de 1981 a
2002, la majorité des patients a été infectés eigéd subsaharienne (65%) et en Asie du Sud
(23%) parP. falciparumdans 52% des caBi@ure 16) [202].

Malaria cases

s— Total o Africa —e— S Asia
—a— SE Asia ---&-- C &S America

Figure 16: Cas rapportés de paludisme de 1981 & 2DGu centre de référence du
paludisme a Montréal, Canada (the McGill University Centre for Tropical Diseases)
(extrait de MacLean et al., 2004).

- 68 -



2 - POSITION DU PROBLEME

-69 -



POSITION DU PROBLEME

2.1 Rationnel

La résistance a la majeure partie des traitememtipadudiques actuellement disponibles,

ainsi que I'émergence de la résistance aux dertreatesments efficaces que sont les CTAs, se
réveélent comme des facteurs d’échec pour le cant@l cette pathologie dans le monde
[203].

Les conséquences de la résistance aux antipalsdsguetrouvent a plusieurs niveaux. Celle-
ci participe a une augmentation des échecs théigpes précoces et de la récurrence des
acces palustres, ainsi qu’a une hausse de la mmtialité. Les risques d’anémie dans les
populations exposées, et de transmission sontscenfin, 'augmentation des dépenses de
santé est une conséguence indirecte, qui a touteinsportance dans des régions déja

touchées par la pauvreté [204,205].

Or, I'évaluation de la résistance est complexee Blappuie essentiellement sur la réponse
clinique au traitement, souvent biaisée par de membfacteurs qui sont, soit liés au parasite
tels que les réinfections; soit lies a I'h6te tejge I'immunité, I'observance ou la
pharmacodynamique de l'individu. L’évaluation malkgre etin vitro de la résistance
nécessitent des structures et des outils adapiéoquparfois difficiles & mettre en place en
zone endémique. Un manque de standardisation lestreéthodes complique la comparaison
des résultats entre les structures de recherche.
Enfin, I'information actuelle sur la répartition slaésistances dans le monde manque
cruellement de données. Celles-ci proviennent fpahement des études d'efficacité
thérapeutique de terrain présentant de nombreimsigsd telles que :

- une logistique difficile des études de terrain@tcdune absence d’information

disponible pour certaines zones;

- un acces retardé a I'information, en raison duidkggublication;

- une standardisation limitée des méthodes;

- le nombre limité de structures se conformant aaxddrds de 'OMS pour

évaluer la résistance;

- une absence de centralisation de l'information;

- une hétérogéneité dans la qualité des données.
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2.2 Hypothese

La surveillance des voyageurs infectés de retourzalees endémiques est une source
d’'informations riche et pertinente pour détectegnmergence et suivre I'évolution des
résistances aux antipaludiques :
- L’absence ou la faible immunité acquise vis-a-vis ghludisme permet de
mieux évaluer lefficacité thérapeutique et de dite I'évenement rare qu’est
'émergence d’une résistance.
- L’absence ou la faible probabilité de réinfectiorrmpet d’attribuer une
parasitémie persistante apres traitement a uréctec thérapeutique.
- Les méthodes sont standardisées pour la collecdeddanées permettant
I'obtention de données homogenes et de qualité.
- Les systémes de surveillance des voyageurs, déjadn place dans certains
pays non endémiques, permettent une collecte degde en continu et en temps réel.
- La surveillance des voyageurs permet de couvrirzdegs endémiques et des
périodes ou apparait un manque d’information da@sénce d’études publiées ou a
'absence de données de qualite.
- La surveillance de la résistance chez les voyageliltse des outils
biologiques performants et sophistiqués. Les damndes patients peuvent étre
completes et transversales par la présence de emrémdémiologiques, cliniques,
pharmacologiques, d’analyses moléculaires ou degiiggagen vitro.
- L’ensemble de ces données permettent d’'évaludicbeité thérapeutique des

médicaments en circulation en zone endémique eendémique.
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2.3 Objectif

Ainsi, I'objectif auquel nous souhaiterions répandest de savoir si la surveillance du
paludisme d’importation en zone non endémique piu&tre utilisée comme outil de
détection de I'émergence de la résistance et dii des tendances dans les pays endémiques

d’ou sont issus les cas.

Dans un premier article, nous avons voulu vérigieta surveillance des voyageurs pouvait
étre un bon indicateur de I'émergence et des éovolsitde la résistance sur le terrain. Nous
avons pour cela analysé les données longitudirddesvoyageurs de retour de quatre pays
d’Afrique de I'Ouest et Centrale, infectés garfalciparumet diagnostiqués en France, sur
une période de dix ans. Les tendances de la nésgstdnez les voyageurs ont été comparées a
celles observées sur le terrain, publiées ou nos alittérature.

L’analyse temporelle des données de résistanae r@alisée pour la chloroquine et la SP, qui
sont des molécules largement étudiées sur le neetathez les voyageurs depuis les années
2000s permettant un recul et un nombre de données anfés. L'identification de marqueurs
de résistance bien définis pour ces molécules mipenne évaluation moléculaire de la
résistance. L'évaluation de la susceptibilitévitro pour la chloroquine a été réalisée pour

valider et confirmer les résultats moléculaires.

Dans un deuxieme article, nous avons souhaité enettrapplication la surveillance de la
résistance chez les voyageurs dans la détectidiémdergence de la résistance. Nous nous
sommes intéressés a l'apparition de résistance éhl@oquine suite au terrible séisme
survenu en Haiti en 2010. Des échantillons proviedanvoyageurs infectés et de retour en

France ou au Canada ont été analysés sur le plexcurare et pour la susceptibilité vitro.

Enfin, dans un troisieme et quatrieme article, nausns souhaité étudier une deuxiéme

application de la surveillance des voyageurs :deation des changements de profil de la

résistance en fonction des modifications de pressiédicamenteuse.

Le troisieme article s’est intéressé aux modifmasi de la consommation de la chloroquine

sur une période de dix ans, chez les enfants afsicde moins de cing ans présentant de la
fievre. Les données ont été rassemblées a pastibaies de données de Demographic Health

Survey (DHS) et des enquétes a indicateurs mutifl#CS). Une analyse complexe utilisant
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les modéles mixtes a permis d’estimer les consommgtle chloroquine au cours du temps
dans difféerents pays africains.

Le quatrieme article s’est, quant a lui, ciblé Issrévolutions de la résistance a la chloroquine
chez les voyageurs de retour de zones impaludégeQfea 2011, suite aux évolutions de la

consommation de ce médicament estimées dans IEaBtic

Dans la suite de ce manuscrit, les résultats detegtdécrites précédemment sont présentés
sont forme d’articles publiés ou en cours de pahlibmi. Chacun d’eux est précédé de la
problématique et d’un résumé des principaux résutta langue francaise. Dans un dernier
temps, sous forme de discussion, nous avons propeséerspectives de réflexion pour
améliorer la surveillance de la résistance a I'éehiaternationale et plus généralement les

stratégies de prévention de I'’émergence ou ddfiastin des résistances en zone endémique.
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3.1 Organisation du systeme de surveillance national du
paludisme d’'importation en France

En France, I'Institut national de Veille Sanitaifi@VS) a participé au financement et a la
création du Centre National de Référence du pah®li@CNR Palu) afin de répondre a ses
obligations vis-a-vis du Ministére de la Santé, gant la surveillance, la vigilance et les
alertes dans tous les domaines de la Santé PubliguENR Palu regroupe, depuis 2006,
deux entités: le CNR de I'Epidémiologie du Palaotks d’Importation et Autochtone
(CNREPIA) (avant 2002 CNR des Maladies d’Importati€CNRMI) et le CNR de la
Chimiosensibilité du Paludisme (CNRCP), qui sonifadepuis 1984.
Ses missions sont nombreuses et consistent edisendiet & :
- assurer la surveillance épidémiologique du paludisiftimportation, voire
I'investigation des cas autochtones (contractéBrance métropolitaine), et d’évaluer
la chimiosensibilité des isolats &e falciparumimportés ;
- assurer l'alerte de situations inhabituelles ou vetlas sur le plan
épidémiologique ou biologique ;
- participer a I'expertise de nouveaux dispositifsdiogux de diagnostic et
d’investigation du paludisme ;
- conseiller les autorités sanitaires sur les mesiegwévention et de traitement
du paludisme d’'importation ;
- participer a la mise en place d’études épidémiglogg sur les facteurs de
morbidité et de mortalité.
En 2006-2011, trois organismes sont impliqués demsnissions du CNR Palu: I'Assistance
Publigue des Hoépitaux de Paris (AP-HP), I'Unive¥sRierre et Marie Curie Paris 6 et

I'Institut de Médecine Tropicale du Service de ®aiies Armées (IMTSSA) a Marseflle

Trois laboratoires de parasitologie, basés a Rarislarseille, assurent conjointement les
investigations biologiques et épidémiologiques. 99steme de surveillance national est un
réseau sentinelle constitué de 79 correspondamtstaires associant des cliniciens et des
biologistes. La couverture nationale et la reprigaité du réseau sont étendues mais
hétérogenes ; puisqu’en 2010, seuls 75% des comdapts ont transmis de facon réguliere

plus de 50% des cas déclarés. Le paludisme autelotinstitue, quant a lui, une maladie a

2 En 2012 s'est ajouté I'Institut Pasteur de Guyadépartement francais ou le paludisme forestier est
endémique, I'lMTSSA devenu IRBA (Institut de Reatter Biomédicale des Armées) étant en charge de
I'investigation pour Mayotte, le second départemmnte paludisme est endémique.
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déclaration obligatoire. Pour chaque hopital, iagen charge des cas de paludisme puis la
saisie électronique des données démographiquenailogiques, cliniques, thérapeutiques
et biologigues sont assurées par un duo référemraliciens hospitaliers composé d’un
clinicien et d’un biologiste. Un cahier d’'obsengatiest renseigné et les isolats sanguins sont
envoyes par coursier express a l'un des trois &bwes référents du CNR Palu pour la
confirmation du diagnostic et la réalisation d'asals spécialisées (PCR diagnostiques,

antipaludogrammes, marqueurs moléculaires, doshgagdicaments).

Les données sont collectées de facon exhaustiven eiemps réel a l'aide d’'un cahier

d’observation de saisie en ligne sécurigépé://ssl.voozanoo.net/pajFigure 17).

CNR Paludisme

Paris-Pitie-Salpetriere:mthellier Accueil
Accueil E
j un patient J Etat de la saisie
Tab. de bord .; 0

IFllEeEe E_; Modifier les informations concemant Sl Tclécharger fiche vierge
Plans d'analyse le centre rg g

Analyses .
Export ‘l‘,@ Lister les patients

Listings =
Monitoring Tableaux de bord

Mon compte
. . Q .
Déconnexion \ Rechercher un patient

Rapport d'activités

Réunion nationale 2007

Contacts & Informations

o fmfm ] ]

Pour le bon fonctionnement du site, I'option javascript de vobre navigateur doit étre activée:
Tester

Messages du coordinateur

Figure 17: Page d’accueil du site regroupant les b&rs d’observation du CNR Palu

Un rapport annuel des tendances et des alertestékdgcas groupés, émergences d’'un pays
contaminateur ou d’'une chimiorésistance, modifaraide la saisonnalité, etc.) sont transmis
annuellement a I'InVS. Les faits d'importance scommuniqués sans délai a la communauté
médicale par le canal du Bulletin EpidemiologigueebHomadaire ou des revues

Eurosurveillance et Travel Medecine and InfectiDisease [196].
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Une réunion annuelle d’information et de comptedrede I'activité du CNR Palu, regroupe
I'ensemble des correspondants, ainsi que la tugder dresser le bilan d’activité et envisager

des améliorations de fonctionnement du systéfigeife 18).

Laboratoiresde | Médecins

parasitologie traitants

| ' ' Hopitaux du
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duCNR
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e Biologistes
Praticiens T e
hospitaliers POy oy Do A «référents »
Responsable du

a référents » >

Envoi et centralisation [§ dii_i_EHDStiE
des échantillons

Motification i i
électronigue des 3 laboratoires l""IIi:::Itﬁi::at"m“I
it reférentsduCNR TR
r.!e F‘?Er.aph“.‘ ues, - Confirmation du
é pld:z m iologiques diagnostigque
et cliniques

- Analyses spécialisées (PCR,
évaluation de la résistance)
- Motification électronique
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d'information = Voozanoo

Rétro information
Rapports

Figure 18: Schéma des voies de notification du sgshe de surveillance national du
paludisme importé en France
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3.2 Données épidémiologiques du paludisme d’'importation
en France

Le nombre de cas de paludisme d'importation a étéoge hausse jusqu'a I'année 2000,
atteignant un pic de 4 200 cas notifies (8 000estimes) en France (hors Guyane et Mayotte,
zones endémiques). Puis, une décroissance régal@éeobservée au cours des dix derniéres
années, qui contraste avec le nombre croissanta@geurs en zones impaludées depuis les
années 80sHgure 19). Les facteurs tels que la baisse globale deitierece du paludisme
dans le monde, une meilleure adhérence aux recodatians de prophylaxie, la mise sur le
marché de l'association atovaquone+proguanil (saitBextension de la résistance a la
chloroquine ou au proguanil seul et suite a lafication de nombreux cas d'intolérance a la
méfloquine), ou la baisse du nombre de voyageurs tian des quatre pays africains les plus
représentés dans le paludisme dimportation (Cdteide, Mali, Cameroun ou Sénégal)
peuvent expliquer en partie ce phénoméne. En 20438 cas ont été déclarés au CNR Palu
par le réseau d’hospitaliers répartis sur le wrgt permettant d’estimer a pres de 4 600 le
nombre total de cas de paludisme. Une augmentdioh0% par rapport a 2009 contraste
avec la baisse du nombre de voyageurs en zoneétieadlepuis cette date. Une saisonnalité
est observée avec un pic de fréquence entre jeilleeptembre, qui correspond a la période
estivale ou les voyages en zone impaludée augnte(fiignre 20). Plus de 90% des cas de
paludisme, en majorité R. falciparum (86% des infections)ont été contractés en Afrique
sub-saharienne. Les sujets d’origine africainedegdi en France, ou arrivant d’Afrique, ont
été plus a risque de contracter un paludisme (7d84drdections), en raison des colts élevés
des chimioprophylaxies actuelles et d'un probabéngue d’'information sur les mesures de
prévention nécessaires ou sur les risques de paledgrave. L'évolution vers une forme
sévere est non négligeable puisqu’elle atteint 7¢&% cas, avec une létalité de 0,33% sur

I'ensemble des cas déclarés et de 4, 42% surfdeefograves [148,206].
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Figure 19: Evolution du paludisme d’importation, ces déclarés et cas estimés et
évolution du nombre de voyageurs vers les zones ialpdées, en France métropolitaine
de 1986 a 2010 (Extrait du rapport du CNR Palu, 200)
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Figure 20: Paludisme d’'importation en 2010 : distrbution mensuelle des cas (n=2439)
(Extrait du rapport du CNR, 2010)
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3.3Mise en place de collaborations pour un réseau
international de la surveillance du paludisme
d'importation

3.3.1Paludisme d’importation au Royaume-Uni

Dans le cadre de cette these, un long processtslldborations a été initié pour permettre la
mise en place d’'un réseau international de la dlamee du paludisme d'importation. Le
Royaume-Uni, deuxieme pays européen apres la Fapcésenter un nombre considérable
de cas de paludisme suite a un séjour en zone é@pagnest un partenaire clef pour la
réalisation de ce projet. Un partenariat avec ldahta Reference Laboratory au sein de
I'Hospital for Tropical Diseases au Royaume-Uni BPChiodini, Dr C Sutherland et Dr R

Behrens) est donc en cours de réalisation.

Les cas de paludisme, a déclaration obligatoir®@ayaume-Uni, sont rapportés au Malaria
Reference Laboratory. Le nombre annuel d’infectianglasmodiumest en légere baisse
depuis plus de 10 ans, évoluant de prés de 2 106rc2000 a 1 750 en 2006, pour atteindre
1500 cas en 201(Figure 21). Les pays de contamination sont principalementricfve
(72%) et I'Asie du Sud (25%). La proportion du nomkd’infections imputables &.
falciparumpar rapport &. vivaxa été en forte augmentation ces derniéres anpaesant de
1,3 pour 1 en 1987-90 a 5,4 pour 1 en 2002-06aur tle mortalité, estimé a 7,4 déces pour
1000 cas rapportés, est resté constant au coursemps. Enfin, 'adhésion a une
chimioprophylaxie est plus faible chez les perssmetournant dans leur pays d’origine pour
visiter les amis et la famille que chez les autresyageurs (utilisation d’une
chimioprophylaxie OR (Odd Ratio) = 0,23 1C95% [0@25]) [207]. Comme en France, une

dissociation des voyages et des cas est obsegialdir de 2001.
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N Plasmodium falciparum — =— Annual passenger numbers
B Plasmodium vivax === Linear (P falciparum) R*=0.563
1 Otherspecies/mixed === Linear (P vivax) R’=0.611
A 1600 4
] ST
n- - -
[ 1] et
o _k-
1200 ---F 3

8OO

400

I \|H.||.|.\.|.|.

o % b o &5 b
QQQQQQQQQ

IR IR i

]

A o 9 o
G L‘f’ il 09’ ca“’ Q‘”’ D:“’ G

”'\ C‘n Q)

Million trips to malarious countries (originating in UK)

Year of report

Figure 21: Cas rapportés de paludisme et évolutiodu nombre de voyageurs vers les
zones impaludées de 1987 a 2006 au Royaume-Uni {@xktde Smith et al., 2008)

3.3.2Autres partenaires approchés

Afin d’étendre les régions endémiques couvertedgsavoyageurs, des partenariats avec les
CDCs aux Etats-Unis, I'Ontario Agency for Healtlotection and Promotion et la Research

Chair in Molecular Parasitology au Canada, onfréti&s, voire finalisés.

D’autres partenaires européens ont été approchésowas de cette étude, en particulier
'ECDC et les réseaux EuroTravNet et TropNetEurop.
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3.4 Les données rassemblées pour cette etude

3.4.1Pour les cas importés

Les données ont été extraites, standardisées e miiscommuns de fagon rétrospective sur la
période 1996-2011, a partir de la base de donressrdeillance du paludisme d’'importation
en France. Le critéere d’inclusion retenu pour céttele est tout voyageur ayant visité une
zone endémique dans les deux mois précédant laatiig et présentant une infectiorPa
falciparum confirmée biologiquement par goutte épaisse ettifresanguin. Les données
collectées concernent :

- les données épidémiologiques et démographiques cdss importés de

paludisme ;

- les données cliniques: début des signes cliniqespece plasmodiale,

parasitémie, critéres de gravité [6];

- les données d’efficacité thérapeutique : chimiopybgxie, la prise en charge

du patient, le traitement prescrit, la posologes Echecs thérapeutiques (fievre et

parasitémie a Jour 0, 3, 7 et 28), les concentratianguines d’antipaludiques a Jour

Oet7,;

- les données moléculaires de résistance a certaingcules a Jour 0 et Jour

échec, analysés sur des échantillons de sang @sésen papier filtre et/ou analysés

apres I'extraction d’ADN sur échantillon de sanineex ;

- les données de chimiorésistarinevitro a Jour O et Jour échec, a partir des

échantillons de sang cryoconserves.

3.4.2Pour les données de terrain

Les données de résistance aux antipaludiques damys endémiques d’ou proviennent les
cas importés, ont été récupérées a partir :
- de la littérature publiée dans des revues scigngf a comité de lecture
international ou dans des rapports en langue asgéifrancaise ;
- d’études non publiées, obtenues grace aux collabnsamises en place au
sein du réseau WWARN.
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VOYAGEURS EST - ELLE
REPRESENTATIVE [E  CELLE
OBSERVEE SUR LE TERRAIR
(ARTICLE 1)
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ARTICLE 1

Gharbi M, Flegg J, Pradines B, Berenger A, Ndiaye M, DjiniléRoper C, Hubert V,

Kendjo E, Legros F, Venkatesan M, Brasseur P, @gykouré Offianan A, Penali L, Le Bras
J,. Guerin PJ, Members of the French National Refax Center for Imported Malaria Study.
Surveillance of travellers: an additional tool fwacking antimalarial drug resistance in

endemic countries. Soumis en Mars 2013 a Plos One.

4.1 Problématique de l'article 1

Ce travail est le résultat d’'une importante collation, facilitée par le réseau WWARN,
entre le systeme national de surveillance du psineid’importation, le CNR Palu France et
de nombreux laboratoires de recherche sur le gahalen zone d’endémie.

Avant d’envisager la surveillance des voyageursmenoutil additionnel de détection ou de
suivi de I'évolution des résistances aux antipajuds, il était essentiel de tester, dans un
premier temps, I'hypotheése que les profils de téste observés chez les cas importés étaient
représentatifs de ceux observés sur le terrain.

Les données de surveillance du CNR Palu ont ésgémasées sur la période 1996-2011, avant
d’étre comparées aux données de la littérature d#sadonnées non publiées, évaluant les
profils de résistance en zone endémique. Pour eralié concept, nous avons choisi de
travailler sur quatre pays d’Afrique différents,usoant une méme période d’étude. Et nous
avons choisi d’évaluer la résistance de deux mdécdifféerentes, la chloroquine et la
pyriméthamine, a travers des méthodes moléculaitedes tests de susceptibilité vitro.
Cette étude, en validant notre hypothese définidessus, nous permettra par la suite de
mettre en application I'utilisation de la surveiltee des voyageurs dans la détection et le suivi

des tendances de la résistance en zone endémique.
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4.2 Résume des principaux resultats

Les isolats des patients symptomatiques, préseniaet infection aPlasmodium
falciparum,de retour de quatre pays endémiques : le Maliaméloun, la Cote d’'lvoire
ou le Sénégal, ont été analysés sur la période-2096. La susceptibilité des parasites
aux antipaludiques a été comparée a la suscefdtidiis parasites observée sur le terfain
pour ces quatre pays, a cette méme période.
L’évolution des proportions des parasites mutamsr ge genePfcrt76, marqueur de
résistance de la chloroquine, et pour le g&feéhfr, marqueur de résistance de |la
pyriméthamine, a été comparée entre les donnéegogageurs et celles de terrain. Les
pentes des modeles de régression logistique omtipeette comparaison. La réponse|de
susceptibilitéin vitro a la chloroquine a également été comparée erdréstdats deg

voyageurs et ceux de terrain pour le Sénégaljdel@un modéle linéaire généralisé.

Les tendances dans le temps des proportions desitear porteurs des mutations
Pfcrt76T, etpfdhfrlO8N n’ont pas montré de différence significative ergs profils de
résistance des voyageurs et ceux observés surdmteour les quatre pays ciblés. Jes
résultats ont été confirmés par l'analyisevitro de susceptibilité des parasites a|la
chloroquine. La aussi, aucune différence signifieain’a été mise en évidence enfre
I'évolution des proportions des parasites résistahtez les voyageurs et celle obseryée

sur le terrain au Sénégal.

D’'une maniére générale, ce travail souligne la ipemce d'une utilisation de la
surveillance des voyageurs comme systeme addifiaimealétection et de suivi de |a
résistance en zone endémie, particulierement desmzdnes ou l'information est peu

disponible.
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Abstract

Introduction

There are growing concerns about the emergence of resistance to artemisinin-based
combination therapies (ACTs). Since the widespread adoption of ACTs, there has been a
decrease in the systematic surveillance of antimalarial drug resistance in many malaria-
endemic countries. In addition, high levels of host immunity in malaria-endemic countries
complicate the identification of treatment failures associated with resistance. The aim of this
work was to test whether data on travellers returning from Africa with malaria could serve as
an additional surveillance system for the emergence of drug resistance in endemic-countries.
Methodology

Data were collected from travellers with symptomatic Plasmodium falciparum malaria
returning from Senegal, Mali, Cote d’Ivoire or Cameroon and recorded in the French Malaria
Reference Centre during the period 1996-2011. Temporal trends of the proportion of parasite
isolates that carried the mutant genotype, pfcrt 76T, a marker of resistance to chloroquine
(CQ) and pfdhfr 108N, a marker of resistance to pyrimethamine, were compared for travellers
and within-country surveys. The in vitro response to CQ was also compared between these
two groups for parasites from Senegal.

Results

The trends in the proportion of parasites that carried pfcrt 76T, and pfdhfr 108N, were
compared for parasites from travellers and patients within-country using the slopes of the
curves over time; no significant differences in the trends were found for any of the 4
countries. These results were supported by in vitro analysis of parasites from the field in
Senegal and travellers returning to France, where the trends were also not significantly
different.

Conclusion



The results have not shown difference trends in resistance between parasites derived from
travellers or from parasites within-country. This work highlights the value of an international
database of drug responses in travellers as an additional tool to assess the emergence of drug

resistance in endemic areas where information is limited.
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Introduction

A decline in artemisinin efficacy has recently been confirmed in several regions in Southeast
Asia [1,2,3]. Concerns are growing about the potential for this artemisinin resistance to
spread to sub-Saharan Africa, as it has previously been described for other antimalarial drugs.
Indeed, resistance to chloroquine (CQ) and sulfadoxine-pyrimethamine (SP) emerged
relatively quickly after their introduction and subsequently spread from Asia to Africa [4,5].
Early detection of decreasing drug efficacy and the consequent updating of drug policies are
crucial elements in the strategy to prevent the emergence or delay the spread of drug
resistance [6,7]. In recent years, considerable effort has been made to improve
epidemiological antimalarial resistance surveillance in countries with limited resources.
Therapeutic efficacy studies remain the gold standard for guiding drug policy, as they take
into account the complex interactions between the host, parasite and drug [8]. However,
many settings in endemic countries lack the financial resources necessary to maintain a
sustainable, accurate and reliable antimalarial resistance surveillance system, resulting in
gaps in the spatial and temporal available information.

In recent years, globalization and a substantial increase in international travel and population
mobility, have provided the potential for the rapid spread of infectious diseases and
antimicrobial resistance [9]. More than 900 million international journeys are undertaken
annually and this figure has been consistently rising over the years (United Nations World
Tourism Organization: UNWTO).

Malaria is endemic in over 100 countries and represents an important infectious disease threat
for these nations. Of the 125 million people travelling to malaria endemic countries each
year, approximately 10,000 malaria infections are reported worldwide in returning travellers.
Under-reporting is thought to be substantial and, hence, this number may, in reality, exceed

30,000 [10]. In Europe, a 10-fold increase in imported infections was reported from 1970 to
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2000 (from 1500 to about 15,000 cases); most of these cases were reported in France or the
United Kingdom [11]. Travellers who return from endemic countries infected with malaria
often present with low immunity against the parasites and there is no risk of re-infection, so
they are a particularly valuable source of information.

In fact, historically, the emergence of CQ resistance in Africa was mainly detected through
surveillance of travellers (Figure 1, Table 1). The current study was undertaken to test the
idea that surveillance of parasites from travellers can be used to accurately assess the
evolution of antimalarial drug resistance and provide complementary information to existing
monitoring. As a proof of concept, the aim was to compare trends in molecular and in vitro
markers of drug resistance observed in the imported malaria population with the trends

described in field studies.

Materials and Methods

Data collection

The studies were conducted by the National Reference Centre for Malaria (CNR), Paris,
France and investigators from the four endemic countries, in collaboration with the

WorldWide Antimalarial Resistance Network (WWARN).

Data from travellers:

Data were collected from travellers with symptomatic Plasmodium falciparum malaria
returning from malaria-endemic countries during the period 1996-2011. These cases were
reported to the French CNR by hospitals participating in the sentinel network for malaria. All
the travellers included in this study must have visited a malaria-endemic African country in
the two months prior to diagnosis and presented with a P. falciparum infection biologically

confirmed by thin and thick blood smear. Basic demographic, epidemiologic, clinical, and
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parasitological information as well as response to treatment, previous malaria infection and
travel history information were systematically reported. Blood samples were only collected
from hospitals which document anti-malarial drug resistance on a systematic basis in all
Plasmodium positive diagnosis, before treatment, for molecular and in vitro analyses.
Molecular markers associated with resistance to CQ and pyrimethamine and CQ
susceptibility in vitro were the tools used to compare antimalarial drug resistance trends
between travellers and field studies.

No informed consent was required for this study as the procedures described here were part
of the French national surveillance system of malaria. We did not receive ethical approval or
waiver to perform this secondary research on samples collected as a part of government
surveillance. However, an information note, which explained that the collected blood samples
could be used for further research analyses, was provided to the patients who had the

possibility to refuse; and the samples were anonymised for this study.

Data within-country:

A literature review was performed in PubMed for publications on malaria from African
endemic countries during the period 1996-2011. The search terms [country name + (pfcrt OR
chloroquine resistance)] and [country name + (DHFR OR sulfadoxine-pyrimethamine
resistance OR sulfadoxine pyrimethamine resistance)] were used.

Four African countries, Senegal, Mali, Cote d’Ivoire and Cameroon had sufficiently large
numbers of both travellers and field molecular data, from 1996-2011, for meaningful
comparison and were included in this study.

The collaboration of investigators within the four targeted countries, facilitated by WWARN,

enabled the collation and standardisation of published field data and the identification and
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standardisation of unpublished field data. The field studies used for the analyses are

summarized in Table 2.

Laboratory analysis of parasites

Molecular analysis:

Two molecular markers, pfcrt 76 for CQ resistance and pfdhfr 108 for pyrimethamine
resistance, were used in this study to compare the trends between travellers and field data.
Although the presence of these two markers does not perfectly correlate with treatment
failure, each is a good proxy of the intrinsic resistance of the parasite [12,13]. They are used
here as a proof of concept since they have been widely and consistently collected in both field
studies and travellers surveillance over the period of interest. Due to the availability of
travellers’ data, the time period of 2000-2011 was studied for pfcrt 76T, while the time period
of 1996-2011 was used for pfdhfr 108N.

For molecular analyses of parasites from travellers, DNA was extracted from blood samples
of P. falciparum, using the QIAamp DNA Mini Kit, Qiagen® before 2008 and the MagNA
Pure LC DNA Isolation Kit I, Roche after 2008. PCR and subsequent allele-specific
restriction analyses were performed to identify polymorphic codons of interest at the pfcrt 76
locus (Lys to Thr) and the pfdhfr 108 locus (Ser to Asn) [14].

For field studies, the genotyping methods differed slightly between studies. The detailed
method for each study was described in the corresponding publication (see Table 2 for the
references to the studies).

Only “pure” pfcrt 76T and pfdhfr 108N infections among the total number of samples tested
were included to improve comparability of the allele prevalence calculated between studies.
Indeed, genotyping methods for detecting mixed infections vary in sensitivity across studies.

There is not clear evidence that patients living in endemic countries are more likely to carry
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mixed alleles (mutant and sensitive) than travellers returning from endemic countries as the
number of mosquitoes’ bites is not the only factor to consider and the presence of mixed

infections is possible after only one bite [15].

In vitro assay:

For the in vitro susceptibility tests, only data from Senegal were analysed in this study
because there were sufficient available data for parasites from both the travellers and within-
country isolates over the complete period of interest.

For susceptibility tests of parasites from travellers, the following methods were used. The
batches of plates were validated on the CQ-susceptible 3D7 reference strain and the CQ-
resistant W2 reference strain using the standard 42-hour *H-hypoxanthine uptake inhibition
method in controlled atmospheric conditions in the incubator (5% CO,, 10% O, and 85% Ny)
[16,17]. The isotopic microtests were performed, aliquoting 200 pl/well of the suspension of
fresh parasitized erythrocytes into 96-well plates pre-dosed with CQ. Radioactivity
incorporated by the parasites was measured using a scintillation counter. The CQ
susceptibility was calculated as the 50% inhibitory concentration (ICsp) of CQ of the isolates
tested [18,19]. The drug concentration that inhibited 50% of parasite growth (ICsy) was
estimated by using nonlinear regression to fit an inhibitory sigmoid E,.x model [20]. The /n
Vitro Analysis and Reporting Tool (IVART) enabled the transformation, standardization and
analysis of the data [ Woodrow et al., submitted].

For within-country surveys, the in vitro methods differed between studies and were described
in the publications, which are referenced in Table 2. However, the measurement of the drug
susceptibility of fresh P. falciparum parasites was mainly performed by isotopic assays using
the *H-hypoxanthine uptake inhibition method. The in vitro CQ susceptibility was determined

by a P. falciparum Lactate DeHydrogenase (pLDH) ELISA assay in four studies.
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Statistical analysis

Sample size calculation:

In order to select eligible countries with enough data per year for significant molecular
analysis, a sample size calculation was first performed. The basic comparison of the trends
used a simple logistic regression model. The prevalence of isolates from traveller samples
that carried a mutant allele (P;) or from studies on field samples (P;) was the metric used. In

the models:

logit(P)=a, +s,X
logit(P,) =a, +s,X

, and
where X is the time covariate and a the intercept, the null hypothesis of equal temporal slopes
was tested [21]. That is,
Ho: slope in travellers’ data (S;) = slope in field data (S))

A two sided t-test with a test significance level of «c=0.05, a power of 1- /£ =0.80 and an

effect size of 6 =0.157 was used. The total sample size required for showing a significant
difference between the slopes S, and Sy was n = 642 isolates for each data type (field and

travellers data) per country.

Logistic regression:

For the molecular analysis, a logistic regression model with time as a linear covariate was
fitted to the prevalence of the mutant isolates (separately, for the pfcrt 76 and pfdhfr 108 data)
for the travellers and field studies, for each country. Given the probability of the mutant

isolates, the observed number of mutant isolates in each year was assumed to be binomially
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distributed. The estimated slope of the fitted logistic regression curve for the travellers and
field data, the 95% confidence intervals for the slopes and whether the slopes differ
significantly from each other are presented (see figures in the results section).

For the in vitro susceptibility analysis, a Generalized Linear Model (GLM) with a log-link
function was fitted to the travellers and field data for the period 2000-2011. The slopes of the
changes in CQ susceptibility for the two datasets were assessed to determine whether they

differed significantly from null (0) and whether they differed significantly from each other.

Software:
All statistical analyses were performed using Stata version 11 for Windows (Stata Corp,

College Station, TX, USA) and R version 2.10 (R — project).

Results

Four African countries had sufficient numbers of field and traveller derived isolates to allow
meaningful comparisons between the two populations: Senegal, Mali, Cote d’Ivoire and
Cameroon. The characteristics for the field studies are summarised in Table 2 for each
publication. For Senegal, 10 studies were included for pfcrt 76 analysis over the 2000-2010
period; 5 studies for pfdhfr 108 analysis for 1996-2010 and 8 studies for the in vitro analysis
over the same period. For Mali, 5 studies were included for pfcrt 76 molecular analysis from
2002 to 2010 and 6 studies for pfdhfr 108 analysis from 1996 to 2007. For Cote d’Ivoire, 4
studies were included for pfcrt 76 analysis from 2003 to 2007 and 5 for pfdhfr 108 from 2000
to 2008. For Cameroon, 4 studies were included for pfcrt 76 (2000-2008) and 5 for pfdhfr 108

(2000-2008). The detailed characteristics of the patients differed among the studies, but the
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heterogeneity between studies regarding the population age and the study settings (urban or

rural area) was similar for the four countries.

The median patient age for travellers experiencing malaria after their return to France was 31
years, with 79% older than 15 and 61% of the travellers had visited friends and relatives
(VFRs) in endemic countries for more than one month. Only 38% reported prophylaxis intake
during their travel and most patients presented with uncomplicated malaria (95%) (Table 3).
No differences among these characteristics were observed among the four countries except

for gender; a majority of travellers to Senegal and Mali were male.

Between 2000-2011, 2,874 P. falciparum positive isolates were collected from travellers for
analysis of the pfcrt 76 allele prevalence and 3,351 isolates for analysis of the pfdhfr 108
allele prevalence between 1996-2011. Between 1996 and 2011, 305 fresh blood samples were
collected from travellers, and tested in Paris or Marseille to measure susceptibility to CQ in

Vitro.

Figure 2 and Table 4 summarize the temporal trends in the prevalence of the pfcrt 76T mutant
isolates (associated with CQ resistance) in each of the target countries. The prevalence of the
pfert 76T mutant genotype significantly decreased for travellers between 2000 and 2011 in
Senegal (S= -0.17, p<10”), Cote d’Ivoire (S= -0.15, p<10”) and less dramatically in
Cameroon (S~=-0.09, p<10'3). However, over that same period, no overall decrease was
observed in isolates from Mali (S=-0.01, p=0.72).

Despite the differences among the 4 countries, when the slopes of the trends for the isolates
from travellers (S;) and from locally studied parasites (Sy) were compared, no significant

differences were observed. In Senegal between 2000 and 2011 (S; = -0.17 versus S= -0.21,
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p= 0.58), Mali (S~ -0.01 versus S~ 0.01, p= 0.89), Cote d’Ivoire (S~ -0.15 versus S=-0.22,
p= 0.58) and Cameroon (S= -0.09 versus S= 0.05, p= 0.26) (Table 4, Figure 2). These data
derived from studies of parasites from returning travellers reflected accurately the trends of
the prevalence of molecular markers of CQ resistance that were occurring in the countries in

which the travellers acquired their malaria.

Changes in CQ susceptibility were also assessed using the in vitro response of isolates. From
1996 to 2011 the geometric mean of the ICsy for CQ of the isolates tested in vitro decreased
in isolates from travellers and those studied in Senegal (Table 4, Figure 3). The geometric
means of the ICsy values measured for the isolates from travellers were lower than those
measured in Senegal. However, the slopes showing the trends did not differ. (S= -0.05 versus
S=-0.03, p= 0.26). In this case, as well, the data gathered from travellers was an accurate

reflection of the trend among parasite populations in the country of origin.

The increase of the molecular marker pfdhfr 108N has been commonly associated with an
increase of pyrimethamine resistance for more than fifteen years [22]. When this parameter
was compared between traveller and field-derived isolates, a significant increase in the pfdhfr
108N genotype was observed in all 4 countries over the period from 1996-2011: Senegal (S,=
0.12, p<107), Mali (S= 0.18, p<10), Cote d’Ivoire (S= 0.08, p<10~) and Cameroon (S=
0.21, p<107) (Table 4, Figure 4). For this comparison as well, no significant difference was
observed in the trends of the molecular marker pfdhfr 108N when data from traveller (S;) and
field-derived (S;) isolates were compared for samples taken between 1996 and 2011: Senegal
(570.12 versus Sf= 0.15, p= 0.39), Mali (S= 0.18 versus S= 0.12, p= 0.12), Cote d’Ivoire
(S~ 0.08 versus S= 0.13, p= 0.48) and Cameroon (S= 0.21 versus S= 0.13, p= 0.75) (Table

4, Figure 3). Thus, all three measures of changes in prevalence of molecular markers and in
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vitro parasites resistance to CQ and pyrimethamine demonstrate that information from
parasites imported by travellers was an accurate measure of the changes in parasites within

the 4 countries studied.

Discussion

This study suggests that the surveillance of travellers may be used for monitoring antimalarial
drug resistance in endemic countries. The proof of concept was demonstrated using the
prevalence of two molecular markers, pfcrt 76 and pfdhfr 108, and in vitro susceptibility for
CQ. In this study, similar resistance profiles were observed for travellers’ and field data over
more than 10 years. A decrease of the prevalence of the pfcrt 76T mutant genotype was
observed over a period of 10 years in travellers returning from Senegal, Cote d’Ivoire and
Cameroon, whilst this prevalence remains stable in Mali. An increase of mutant genotype
isolates for pfdhfr 108 was observed in the four countries of West and Central Africa. The in
vitro CQ susceptibility results supported the molecular results for Senegal. The trend in pfcrt
76 is downward while the trend in pfdhfr 108 is upward. The fact that screening travellers
was able to detect temporal trends in opposite directions strengthens the proof of concept
significantly.

Sustainable, reliable and systematic monitoring of drug efficacy is needed for tracking
resistance [23]. Monitoring antimalarial drug resistance is based on clinical assessment and
biological assays as part of a clinical trial [24]. Since the emergence of resistance to CQ, and
then later to SP, capacities to conduct such monitoring in endemic countries have
substantially improved, but remain very heterogeneous. In particular regions, human and/or
technical resources are limited and, as such, conducting a clinical trial for the purpose of
surveillance has competed with other high priorities that Ministries of Health must contend

with and has not been systematically conducted.
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Previous studies highlight the usefulness of travellers’ surveillance as an early warning
detection system for emergence or re-emergence of communicable diseases [25,26,27].
Travellers’ surveillance has proven in the past to be an effective early alert system for
detecting the emergence of CQ resistance (Table 1).

One strength of using travellers as a sentinel system of resistance is that detection of clinical
therapeutic failure due to resistance is facilitated in this non immune population with a low
risk of re-infection. Moreover, the French Malaria Reference Centre use standardized
methods for prospectively collecting reliable information.

This study does have several limitations. First, due to the complexity of collecting laboratory
data systematically, consistently and over a long period of time in both populations, travellers
and field studies, only four countries and two molecular markers have been used in this proof
of concept. Second, precise information regarding the location of infection within each
country could not be collected for P. falciparum infected travellers returning from endemic
countries. However, travellers did not visit all parts of a country and they were more likely to
frequent particular places such as touristic and/or, or business-oriented locations. The
reported information was highly dependent on factors such as the areas that were visited, the
period of travel, migration history and the political context in endemic areas. Of course, these
factors can also impact information on exact locations where patients acquire their infections
within the country, as well. Perhaps more importantly, the travellers in this work were not
representative of the native population in that their baseline characteristics differ, including
age, immune status and parasitemia before treatment. Finally, especially for the field studies,
different approaches were used for determining the molecular markers of resistance and the
in vitro susceptibility for CQ. The heterogeneity between methods is encouraging WWARN
to standardise approaches and to develop common tools like IVART (Woodrow et al.,

submitted).
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However, these limitations do not diminish the clarity of the outcome presented here.
Surveillance of parasites from travellers provided an accurate picture of events occurring in
the field. This does not suggest that this approach should replace studies conducted in
endemic countries. Rather, information from travellers can be used as an additional
surveillance system.

Given the utility, surveillance of travellers can be useful in tracking resistance to ACTs, as
well. Currently, only the response to the long-acting partner drugs, can be assessed, but if
putative molecular markers are defined, tracking of resistance to the artemisinin component
can also be added. The collaboration between Ministries of Health in endemic countries and
the malaria reference centres in non-endemic countries for sharing and validating collected
information should be reinforced and facilitated.

Due to the length of time between a field study and the publication of results, data collected
from imported cases may be available in a more timely manner and, as such, could be used
for early alert of emerging resistance. The complexity of the available tools for assessing
drug efficacy and monitoring resistance highlights the importance of a standardized and
coordinated approach. The follow-up of imported cases in several non-endemic countries
should also enable the collaborators to track the evolution of resistance to antimalarial drugs
at an international scale and thus provide novel information of value to policy makers.

The goal of this work was to validate the use of international traveller surveillance systems,
for detecting the emergence of antimalarial drug resistance and for following resistance
trends where local information is not otherwise available and/or sufficient. Easy access to
reproducible and standardized data should be implemented. The existing health international,
European or American institutions (WHO, European Centre for Disease Prevention and
Control (ECDC), US Centres for Disease Control and Prevention (CDC Atlanta) and the

different networks for infectious diseases surveillance in travellers (TropNet Europe,
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EuroTravNet, GeoSentinel) should be used for facilitating the coordination and data sharing

between national surveillance systems [26,27,28].

Conclusions
This study has not shown difference trends in resistance between travellers and field studies.
An international travellers database can be used as an additional surveillance system to assess

and monitor the emergence of drug resistance in endemic areas where information is limited.
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Legends

Figure 1: Map of Africa illustrating the emergence of CQ resistance in East, Central and West
Africa detected through travellers’ surveillance from the late 1970s to the early 1980s. The
dates of detection of index cases are displayed. The red arrows show the spread of

antimalarial resistance from East Africa to West Africa.

Figure 2: Observed data, fitted model (by logistic regression) and 95% confidence interval
(shaded area) for the prevalence of the pfcrt 76 mutant isolates from 2000 to 2011 for
travellers (red) and field studies (blue) for A-Senegal, B-Mali, C-Cote d’Ivoire and D-

Cameroon. Each data point represents the prevalence of resistant isolates per year for
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travellers’ data and per study for field studies, where the size of the circle is proportional to

the number of isolates in the sample.

Figure 3: Observed data, fitted model (by Generalized Linear Model) and 95% confidence
interval (shaded area) for the in vitro CQ response (ICsg) isolates from 1996 to 2011 for
travellers (red) and field studies (blue) from Senegal. Each data point represents the In (mean
ICsg) per year for travellers’ data and per study for field studies, where the size of the circle is

proportional to the number of isolates in the sample.

Figure 4: Observed data, fitted model (by logistic regression) and 95% confidence interval
(shaded area) for the prevalence of the pfdhfr 108 mutant isolates from 1996 to 2011 for
travellers (red) and field studies (blue) for A-Senegal, B-Mali, C-Cote d’Ivoire and D-
Cameroon. Each data point represents the prevalence of resistant isolates per year for
travellers data and per study for field studies, where the size of the circle is proportional to

the number of isolates in the sample.

23



Tables

Table 1: First published cases of CQ resistance in Africa through travellers’ surveillance

Country Date case | Date published | Country of detection | Reference
Kenya 1978 1979 Denmark [28]
East Africa (Kenya-Tanzania) 1975 1979 United States [29]
Democratic Republic of the 1982 1983 United States [30]
Congo (Zaire)

Burundi 1983 1984 France [31]
Republic of the Congo 1984 1985 France [32]
Cameroon 1984 1985 France [33]
Angola 1984 1984 Denmark [34]
Gabon 1985 1986 United States [35]
Benin 1986 1986 France [36]
Senegal 1986 1987 Sweden [37]
Cote d’Ivoire 1987 1988 France [38]

Mali 1987 1988 France [39]




Table 2: Summary of the molecular and in vitro field studies in the four endemic countries

included in the analysis (both published and unpublished)

Country Site Age Year of Reference
population study
Molecular
marker
analysis
Pfert 76 Senegal Pikine >5ya 2000 [40]
Pikine >18ya 2001 [41]
Thiadiaye Pregnant 2002 [42]
women
Dakar 3-65ya 2002 [43]
Pikine >3ya 2004 [44]
Dakar all 2004 [45]
Thies all 2007 [46]
Dakar all 2009-10 [47]
Central Senegal (3 <10ya 2009-11 [48]
districts : Mbour, Fatick,
Bambey) and Southern
Senegal (3 districts :
Tambacounda,
Velingara, Saraya)
Dakar all 2010-2011 Pradines,
unpublished data
Mali Kolle <Sya 2002-03 [49]
Bougoula-Hameau >6mths 2002-04 [50]
Bancouma, Monteourou, all 2002-04 [51]
Bandiagara, Faladie,
Koulikoro Ba, Sirakoro-
meg, Niena,
Kolebougou,
Markakoungo, Dimbal,
Kafana, Siekorole,
Toguel, M'pessoba
Banamba, N'debougou
Kangaba et kela >6mths 2001-03 [52]
Bandiagara, Faladje all 2010 Djimdé,
Kolle Pongenon unpublished data
Cote Anonkoua-koute all 2003-08 Ako,
d’Ivoire (Abidjan), Ayamé, unpublished data
Dabakala
Bonoua and Samo <Sya 2005 [53]
Abidjan (2 districts: Children 2006 [54]
Yopougon and Adjamé)
Adzope Children 2007 [55]
Cameroon | Maroua, Ndop, <Sya 2000-01 [56]
Bafoussam, Hévécam
Yaoundé >12ya 2000-01 [57]
Garoua, Yaounde, <Sya 2004-06 [58]
Mutengene
Yaoundé, Mfou (suburb All ages 2005-08 [59]
of Yaound¢)
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Pfdhfr 108 | Senegal Dielmo, Sine Saloum All 1996-99 [60]

Pikine, Tambacounda, >5ya 2000-03 [61]
Thies
Dakar 3-65ya 2002 [43]
Dakar <Sya 2006-08 [62]
Dakar all 2009-10 [46]

Mali Tieneguebougou 2-12ya 1996 [63]
Kidal All 1999 [64]
Bandiagara 5-15ya 2000 [65]
Kolle <Sya 2002-03 [49]
Bongoula-Hameau >6mths 2002-04 [50]
Kolokani <Sya 2006-07 [66]

Cote Yopougon <Sya 2000-01 [67]

d’Ivoire
Anonkoua-koute 2003-08 Ako,
(Abidjan), Ayamé, unpublished data
Dabakala
Bonoua and Samo <Sy 2005 [53]
Abidjan (2 districts: Children 2006 [54]
Yopougon and Adjamé)
Adzope Children 2007 [55]

Cameroon | Bertoua, Douala, Eseka, <Sya 1999 [68]
Yaounde
Bafoussam, Bertoua, <10ya 1999-03 [69]
Djoum, Garoua,
Hevecam, Manjo,
Maroua, Mengang,
Ndop, Ngaoundere,
Sangmelima, Yaounde
Dschang, Fontem, <10ya 2002-03 [70]
Limbe, Nkambe
Garoua, Mutengene, <Sya 2004-06 [58]
Yaounde
Yaounde >12ya 2001-05 [71]

In vitro
susceptibility
test
chloroquine | Senegal Mlomp 1996-98 [72]

Pikine, Dielmo, NDiop All 1996 [73]
Dielmo, NDiop 1997 [74,75]
Pikine >Sya 2000 [40]
Pikine >18ya 2001 [41]
Dakar 2002 [43]
Dakar 2009-2010 [76]
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Table 3: Characteristics of travellers returning from Senegal, Mali, Cote d’Ivoire and

Cameroon and reported in France during the period from 2000 to 2011

Travellers Senegal Mali Cote d’Ivoire Cameroon
n=1993)* (m=237)* (n=4,778)* (n=3,272) *

Median age (year) [Min-Max] 30 [0-94] 31 [0-76] 30 [0-83] 33 [0-87]
Gender ratio (Male/Female) 2.47 2.20 1.40 1.15
Chemoprophylaxis

Yes n (%) 746 (38) 959 (41) 1,955 (41) 1,048 (32)
Duration of stay

<2weeks n (%) 218 (13) 152 (8) 457 (12) 439 (16)

2-4weeks n (%) 356 (21) 361 (18) 1,150 (30) 868 (33)

1-3months n (%) 699 (41) 928 (48) 1,221 (32) 679 (25)

>3months n (%) 428 (25) 498 (26) 1,021 (26) 688 (20)
Purpose of travel

Tourism n (%) 322 (18) 251 (12) 514 (12) 397 (13)

VFRs n (%) 1,108 (61) 1,520 (71) 2,482 (58) 1,738 (59)
Severe malaria

Yes n (%) 136 (7) 123 (5) 225 (5) 177 (5)

*Numbers may not add to totals because of missing information
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2  Table 4: Comparison between travellers and field data for the pfcrt 76 and pfdhfr 108

3 molecular markers and for the CQ in vitro susceptibility in Senegal

Country Travellers’ Field Study p-value

Slope [95% CI**] Slope [95% CI]

Pfcrt 76 Senegal -0.167 -0.208 0.575
[-0.219;-0.115] [-0.312;-0.105]

Mali -0.009 0.005 0.885
[-0.082 ; 0.063] [-0.106 ; 0.116]

Cote d’Ivoire -0.146 -0.215 0.578
[-0.215;-0.078] [-0.463 ; 0.032]

Cameroon -0.090 0.050 0.264
[-0.146 ; -0.033] [-0.220; 0.321]

Pfdhfr 108 Senegal 0.117 0.148 0.386
[0.088 ; 0.147] [0.088 ; 0.209]

Mali 0.182 0.119 0.116
[0.124 ; 0.240] [0.086 ; 0.152]

Cote d’Ivoire 0.083 0.132 0.484
[0.052;0.113] [-0.025 ; 0.289]

Cameroon 0.213 0.130 0.753
[0.115;0.311] [-0.155;0.415]

CQ Senegal -0.050 -0.028 0.264

In vitro analysis

[-0.085 ; -0.015]

[-0.059 ; 0.002]

4
5 from each other

6 ** CI = confidence interval,
7

8

*The p-value indicates whether the fitted slopes for travellers data and field studies were significantly different
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ARTICLE 2

D - LA SURVEILLANCE DES
VOYAGEURS COMME OUTIL DE
DETECTION DE L'EMERGENCE DE
LA RESISTANCE (ARTICLE 2)
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ARTICLE 2

Gharbi M, Pillai DR, Lau R, Hubert V, Khairnar K, Existe Aendjo E, Dahlstrom S,
Guérin PJ, Le Bras J; French National ReferenceteCeior Imported Malaria Study.
Chloroquine-resistant malaria in travelers retugriom Haiti after 2010 earthquake. Emerg
Infect Dis. 2012 Aug;18(8):1346-9. doi: 10.32014308.111779.

5.1 Problématique de l'article 2

L’étude qui suit est une premiere application doéfi€e qui existe a utiliser la surveillance

des voyageurs comme sentinelle de I'émergence sikstance.

En dépit de I'émergence de la résistance a la oflone en Asie du Sud-Est et sur
'ensemble du continent africain depuis la fin dasnées 50s, la chloroquine reste
officiellement la premiéere ligne de traitement ddes paludisme non compliqué A.
falciparum en Haiti. Pourtant, jusqu’ici, tres peu d’études mvestigué la sensibilité des
souches haitiennes a la chloroquine, en raisoncdesaintes budgétaires et de la faible
capacité des structures sanitaires. Une études@ééaiin 2006-2007 a, pour la premiere fois,
montré la présence de parasites porteurs de laiotuBfcrt76T, associée a la résistance a la
chloroquine, dans 6% des isolats [208]. Or, enigad010, un séisme dévastateur, suivi dans
'année par I'ouragan « Tomas » et par de violeimiesdations, pourraient avoir crée les
conditions nécessaires a l'augmentation de I'inoigedes infections B. falciparumet a la

diffusion des souches résistantes.
Le travail qui suit a donc pour objectif de répandr notre problématique : un systeme

sentinelle utilisant les données des voyageurs-ippetrmettre de détecter 'émergence et la

diffusion de la résistance aux antipaludiques exe andémique?
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ARTICLE 2

5.2 Résumé des principaux résultats

Dans cette étude, nous avons investigué la sdtesikilla chloroquine des parasites

falciparumprovenant d’isolats de voyageurs de retour d’Hatitliagnostiqués en Frangce

ou au Canada. Les données ont été collectées de fatrospective au sein du Cen

National de Référence du Paludisme, France et @licAdealth Ontario, Canada sur les

périodes 1988-2010 et 2007-2010, respectivement. dééinition d'une infection
probablement acquise en Haiti comprenait un voylsges ce pays dans les deux m

précédents le diagnostic, ainsi qu'un frottis ek ugputte épaisse positive poBr

falciparum Les données démographiques, cliniques, paragitples ainsi que I'histoire

thérapeutique et de voyage du patient ont été atéls. Des analyses moléculaires
marqueur moléculaire de résistance de la chloreqg#fcrt76, et des tests de sensibil
in vitro a la chloroquine ont été réalisés pour évaluegédestance des echantillons a cqg

molécule.

Au cours de la période précédant le séisme de &aB0iL0, I'ensemble les isolats Be
falciparumanalysés a partir du sang des patients de retdaitden France et au Canag
(n=29), n'ont montré que la présence de souchesagasPfcrtK76, aprés une analyg
moléculaire par PCR-RFLP. La susceptibilitévitro a la chloroquine, mesurée par
concentration inhibitrice 50 (CI50) était en moyerde 27nM (IC95%, 23-31), soit big
en dessous du seuil de résistance fixé a 100nNe 8uiséisme, nous avons pu mettre
evidence, a travers la surveillance des voyagéanmésence d’isolats (11%) porteurs
parasites résistants apres analyse moléculairefirroée par les testsn vitro de
susceptibilité (CI50 > 500nM).

Cette étude confirme la présence de souches msista la chloroquine en Haiti. |
détection de I'émergence de résistance dans urne aoiinformation est difficilement
disponible a été facilitée par une collaboratioterimationale pour la surveillance ¢
paludisme d’'importation. Ces résultats permettéaieder sur I'importance de la mise €
place détudes d'efficacité thérapeutique sur lerate pour guider les stratégig

thérapeutiques et prophylactiques en H

oS

du
té
tte

a

u
¢N

bS
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Chloroquine-
Resistant Malaria
in Travelers
Returning from
Haiti after 2010
Earthquake

Myriam Gharbi, Dylan R. Pillai, Rachel Lau,
Véronique Hubert, Krishna Khairnar,
Alexandre Existe, Eric Kendjo, Sabina Dahlstréom,
Philippe J. Guérin, Jacques Le Bras,
and members of the French National Reference
Center for Imported Malaria Study’

We investigated chloroquine sensitivity to Plasmodium
falciparum in travelers returning to France and Canada from
Haiti during a 23-year period. Two of 19 isolates obtained
after the 2010 earthquake showed mixed pfert 76K+T
genotype and high 50% inhibitory concentration. Physicians
treating malaria acquired in Haiti should be aware of
possible chloroquine resistance.

In Haiti (2011 population ~9.7 million), malaria is
endemic. Approximately 30,000 malaria infections are
confirmed annually among ~200,000 estimated malaria
cases, mainly Plasmodium falciparum infections (7).
On January 12, 2010, a 7.0 magnitude earthquake struck
Haiti near Port-au-Prince, leaving much of the population
homeless.

The main malaria vector in Haiti, Anopheles albimanus
mosquitoes, which mostly bite outdoors during November—
January, placed evacuees at high risk for infection (2,3).
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Severe flooding after hurricane Tomas in November 2010
probably compounded the problem by facilitating parasite
reservoirs and mosquito breeding (4). Some studies suggest
that these events might have increased malaria transmission
in Haiti. Two observational surveys, | performed by a
mobile medical team during March—April 2010 (5) and 1
during November 2010-February 2011 in a primary care
clinic in Leogane (6), reported a high proportion of malaria
infection among persons with fever (20.3% and 46.9%,
respectively) compared with reports from a population-
based survey in 2006 (14.2%) (2). The US National Malaria
Surveillance System reported a 3-fold increase in malaria
among travelers returning from Haiti in 2010 (170 cases)
compared with 2009 (58 cases) (7).

Chloroquine associated with primaquine since 2009,
is the recommended first-line treatment for uncomplicated
malaria. In vitro and molecular surveillance data collected
during the past 2 decades suggest continued P. falciparum
sensitivity to chloroquine (3,8,9). However, a 2006-2007
study in Artibonite Valley, Haiti, showed the chloroquine
resistance—associated Pfcrt76T genotype in ~6% (5/79)
of P. falciparum isolates, although clinical data were
lacking (/0). Subsequently, the Haitian Ministry of
Health acknowledged that routine chloroquine efficacy
surveillance should be reinforced (/7). We investigated the
chloroquine sensitivity of P. falciparum parasites isolated
from travelers recently returned from Haiti to Canada and
France by using genotypic and phenotypic methods.

The Study

We collected retrospective data from the National
Malaria Reference Centre (Paris, France) and Public
Health Ontario (Toronto, ON, Canada) during 1988-2010
and 2007-2010, respectively. P. falciparum infection
was considered probably acquired in Haiti if biologically
confirmed by thin and thick blood smears from persons
who had recently traveled to Haiti in the 2 months
before infection was diagnosed. Basic demographic and
epidemiologic data, clinical and parasitologic information,
treatment, and history of travel and P. falciparum infection
were collected systematically. Forty of 80 participating
hospitals in the sentinel network in France also documented
resistance to antimalarial drugs. Pretreatment isolates
were collected to determine chloroquine susceptibility by
molecular analysis of the Pfcrt76 locus and by comparing
the ratio of in vitro chloroquine response of the clinical
isolate with a chloroquine-sensitive reference clone.

Seventy-nine imported P. falciparum infections were
recorded: 49 before the earthquake (all in France) and 30
after the earthquake (3 in Canada and 27 in France). The

"Members of the French National Reference Center for Imported
Malaria Study who contributed data are listed at the end of this
article.
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Figure 1. Surveillance during 23 years for antimalarial drug
resistance in travelers returning to France and Canada from Haiti
after the January 10, 2010, earthquake. A) Imported malaria cases
from Haiti reported in France (1988-2010) and Canada (2007-
2010). B) Total number of Plasmodium falciparum infections, by
month, 2009 and 2010.

number of confirmed malaria cases imported from Haiti
doubled during 2009-2010 (Figure 1). Approximately
half of the travelers were in Haiti 2-4 weeks before the
earthquake and >1 month after the earthquake. The main
purpose of travel, visiting friends and relatives, decreased
from 59% before to 44% after the earthquake. More than
75% of travelers did not take prophylactic medication. The
proportion of severe malaria increased from 3% to 11%
after January 2010 (Table 1).

Before the earthquake, all 29 isolates had the wild-type
PfcrtK76 allele according to analysis by PCR-restriction
fragment-length polymorphism. The mean 50% inhibitory
concentration (IC,)) of chloroquine for the 24 isolates
tested ex vivo by the *H-hypoxanthine uptake inhibition
method was 27 nM (95% CI 23-31). These results are
consistent with those of an unpublished study conducted in
Haiti during 2007 to monitor chloroquine resistance (Jean-
Frangois Vely, unpub. data). In that study, Haiti’s National
Malaria Program, in collaboration with the National
Malaria Reference Centre in France, found the chloroquine-
sensitive genotype in 146 P. falciparum—positive samples
in 6 departments (Artibonite, Centre, Grand’Anse, Nord,
Nord-Ouest, Ouest) (Figure 2) (1/2). After the earthquake,
2 (11%) of 19 isolates analyzed by pyrosequencing
and PCR-restriction fragment-length polymorphism
showed a mixed Pfcrt76K+T genotype. The ratios of K
to T genotypes before and after in vitro adaptation were

Emerging Infectious Diseases « www.cdc.gov/eid « Vol. 18, No. 8, August 2012
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0.75:0.25 and 0.23:0.77, respectively, for patient 1, and
0.58:0.42 and 0.25:0.75, respectively, for patient 2. The
Pfcrt72—76 haplotype was CVMNK before adaptation and
CVIET after adaptation for both patients by sequencing.
Resistance was confirmed by in vitro methods after culture
adaptation. Both isolates had high chloroquine IC, (506
nM and 708 nM, respectively) and high chloroquine IC,;
isolate: Pf3D7 (chloroquine susceptible clone) ratio (20 and
27, respectively) (Table 2).

Patient 1, a 58-year-old woman, was in Haiti during
October 2009-January 2010; she returned after the
earthquake to Canada, where she sought care for malaise,
fever, diarrhea, and vomiting. She reported no previous
malaria and no other travel during the previous 2 years.
For patient 2, a 16-year-old girl, malaria was diagnosed in
Canada on February 25, 2010, after 3 days of fever. She
had traveled to Haiti in the past 2 months before malaria
was diagnosed and did not report any other recent travel.

Conclusions
The number of P. falciparum—infected travelers
returning from Haiti has increased since January 2010,

Table 1. Characteristics of travelers returning from Haiti to
France, 1988-2010, and Canada, 2007-2010

Before After
earthquake, earthquake,

Characteristic n = 49* n = 30*
Median age, y (range) 44 (0.7-69) 36 (2-77)
Sex

M 32 (68) 19 (63)

F 15 (32) 11 (37)
Country of residence

France 49 (100) 27 (90)

Canada 0 3(10)
Plasmodium falciparum 47 (100) 27 (100)
infection
Chemoprophylaxis

No 37 (76) 23 (77)

Yes 1(2) 2(7)

Unknown 11 (22) 5(17)
Duration of stay

<2 wk 5(17) 3(14)

2-4 wk 14 (47) 6 (29)

1-3 mo 7 (23) 7 (33)

>3 mo 4 (13) 5(24)
Purpose of travel

Tourism 4(12) 3(13)

Visit friends and family 20 (59) 10 (44)

Business 5(15) 3(13)

Military 1(3) 0

Residents or expatriates 1(3) 5(22)

>6 mo

Other 3(9) 2(9)
Severe malaria

Yes 1(3) 3(11)

No 28 (97) 24 (89)
Median parasitemia 0.47 0.57
(range)t (0.001-12.000) (0.04-14.00)

*Values are no. (%) except as indicated. Numbers may not add to totals
because of missing information.
TPercentage of infected erythrocytes per mL blood.
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Figure 2. Departments of Haiti.

probably because of the higher number of aid workers and
visitors and increased P. falciparum malaria transmission.
Data suggest that the earthquake and ensuing hurricane
and floods created the necessary conditions—inadequate
shelters, population movement, and still water—to increase
the incidence of malaria and possibly spread the recently
identified chloroquine-resistant strains of P. falciparum
(10). In France and Canada, laboratory surveillance
for malaria found that 2 travelers from Haiti carried
chloroquine-resistant strains. In vitro culture might have
selected resistant strains not observed initially by ex vivo
methods. After carefully interviewing these patients about
their travels, we found no evidence to cause doubt that they
had acquired malaria in Haiti. Alternatively, the resistant
strains could have come to Haiti after the earthquake through
human activity, as occurred in the cholera outbreak (/3).

Table 2. Molecular genotypes and in vitro susceptibility for
Plasmodium falciparum isolates from patients returning to France
and Canada from Haiti

Before After
earthquake, earthquake,
Characteristics n=49 n =30
In vitro analysis n=24 n=10
ICs for chloroquine, nmol/L (mean 27 (23-31) 35 (12-105)*
95% ClI)
No. isolates resistantt
Yes 0 2
No 24 8
Molecular marker analysis, no. (%) n=29 n=19
isolates
PfCRT K76 29 17 (89.5)
PfCRT K76+76T 0 2 (10.5)
PfCRT 76T 0 0

*The 2 resistant isolates are included with an ICs, of 506 nmol/L and 708
nmol/L. ICsy, 50% inhibitory concentration.

1A threshold of ICsy = 100 nmol/L is applied to determine resistant isolates
(consensus between the laboratories in France and Canada) and in vitro
susceptibility (ICsp) for the isolates from patients returning from Haiti.
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The origin of the chloroquine-resistant strains identified in
Haiti is uncertain. The Pfcrt CVIET haplotype is common
in Southeast Asia and sub-Saharan Africa and was found in
the 2006-2007 study in Haiti (10).

Regardless of origin, containing the spread of
chloroquine-resistant  parasites is crucial. Malaria
elimination is a goal in Haiti, and it has been strengthened
after recent events, but the effects of malaria and many
other factors affect the achievability of this goal (/4).
Control measures, possibly mirroring those used to
contain artemisinin resistance in Southeast Asia, should be
concentrated in Haiti to prevent resistance spreading to the
rest of Hispaniola (/5). However, lack of consensus on the
use of molecular and in vitro data for policy change will
hamper decision making. Neither the chloroquine-resistant
Pfcrt76T genotype nor the elevated chloroquine IC,,
perfectly predicts treatment failure because of confounding
factors like acquired immunity.

Our study has several limitations. Returning travelers
are not a representative sample of the Haitian population,
and the sample of isolates was limited. The origin of the
resistant strains is not defined. Also, the precise location
of infection is not reported. Nevertheless, travelers are
useful sentinels of emerging resistance in areas where
little information is available, providing surveillance data
in real time with standardized methods. This nonimmune
population also facilitates detection of resistant isolates.

Our data highlight the need to implement a therapeutic
efficacy surveillance study for assessing in vivo chloroquine
sensitivity, which is essential for providing information
for rational control strategies and guiding prophylaxis
recommendations in Haiti. In addition, physicians treating
malaria acquired in Haiti should be aware of the possibility
of chloroquine-resistant infections. Patients with persistent
fever despite treatment and infected travelers reporting
adherence to chloroquine prophylaxis should be treated
with alternate antimalarial drug therapy.

Members of the French National Reference Center for
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Flegg JA, Metcalf JGharbi M, Venkatesan M, Shewchuk T, Carol Hopkins Sibley, CH
Guerin PJ. Trends in antimalarial drug use in AfriSoumis en Mars 2013 a I'’American

Journal of Tropical Medicine and Hygiene (AJTMH)

Gharbi M, Flegg J, Hubert V, Kendjo E, Metcalf JE, BertduxGuérin PJ, Le Bras J.
Longitudinal study assessing the return of chlonogususceptibility of Plasmodium
falciparum in isolates from travellers returningrir West and Central Africa, 2000--2011.
Malar J. 2013 Jan 25;12(1):35. Doi : 10.1186/148%35212-35

6.1 Problématique des articles 3 et 4

Dans le travail qui suit, nous avons souhaité étudans une seconde application le bénéfice
qui existe a utiliser la surveillance des voyagecosnme sentinelle de I'évolution des

résistances en zone endémique.

Au cours des dernieres décennies, la majorité dgs impaludés ont modifié leur politique
nationale de stratégie thérapeutique pour adomer GTAs comme premiére ligne de
traitement. La chloroquine, largement utilisée carantipaludique de choix pendant pres de
cinquante ans, a cessé d’étre recommandée suta@liffusion de souches d& falciparum
résistantes a cette molécule [23,209,210]. Depaniet de sa commercialisation, la baisse de
la pression médicamenteuse a engendré des signesgassion de la résistance a cette
molécule, observés dans certaines zones d’Afriq0&,211]. Ce changement rapide dans la
population parasitaire peut s’expliquer par le ptet reproducteur des souches (ou « fithess
cost »). L’avantage sélectif de survie des parasisistants disparait en absence de pression
médicamenteuse [102,212,213].

De méme pour la SP, I'évolution des résistancet® arés liée aux modes de consommation
de cette association. Les résistances a la SPmergé peu de temps aprés leur introduction
lors des programmes de lutte antipaludique, anlalés années 1960. Elles se sont répandues
rapidement d’Asie du Sud-Est et d’Amérique du Sudeanombreuses régions d’Afrique
[18,61]. Cependant, la SP reste le traitement dexdatans le TPI et pour cette raison et celle

du grand usage du trimethoprime+sulfamethoxazaleantifoligue antibactérien présentant
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des résistances croisées avec SP, aucun signgréssién de la résistance n’a été jusque-la

observé.

Le travail qui suit a donc pour objectif de répandr notre hypothese soulevée dans ce
travail : un systéme sentinelle utilisant les damdes voyageurs peut-il permettre de suivre

I’évolution des profils de résistance aux antipajuds en zone endémique?

Dans un premier temps, nous nous sommes intérasgésrire I'évolution des modes de
consommation des antipaludiques au cours du tefBpsraison de la multiplicité des

systémes de distribution du médicament, réglememés non, dans les zones en
développement, il a été tres complexe de quantidierotion de pression médicamenteuse.
Les données de consommation dantipaludiques rdeseia partir des enquétes de
Demographic Health Survey (DHS) et Multiple IndmaCluster Survey (MICS), nous ont

permis de modéliser les tendances de I'utilisatiendifférentes molécules antipaludiques

pour une grande partie du continent africain, si&r periode de plus de dix ans.

Puis nous nous sommes intéressés a décrire I'émoldé la chloroquino-résistance, a travers
la surveillance des voyageurs retournant d’AfrigQentrale et de I'Ouest, suite a la
diminution de la pression médicamenteuse. Celle-€ié initiée au début des années 2000s

lors des changements de réglementation nationale.

Une collaboration étroite entre le CNR Palu Fraecte réseau WWARN nous a permis de

mener a bien ces deux défis.
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6.2 Résumeé des principaux résultats

Article 3

En Afrique, la chloroquine et la SP continuentra étilisées chez les enfants fiévreux, |en
dépit de la présence de résistance a ces moléetldss recommandations de 'OMS
préconisant largement les CTAs comme premiéere ligaetraitement. Il existe un
décalage important entre I'adoption des nouvelleégyies thérapeutiques et la mise|en
place de ces politiques a I'échelle locale, ayanir pmpact I'augmentation de la mortalité
infantile attribuable au paludisme.
L’extraction des données de consommation d’antgpglies s’est faite a partir des bages
de données DHS et MICS. Les tendances de consoamugimédicaments dans chadun
des pays d’Afrique sur la période 1999-2011, es @pécifiquement les tendances de la
consommation de la chloroquine et de la SP suitechangements de politique, ont été
estimées a l'aide de modéles a effet mixte. Plastitnation de I'utilisation de la SP en
Afrique a été corrélée a la prévalence des margurotéculaires associés a la résistapce
de SP.
Les analyses ont été réalisées sur 92 études gredm identifiées, ayant été conduites
dans 40 pays africains différents. La réductionladleonsommation de la chloroquine
suite aux changements de politique varie d'un galautre selon de nombreux facteurs,
sans modele régional spécifique. En Afrique de €8uet Centrale, on observe une
importante réduction de la consommation de la clgjoine ces dix derniéres années.
Nous avons également mis en évidence le lien gista entre la diffusion des
résistances a la SP et le délai dans la mise etiqueades nouvelles stratégies
thérapeutiques.
En cas de diffusion, ou d’émergence, de la régistaux artémisinines sur le contingnt
africain, il est essentiel de pouvoir surveillercensommation des CTAs en regard des
stratégies thérapeutiques recommandées. La métitmidiee dans cette étude pourra étre
répliquée pour estimer et suivre les consommatiensédicaments en cours d’utilisatipn
dans le pays, fournissant des informations esdlestipour les décideurs de santé

publique.
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Article 4

Apres nous étre intéressés aux évolutions de laotomation de la chloroquine faisant

suite aux changements de politique thérapeutiquéfeque, notre objectif a été d
décrire les tendances de la chloroquino-résistapoe regard de la pressid
médicamenteuse. L'utilisation de la surveillances dms importés comme systern
sentinelle de I'évolution des résistances a étpgeée dans cette étude.

Les échantillons ont été collectés a partir desageurs diagnostiqués en France pour
infection aP. falciparum de retour du Mali, de la Céte d’'lvoire, du Camermu du

Sénégal. L'analyse moléculaire des marqueurs dstaése a la chloroquindfcrt76,

ainsi que l'analyse de la susceptibilitevitro de P. falciparuma cette molécule a été

réalisée sur les périodes 2000-2011 et 2004-20étte @erniére correspond a la périg
d’arrét de la commercialisation de la chloroquiaegiles pays étudiés. Des modeles
régression logistique et linéaires généralisés mmtipermis d’estimer les tendances (¢
isolats résistants dans les quatre pays ciblés.

La surveillance biologique des échantillons desagayrs a mis en évidence la bais

significative de la chloroquino-résistance danstigupays différents d’Afrique Centrale

et de I'Ouest apres l'arrét de commercialisationadehloroquine. La diminution de |
résistance, observée a travers les analyses mailesuktin vitro, a été corrélée a |

baisse de pression médicamenteuse.
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Abstract

As a result of resistance to chloroquine (CQ) and sulphadoxine-pyrimethamine (SP),
WHO has recommended changes in national drug policies to artemisinin
combination therapies. The length of time between policy changes and their
implementation affects public health.

Data on antimalarial treatments were extracted from household surveys and
national antimalarial policy information from the literature. Drug use in each
country during the time period 1999-2011 and the trend in CQ use reduction in the
time since policy change was estimated. SP use estimates were correlated to the
prevalence of a molecular marker associated with SP resistance.

There was no spatial pattern in the country level rate of reduction of CQ use, after
policy change. In East Africa, there was a negative correlation between SP drug use
and resistance. If artemisinin resistance spreads to, or emerges in, Africa, the
methodology outlined here will be a valuable tool to estimate actual drug use.
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Introduction

Chloroquine (CQ) was the most frequently used first line therapy for uncomplicated
Plasmodium falciparum (P.f.) malaria from the 1940s through to the 2000s 1. As a
result of its high efficacy, good safety profile and low cost, CQ was a key part of the
1950s Global Malaria Eradication Programme 2. However, factors including funding
constraints, lack of political support and the emergence and subsequent spread of
resistance to CQ and the pesticides used in vector control hampered eradication
plans 3. Resistance to CQ was first identified in the late 1950s, on the Thai-
Cambodian border and concomitantly in South America 4. The spread of CQ
resistance to Africa ensued, with treatment failures confirmed in 1978 in Kenya and
Tanzania 7.8, and later reported in West Africa in the 1980s 2 10, Despite declining
use, CQ remained the first line therapy for uncomplicated P.f. malaria in the majority
of sub-Saharan countries until after 2000. An increase in malaria morbidity and
mortality in children under five years of age was observed during this period, and
this trend has been attributed partly to CQ resistance 11.12,

During the 1960s, sulphadoxine-pyrimethamine (SP) was introduced in many
countries to replace CQ. Due to a rapid decline in efficacy in areas of intense use,
first in Southeast Asia in the 1970s and later in East Africa in the late 1980s 13, SP
was withdrawn from African countries as a first line treatment for P.f. malaria
between 2003-2008. SP continues to be recommended as an intermittent
preventative treatment for pregnant women 4 and more recently as part of
seasonal malaria chemoprevention in areas of highly seasonal transmission 15,

Over the past decade African countries have transitioned from CQ or SP to
artemisinin-based combination therapies (ACTs) as a first line policy for
uncomplicated malaria. The transition from CQ took place in most African countries
in the late 1990s and 2000s (Figure 1). Malawi was the first African country to
change its policy from CQ to SP in 1993. South Africa was the first country to
recommend an ACT in 2001, while Malawi and Botswana were the last to switch
from SP in 2007 (see animation supplied as web extra material illustrating temporal
changes in national antimalarial policies in Africa from 1991 to 2011. Also see
Figure 1 and Table S1 in the extra web material).

A reduction in drug pressure has been linked to the return of CQ susceptibility in
several malaria endemic countries 16, leading to suggestions that the complete
removal of CQ may eventually lead to a return of susceptible parasite populations.
However, CQ usage has continued for many years after the switch in national
policies for the treatment of P.f. In particular, CQ is still commonly used to treat
febrile illness in children, especially by those who seek treatment in the private
sector 7. Because of the potential influence of this continued use of ineffective drugs
on public health, a standardized approach for estimating drug use is needed. In this
paper, a methodology is proposed for using reports of actual drug use from
publically available household surveys to estimate drug use trends and compare
their magnitude in different countries.
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Methods

Data extraction

Drug use data collected between 1999 and 2011 in 40 African countries in
Demographic Health Surveys (DHS)18 and Multiple Indicator Cluster Surveys
(MICS)1° were included in the analysis. The DHS and MICS surveys included in this
work contained malaria modules, which ask women within a household to report on
antimalarial use in children under the age of five within their care, who have
experienced fever symptoms in the past two weeks (see Figure S1 and S2 in the
Supplementary Methods for extracts from the DHS and MICS surveys, respectively).
Details of the data extraction and the aggregation of data to give a survey level drug
use measure are given in the Supplementary Methods.

National antimalarial policy information was obtained from the World Health
Organization’s Susceptibility of Plasmodium falciparum to Antimalarial Drugs

Report on Global Monitoring 1996-2004, malaria country profiles 2011, World
Malaria Reports, 2005 and 2008 and supplemented by a literature search in PubMed.

Statistical model

The probability of drug use was modelled using a mixed-effects logistic regression
model. Time, measured either as the year of the survey or as years after the policy
change, was included as a linear covariate. Random effects were included so that the
intercept and slope could vary from country to country. For details of the model, see
the Supplementary Methods.

Correlation of drug use and parasite drug resistance

When drugs are used intensively in a region or a country, selection of parasites
resistant to those drugs is inevitable, especially when already resistant parasites
have evolved in other regions and could spread to a new location. A potential
measure of actual drug use is the prevalence and trends observed for molecular
markers correlated with drug resistance to SP. The work presented here measures
the selection pressure exerted by measuring the “relaxation” of the selection by the
decline in the actual use of the drug. However, when there are molecular markers
that correlate with the prevalence of parasites that are less sensitive to the drug,
that metric is also a valuable addition.

Since molecular markers for SP resistance are well characterized, the relationship
between SP use and the prevalence of those molecular markers in countries that
recommended SP for various lengths of time was explored. A large database of the
prevalence of molecular markers associated with resistance to SP has previously
been created 20. The prevalence of the mutation dhps540E is indicative of high SP
resistance 21 and in other work, a spatio-temporal model was developed for the
spread of the dhps540 marker in Africa. Outputs of this model allow estimation of
the average dhps540 prevalence within a country in a given year.
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Results

Data extraction

92 surveys from 40 African countries monitored antimalarial use in children
between 1999 and 2011 (Table S2). 54 DHS surveys from 28 countries and 38 MICS
surveys from 31 countries were included (Table 1). MICS surveys were performed
on average earlier than DHS surveys and therefore tended to report a higher level of
CQ usage. Table S1 summarises the antimalarial policy changes for malaria endemic
African countries.

Chloroquine (CQ)

The time plot in Figure S3 shows the percentage usage of CQ in 88 surveys from 40
countries and shows the general decrease in use from 1999 to 2011. The mixed
effects model was applied to estimate CQ use in African countries. Figures S4(a) and
S4(b) show the country level intercepts and slopes, respectively, where time was
measured as years post 1999. Figure 2 shows the model predictions for CQ use in
each country in 1999 (black squares), 2005 (indicated by end of red line) and 2010
(end of green line). Figure 3 illustrates in detail the mixed effects model predictions
for CQ use in four countries with different trends: Senegal (intermediate starting CQ
use, fast rate of reduction), Nigeria (intermediate starting use, slow rate of
reduction), Ghana (high starting use, fast reduction) and Sierra Leone (high initial
use, slow reduction). The times at which drug policies changed are given at the top
of each graph for ease of comparing with the trends.

To investigate the overall rate at which CQ use declined after policy change, a
logistic regression model was fitted to the data from the 52 surveys from 31
countries that monitored CQ use, after it was no longer the first line drug (slope = -
0-27, p<0-001). At this rate of reduction, it would take 2-5 years for the odds of CQ
use to fall by 50%.

The trend in CQ use in each country after CQ was no longer the first line drug was
also examined. The country level intercepts and slopes for CQ use after policy
change, from fitting the mixed effects model, are shown in Figure S5(a) and S5(b).
The intercept reflects the amount of CQ use at the time of policy change, and the
countries are ordered on that basis. Ethiopia and Rwanda used the lowest
proportion of CQ at the time of policy change and Ghana and Kenya, the highest.
Figure 4 visualises the changing CQ use post policy change in each country, showing
the predicted use in the year of policy change (black squares), five years (indicated
by end of red line) and ten years after the policy change (end of green line). The
spatial trend of CQ use reduction in African countries post policy change is
illustrated in Figure 5. There are countries in East and West Africa with slow and
fast reduction of CQ use. That is, there is no obvious spatial pattern in the reduction
of CQ use.
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Sulphadoxine-pyrimethamine (SP)

From Figure 1 it can be observed that many countries never recommended SP, but
changed directly from CQ to an ACT. In fact, only nine African countries
recommended SP as a first line therapy, but Figure S6 shows that actual use of SP
was still common. In order to estimate the SP drug use, a mixed effects model was
fitted using SP use data in all countries. Figures S7(a) and S7(b) show the country
level intercepts and slopes, respectively, with time measured as post 1999. Figure 6
visualises the changing use of SP in each country after 1999 for countries that
recommended SP as a first line therapy and for which there is SP use data available,
showing the predicted use in 1999 (black squares), 2005 (indicated by end of red
line) and 2010 (end of green line).

There was a significant downward trend in SP usage after policy change from SP to
ACTs (logistic regression: slope = -0-55, p<0-001). However, at this rate of SP
reduction it would still take 1-25 years for the odds of SP use to fall by 50%. There
were insufficient data to fit a mixed effects model to the SP usage after it was
replaced as the recommended first line treatment.

Correlation of SP use to SP resistance

The correlation was assessed between SP use, estimated in this work, and the
changes in a molecular marker, dhps540E, known to be highly correlated with
trends in SP efficacy 21. The prevalence of the dhps540E genotype at the time of a
change to SP is poorly correlated with SP use (Table 2). Even when reported drug
use declined prior to the change to an ACT, the increase in drug pressure (using
upward trends in molecular marker prevalence as a surrogate) continued. In East
Africa, SP use and dhps540E prevalence were already high when Malawi, Kenya and
Tanzania adopted SP, and dhps540E continued to increase despite large reductions
in SP use. In Zimbabwe, Burundi and DRC, drug use was low throughout the period
measured, but increases in dhps540E prevalence were still observed. Cote d’Ivoire is
the exception, where SP drug use was extremely low (2%) and the dhps540E marker
was virtually absent for the period when SP was the first line drug. The correlation
was measured between drug use and dhps540E prevalence in the seven countries
during the years when SP was the first line (Figure 7). A strong negative correlation
was observed in Malawi (p=-0-97, p < 0-001), Kenya (p=-0-91, p = 0-:004) and
Tanzania, (p=-0-88, p=0-12). The remaining countries did not use enough SP for a
relationship to be informative.

Artemisinin combination therapies (ACTSs)

In the years between 2005 and 2011, 42 surveys monitoring ACT usage across 31
countries were conducted. Due to the low number of surveys in each country and
the low reported ACT usage (Figure S8), a mixed effects model was not fitted, but is
postponed until the dataset has sufficiently matured. Figure 8 shows the increasing
ACT use over the period of 2005 - 2011 (green; regression slope = 0-55, p < 0-001),
compared to the decreasing trends in the use of CQ (red; regression slope =-0-13, p
< 0-001 and SP (blue; regression slope =-0-04, p < 0-001).
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Discussion

Management of drug resistance is crucial for maintaining progress in malaria
control and realizing the goal of malaria elimination. One element of effective
management is identification of foci of resistance and understanding the factors that
shape the trajectory as resistant parasites spread. These factors can be identified by
analyzing the historical and contemporary data on patterns of resistance to drugs
that have already failed and insight can be gained by modelling those patterns.

Models have been constructed using the rich data set available on CQ and SP use in
40 African countries and defined the trends in actual drug over time in each country.
The model for CQ use trends post policy change in African countries showed striking
differences in trends even in neighbouring countries. The absence of regional
patterns in the rate of reduction of CQ use suggest that supply and demand side
factors vary considerably by country. With this foundation, the model can be
extended to identify additional factors that influence the rate of change.

The model quantifies the lag between the adoption of a policy for treatment of
suspected P.f. infections and the impact of that policy on actual drug use. The time
required for a 50% reduction in the odds of CQ usage was 2-5 years and 1:25 years
for SP.

It has been suggested that the removal of drug selection pressure can result in the
return of parasites susceptible to the drug 16.22.23 an effect observed when CQ was
withdrawn in Malawi 24 25, However, a decline will not occur if drug usage continues
after a policy change or if other drugs with related resistance mechanisms exert
pressure. For example amodiaquine use selects for resistance to CQ 26, and the
widespread use of trimethoprim-sulfamethoxazole (Cotrimoxazole) for various
bacterial infections and in prophylaxis for HIV acts on the same drug targets as SP 27.

The relationship between SP use and drug resistance in key African countries that
recommended SP as a first line therapy was investigated. This revealed that Burundi,
Zimbabwe and the DRC which had limited SP use showed both high prevalence of SP
resistance markers at the time of SP introduction and continued increases in those
markers during the time when SP was the national policy, but apparently was used
little. One explanation is migration of SP resistant parasites from neighbouring
countries in East Africa, such as Kenya, Tanzania and Malawi, which have very high
prevalence of SP resistant parasites and sustained SP drug pressure. In contrast,
Cote d’Ivoire in West Africa is surrounded by countries that show similarly low
levels of SP use, and the resistance markers maintained low prevalence over the
whole period. SP is currently recommended for chemoprevention 14 and appears in
most national guidelines for intermittent preventative therapy for pregnant women
and infants 28, which may help to explain the prolonged SP usage. The CQ use data
have not been analysed in light of molecular markers associated with CQ resistance
since at this time, a comprehensive database of molecular markers that confer
resistance to CQ is yet to be completed.
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CQ is not currently recommended as part of treatment for P. f. malaria in Africa, and
only a handful of countries with P. vivax recommend CQ. However, CQ usage has
persisted for many years after policy change. Studies have shown that between 40-
60% of those who seek treatment for fever in malaria endemic countries access
drugs in the private sector, where CQ and SP are up to 25 times less expensive than
an ACT 17, In fact, this price differential was a primary motivation for the formation
of the Affordable Medicines Facility - malaria (AMFm), a program designed to
address this disparity 2°. Furthermore, despite treatment guidelines that
recommend ACTs, SP and CQ remain registered in many countries and since they
are authorized to move through the marketplace, are highly available 17.

There are several limitations of the analysis. First, consumption of antimalarials for
laboratory confirmed malaria infection might differ from estimates derived from
children with fever. Second, drug use in other age groups may not follow the same
trends as those in children under 5. Third, there may be substantial differences in
drug use within countries and these have not been considered. Fourthly, there was
no available measure for the quality of antimalarial received. Finally, some mothers
were unable to identify which drugs were used, which is likely to underestimate the
true usage of the drugs but would be unlikely to change the main findings.

Countries in Africa have changed antimalarial policy to ACTs in the last decade, and
increasing drug access to these drugs, both in the public and private sectors, has
been supported by large initiatives and funding agencies, including Global Funds,
AMFm, the President’s Malaria Initiative, the World Bank and UNITAID.
Unfortunately, artemisinin resistance has arisen in Southeast Asia and could spread
to, or emerge, in Africa or Latin America. Drug pressure is believed to be an
important driver of resistance and continuous monitoring is vital to guide policies.
Initiatives such as the DHS, MICS and ACT Watch will be essential for providing the
necessary data 30. The methods described here will be a valuable tool to monitor use
of ACTs, and to identify the factors that influence actual drug pressure.
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Figure 3
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Figure 4
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Figure 6
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Figure 7
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Figure legends

Figure 1: [llustration of the timing of antimalarial policy changes in Africa (see Table
S1 for more details). The first line policy duration of CQ, SP, ACT, CQ+SP and AQ+SP
are shown in red blue, green, light blue and black arrows, respectively. Here AQ
denotes amodiaquine.

Figure 2: Country level drug use estimates from mixed effects model of CQ use
where time is measured as post 1999. CQ use is represented along the horizontal
axis. The intercept (that is, CQ use in 1999) is represented by the black square for
each country. The red lines show the change in CQ use from 1999 to 2005 for each
country (indicated by the length of the red line). The green line shows the drug use
change from 2005 to 2010 (indicated by the length of the green line). The model
parameter estimates, standard errors and p-values are given in Table S3. Countries
are ordered by increasing level of their CQ use in 1999 as reflected by their intercept
in the mixed effects model.

Figure 3: Mixed effects model predictions (red dashed line) for CQ use in Senegal
(top left), Nigeria (top right), Ghana (bottom left) and Sierra Leone (bottom right).
The duration of first line policies for each country is indicated by the arrows across
the top of each plot. The red dots represent the observed CQ use data.

Figure 4: Country level drug use estimates from mixed effects model of CQ use
where time is measured as years post the year of policy change. CQ use is
represented along the horizontal axis. The intercept (that is, CQ use in the year of
policy change) is represented by the black square for each country. The red lines
show the change in CQ use five years post policy change for each country (indicated
by the length of the red line). The green line shows the drug use change from five
years to ten years post policy change (indicated by the length of the green line).
Table S4 gives the model parameter estimates, standard errors and p-values.
Countries are ordered by increasing level of their CQ at the time of policy change as
reflected by their intercept in the mixed effects model.

Figure 5: Visualization of the rate of CQ use reduction per country, after CQ was
replaced as a first line policy. The darker shades of red are indicative of a slower
reduction of CQ use in a country.

Figure 6: Country level drug use estimates from mixed effects model of SP use
where time is measured as post 1999. SP use is represented along the horizontal
axis. The intercept (that is, SP use in 1999) is represented by the black square for
each country. The red lines show the change in SP use from 1999 to 2005 for each
country (indicated by the length of the red line). The green line shows the drug use
change from 2005 to 2010 (indicated by the length of the green line). The model
parameter estimates, standard errors and p-values are given in Table S5. Countries
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are ordered by increasing level of their SP use in 1999 as reflected by their intercept
in the mixed effects model.

Figure 7: dhps540E marker prevalence versus the estimated SP drug usage, per
country, during SP first line recommendation for Malawi, (black) Kenya (red),
Zimbabwe (green), Burundi (dark blue), DRC (light blue), Tanzania (pink) and Cote
d’Ivoire (yellow). DRC refers to the Democratic Republic of Congo.

Figure 8: CQ (red), SP (blue) and ACT (green) usage over the time period 1999-2011
and logistic regression model fits to the data. The top subplot shows the number of

countries per two year interval that changed national antimalarial policy away from
CQ (red) and SP (blue).

Tables

DHS MICS
Number of surveys 54 38
Median year 2006 2001
Average CQ use (%) 17-0 35-9
Average SP use (%) 3-8 4-8
Total number of children 106,020 64,703
Number of countries 28 31

Table 1: Summary of DHS and MICS data included in the analysis
National policy change to SP National policy change to ACT
dhps540E dhps540E
prevalence prevalence

Country Year | SPuse (%) (%) Year | SP use (%) (%)
Malawi 1993 58 46 2007 13 96
Kenya 1998 41 31 2004 9 91
Zimbabwe 2000 <1 14 2004 1 26
Burundi 2001 2 41 2003 2 68
DRC 2001 <1 10 2005 2 33
Tanzania 2001 52 30 2004 23 71
Cote d'lvoire | 2003 2 2 2005 2 3

Table 2: Countries recommending SP for which SP usage estimates are available,
year of policy changes, and estimated dhps540E prevalence. DRC refers to the
Democratic Republic of Congo. The year of policy change to SP and later to ACT are
both given, along with the estimated SP usage and dhps540E prevalence in each of
these years. The countries are listed in order of the year of policy change to SP.
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Abstract

Background: Chloroquine (CQ) was the main malaria therapy worldwide from the 1940s until the 1990s. Following
the emergence of CQ-resistant Plasmodium falciparum, most African countries discontinued the use of CQ, and now
promote artemisinin-based combination therapy as the first-line treatment. This change was generally initiated
during the last decade in West and Central Africa. The aim of this study is to describe the changes in CQ
susceptibility in this African region, using travellers returning from this region as a sentinel system.

Methods: The study was conducted by the Malaria National Reference Centre, France. The database collated the
pfcrtK76T molecular marker for CQ susceptibility and the in vitro response to CQ of parasites from travellers” isolates
returning from Senegal, Mali, Ivory Coast or Cameroon. As a proxy of drug pressure, data regarding CQ intake in
febrile children were collated for the study period. Logistic regression models were used to detect trends in the
proportions of CQ resistant isolates.

Results: A total of 2874 parasite isolates were genotyped between 2000-2011. The prevalence of the pfcrt76T
mutant genotype significantly decreased for Senegal (from 78% to 47%), Ivory Coast (from 63% to 37%), Cameroon
(from 90% to 59%) and remained stable for Mali. The geometric mean of the 50% inhibitory concentration (ICsp) of
CQ in vitro susceptibility and the proportion of resistant isolates (defining resistance as an 1C50 value > 100 nM)
significantly decreased for Senegal (from 86 nM (59%) to 39 nM (25%)), Mali (from 84 nM (50%) to 51 nM (31%)),
Ivory Coast (from 75 nM (59%) to 29 nM (16%)) and Cameroon (from 181 nM (75%) to 51 nM (37%)). Both analyses
(molecular and in vitro susceptibility) were performed for the 2004-2011 period, after the four countries had
officially discontinued CQ and showed an accelerated decline of the resistant isolates for the four countries.
Meanwhile, CQ use among children significantly deceased in this region (fixed effects slope =-0.3, p < 107).

Conclusions: An increase in CQ susceptibility following official withdrawal of the drug was observed in travellers
returning from West and Central African countries. The same trends were observed for molecular and in vitro
analysis between 2004-2011and they correlated to the decrease of the drug pressure.
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Background

Chloroquine (CQ) was the main malaria therapy world-
wide between the 1940s and the 1990s, due to its effect-
iveness, safety, low cost and antipyretic properties.
Resistance to CQ emerged in different locations in the late
1950s, first in Southeast Asia (Thai-Cambodian border)
and in South America (Colombia and Venezuela) [1-3].
Resistance spread relatively rapidly and was detected in
East Africa (Kenya and Tanzania) in the late 1970s, prob-
ably as a consequence of an importation of resistant
strains from Asia [4,5]. It was first reported in West Africa
in the early 1980s [6-8]. Despite evidence of a relatively
high prevalence of CQ resistance in Africa for more than
two decades, this single drug remained the first-line treat-
ment of uncomplicated Plasmodium falciparum malaria
recommended in most sub-Saharan African countries
until the early 2000s. Consequently, a significant increase
of clinical malaria morbidity and mortality in children
under five years was attributable to CQ resistance from
the 1980s to the 1990s [9-11]. Malawi was the first African
country to change its national drug policies from CQ to
sulphadoxine-pyrimethamine (SP) in 1993. In time, all
malaria-endemic countries on the African continent
discontinued the routine use of CQ against P. falciparum.
The change of policy to artemisinin-based combination
therapy (ACT) as first-line treatment for uncomplicated
P. falciparum malaria occurred in all endemic countries
between 2000 and 2009.

The frequency of pfcrtK76T mutation in P. falciparum
has been associated with clinical CQ resistance and
represents a good indicator of the parasite’s intrinsic re-
sistance to CQ [12,13]. Since the withdrawal of CQ, previ-
ous studies have documented a decrease in the prevalence
of CQ-resistant parasites. In East Africa, a decrease has
been well described in Malawi after the CQ ban in 1993
and in Kenya after the CQ ban in 1999 [14-16]. A clinical
trial conducted in Malawi in 2005 even confirmed the re-
turn of in vivo CQ efficacy to 99% versus less than 50% be-
fore 1993 [17]. A few studies in West Africa, particularly
in Senegal, have described the same trend for CQ suscep-
tibility after the drug was withdrawn from first-line in
2003 [18,19]. The relationship between drug pressure and
trends in CQ susceptibility has been confirmed in several
countries where information was available [20].

The assessment of parasites imported from malaria en-
demic regions is also a potential tool for monitoring malar-
ial drug resistance; that approach has been tested in this
study. It is assumed that travellers returning to non-
endemic areas with malaria are infected with a wide variety
of Plasmodium strains which partly reflect the parasite
populations in the visited regions. The fact that travellers
are likely to be non-immune with a low risk of re-infection
also facilitates the detection of truly resistant isolates. This
study describes the longitudinal changes in molecular and
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in vitro correlates of CQ resistance in parasites from
travellers to West and Central Africa, following the with-
drawal of CQ as the recommended treatment.

Methods
Data and samples collection
The study was conducted by the National Reference
Centre for Malaria (CNR), France in collaboration with the
WorldWide Antimalarial Resistance Network (WWARN).
Travellers who returned to France with symptomatic
P. falciparum infections were included in the study. Four
countries, Senegal, Mali, Ivory Coast and Cameroon, had
sufficiently large numbers of returnees for meaningful
comparison. Data sets from 2000 to 2011, for these
countries under consideration, were included in the
study. Cases originated in one of 80 hospitals participat-
ing in the French sentinel network for malaria. An
imported malaria infection was defined by two factors,
positive thin and thick blood smear and a recent travel
history to one of the four chosen countries in the
two months prior to diagnosis, without evidence of au-
tochthonous or transfusion-related transmission. Each
case was prospectively registered in the French national
database after medical records were checked. Basic
demographic and epidemiologic data, clinical and para-
sitological information, treatment, history of travel and
malaria infection were collected systematically. Blood
samples were collected from about half of the French
hospital network, which document anti-malarial drug re-
sistance, for molecular and in vitro analyses. Only
samples with parasitaemia above 0.1% were analysed
in vitro. No informed consent was required for this
study as all following procedures are part of the routine
French national surveillance system of malaria.

Molecular analysis

A total of 2,874 pre-treatment isolates were collected be-
tween 2000—2011. Before 2006, all the samples were sys-
tematically and prospectively analysed by the PCR-RFLP
method to distinguish the pfcrt76K from the pfert76T al-
lele related to CQ resistance [19,21]. After 2006, because
of financial constraints, only 30 samples per year and
per country were randomly selected for a retrospective
molecular analysis. DNA was extracted from blood
samples for molecular analysis using the QIAamp DNA
Mini Kit, Qiagen® before 2008 and the MagNA Pure LC
DNA Isolation Kit I, Roche after 2008.

In vitro assay

A total of 1,483 fresh venous blood isolates taken before
treatment were centralized and tested for in vitro suscepti-
bility between 2000-2011. Thin blood smears were
examined to determine P. falciparum density and P. fal-
ciparum mono-infection. The batches of plates were
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tested and validated on the CQ-susceptible 3D7 reference
strain (Africa) and the CQ-resistant W2 reference strain
(Indochina) using the standard 42-hour *H-hypoxanthine
uptake inhibition method in controlled atmospheric
conditions in the incubator (5% CO,, 10% O, and
85% N,) [22-24]. In vitro isotopic microtests were
performed, aliquoting 200 upl/well of the suspension of
parasitized erythrocytes into 96-well plates pre-dosed with
anti-malarial drugs. Radioactivity incorporated by the
parasites was measured using a scintillation counter. The
in vitro susceptibility was determined by measuring the
concentration of drug required to inhibit parasite growth
by 50% (50% inhibitory concentration (ICs)) for each of
the isolates [25,26]. The ICsy value was calculated using
the inhibitory sigmoid Emax model, with estimation of the
ICso through nonlinear regression [27]. Susceptibility
to CQ, desethylamodiaquine, mefloquine and lumefan-
trine were determined, and for CQ, isolates with an ICs,
value > 100 nM were defined as resistant [28].

Drug use

CQ usage within the four countries of interest in West
and Central Africa was estimated using the data avail-
able from the demographic health surveys (DHS) and
multiple indicator cluster surveys (MICS) [29,30]. DHS
and MICS are nationally representative household
surveys, which provide the data required for monitoring
and assessing health indicators. They are conducted ap-
proximately every five years, using large sample sizes
(between 5,000 and 30,000 households). Data on the
number of febrile children under five years old that
received CQ in the previous two weeks were extracted
from 88 surveys in 40 African countries, using Measure
DHS and United Nations Children’s Fund (UNICEF)
databases between 2000 and 2011.

Sample size calculation

In order to select eligible countries with enough data per
year for significant molecular analysis, a sample size cal-
culation, using a simple logistic regression model was
used. In the model,

logit(P) = B, + B, X,

where P is the prevalence of mutant isolates and X is the
time covariate, the null hypothesis HO: slope (;) = 0 was
tested for one normally distributed covariate X [31]. The
sample size formula for a two-sample t-test was used:

(@i, t21y)’
P1-P)F)

with a test significance level a = 0.05, a power 1-5 = 0.80,
Z, the upper percentile of the standard normal distribu-
tion, the event rate at the mean of X: P=0.5 and * the

)
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effect size =0.405. The total sample size required for
showing a significant increase of 10% of CQ susceptibil-
ity over time was 209 patients for each country (approxi-
mately 20 patients per year for each country).

Statistical analyses

Molecular

Isolates that carried both pfcrtK and pfcrtT alleles were
identified in many isolates, but the proportion of these
mixed isolates proportions was constant over time,
tested with a chi-square test for trend. Therefore, the
prevalence of mutations at the pfert76T allele was
calculated as the proportion of mutant isolates (pure +
mixed genotype) out of the total of all isolates (pure mu-
tant + wild-type + mixed genotype). With this approach,
the frequency of mutant alleles in the population of
isolates may be over-estimated and the frequency of
wild-type allele, potentially underestimated. To describe
trends in the prevalence of mutant isolates through time,
a logistic regression model with a logit link function was
fitted to the prevalence data with time as a linear
covariate for each country. Given the probability of mu-
tant isolates, the number of mutant isolates per year was
assumed to be binomially distributed.

The estimated slopes of the logistic regression curve
fitted to the observed mutant allele prevalence and the
95% confidence intervals were presented in logit scale.
The slopes of the changes in prevalence among the
countries were extracted from the model and compared
to assess whether the slopes differed significantly from
null (0) and differed significantly from each other [32].

In vitro

In order to describe the temporal trends of in vitro data,
a generalized linear model (GLM) was fitted with a log
link function to ICsy data throughout the period 2000—
2011 and after 2004:

log(IC5o) = ap + a1t

where ¢ is the time covariate. It was tested whether the
slope a; was significantly different from zero. The geo-
metric means of the ICso values per year were used to
minimise the effects of outlier values. The threshold
value of IC50 value >100 nM was used as a definition
of in vitro resistance to CQ [28].

Drug use

The individual patient responses from each DHS or
MICS survey were aggregated to give the weighted num-
ber of positive responses to CQ use. The model was fit-
ted using a mixed effects model for 40 different African
countries to account for heterogeneity across countries.
The probability P;; of CQ use in country i and survey j
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were given, as:
logit(py) = a + Bt +y, + Mit;,

where a is the fixed effects common intercept, /3 the fixed
effects common slope for the time variable #; (the year of
the jth survey), y; the intercept random effect at the coun-
try level and )\; the slope random effect at the country
level. a + y; represents the country specific log-odds inter-
cept for the ™™ country and S+, the country specific
log-odds slope of CQ use against time. By including the
random effects components, the intercept and slope may
differ from country to country. After fitting a model for
CQ use across 40 African countries, results were extracted
to estimate drug usage in Senegal, Mali, Ivory Coast and
Cameroon between 2000 and 2011.

Software

All statistical analyses were performed using Stata ver-
sion 11 for Windows (Stata Corp, College Station, TX,
USA) and R version 2.10.

Results

Travellers’ characteristics

A total of 12,331 travellers infected with P. falciparum
returned to France between 2000 to 2011 from Senegal
(n=1,970), Mali (n =2,338), Ivory Coast (n =4,765), and
Cameroon (n =3,258), were reported to the National
Malaria Reference Centre, Paris, France (Figure 1). Of
the total cases, the median age of the studied population
was 31 years old, with 79% (n=8,187) of the travellers
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older than 15 years old. Mainly men were infected (61%,
n="7,546). The duration of stay was more than one
month for 61% (n =6,162) of the travellers. The purpose
of travel was to visit friends and relatives (VER) for 61%
(n =6,848), living as expatriates/residents for more than
six months for 14% (n=1,572), tourism for 13% (n=
1,484), business for 5% (n=>543); and, military posting
for 4% (n=435). Only 38% (n=4,708) reported taking
prophylaxis during their travel in the endemic country.
Most cases were uncomplicated malaria (95%, n=
11,146) (Table 1). The travellers returning from the four
countries presented similar characteristics.

Molecular results

The overall goal was to compare the trends in resistance,
parasite susceptibility to CQ and the relationship of these
values to an estimate of actual drug use in each country.
From 2000 to 2011, the prevalence of the pfcrt76T allele in
parasites from patients returning from Senegal significantly
decreased from 78% to 47% (slope = —0.17, p < 107); from
63% to 37% for Ivory Coast (slope = -0.15, p < 107%); and,
from 90% to 59% for Cameroon (slope = -0.09, p < 10°®)
but no significant decrease of CQ-resistant isolates was
observed for Mali (slope = -0.01, p = 0.72) (Table 2).

By 2004, CQ use had been discontinued in all of these
countries. The same analyses were repeated over the period
2004-2011. The decrease in the prevalence of the pfcrt76T
genotype was significant and faster in all cases than during
the period 2000-2011. In Senegal (slope = -0.18, p < 107),
Mali (slope =-0.10, p=0.03), Ivory Coast (slope =-0.27,
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Figure 1 Imported malaria infection from West and Central Africa reported in the French Malaria Surveillance system. Number of
Plasmodium falciparum infections diagnosed in travellers returning to France from Senegal, Mali, Ivory Coast and Cameroon notified to the
National Reference Centre for Malaria (CNRpalu), Paris, France, from 2000 to 2011.
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Table 1 Characteristics of travellers returning from Senegal, Mali, Ivory Coast, Cameroon to France, 2000-2011

Travellers Senegal Mali Ivory Coast Cameroon Total
(n=1,993)* (n=2,372)* (n=4,778 )* (n =3,272) * (n=12,415)
Age (year) (Median [Min-Max]) 30 [0-94] 31 [0-76] 30 [0-83] 33 [0-87] 31 [0-94]
Age class, years n (%)
<5 78 (4) 118 (6) 349 (9) 185 (7) 730 (7)
5-15 247 (14) 339 (17) 585 (15) 307 (11) 1,478 (14)
>15 1,447 (82) 1,546 (77) 2,995 (76) 2,199 (82) 8,187 (79)
Sex
Male n (%) 1414 (71) 1,622 (69) 2,764 (58) 1,746 (54) 7,546 (61)
Female n (%) 572 (29) 736 (31) 1,990 (42) 1,512 (46) 4,810 (39)
Chemoprophylaxis
No n (%) 1,113 (56) 1,182 (50) 2485 (52) 1,993 (61) 6,773 (55)
Yes n (%) 746 (38) 959 (41) 1,955 (41) 1,048 (32) 4,708 (38)
Don't know n (%) 124 (6) 216 (9) 322(7) 218 (7) 880 (7)
Duration of stay
<2 weeks n (%) 218 (13) 152 (8) 457 (12) 439 (16) 1,266 (12)
2-4 weeks n (%) 356 (21) 361 (18) 1,150 (30) 868 (33) 2,735 (27)
1-3 months n (%) 699 (41) 928 (48) 1,221 (32) 679 (25) 3,527 (35)
>3 months n (%) 428 (25) 498 (26) 1,021 (26) 688 (26) 2,635 (26)
Purpose of travel
VFRs n (%) 1,108 (61) 1,520 (71) 2482 (58) 1,738 (59) 6,848 (61)
Residents or expatriates 26 months n (%) 237 (13) 207 (9) 568 (13) 560 (19) 1,572 (14)
Tourism n (%) 322 (18) 251 (12) 514 (12) 397 (13) 1484 (13)
Business n (%) 71 (4) 90 (4) 212 (5) 170 (6) 543 (5)
Military n (%) 24(1) 15 (1) 368 (9) 28 (1) 435 (4)
Other n (%) 48 (3) 67 (3) 142 (3) 68 (2) 325(3)
Severe malaria
No n (%) 1,834 (93) 2,235 (95) 4,513 (95) 3,064 (95) 11,146 (95)
Yes n (%) 136 (7) 123 (5) 225 (5) 177 (5) 661 (5)
No pfcrt76 analyses 594 701 860 719 2874
No In vitro analyses for CQ 305 396 729 513 1483

*Numbers may not add to totals because of missing values.

p <10) and Cameroon (slope = -0.11, p < 10) the preva-
lence decreased (Figure 2). When the mixed genotype
isolates were removed from the analyses, the same trends
were observed. To compare these trends with those from
other regions, published data sets of similar molecular data
from Kenya and Malawi, after CQ withdrawal, were
accessed and the logistic regression model fitted to these
data [14,16]. The slopes of the prevalence of pfcrt76T were
strongly negative: Malawi, 1993-2000 (slope = -0.25, p <
10®) and Kenya, 1999-2006 (slope=-0.20, p =0.003)
(Figure 2). However, comparison of the slopes showed no
significant differences among the six countries (p = 0.22).

In vitro results

A second way of assessing changes in CQ susceptibility
was to measure the response of isolates in vitro. From
2000 to 2011, the geometric mean of the IC5o of CQ of

the isolates tested in vitro by the *H-hypoxanthine up-
take inhibition method decreased significantly in each
country. In Senegal, the value decreased from 86 nM
(95% confidence interval [95% CI], 51-145, 59% resist-
ant) to 38 nM (95% CI, 25-59, 25% resistant); from 84
nM (95% CI, 35-198, 50% resistant) to 51 nM (95% CI,
36-73, 31% CQ resistant) in Mali; from 75 nM (95% CI,
43-130, 59% resistant) to 30 nM (95% CI, 22-40, 16%
resistant) in Ivory Coast and from 181 nM (95% CI, 87—
374, 75% resistant) to 50 nM (95% CI, 36—-69, 37% re-
sistant) in Cameroon (Table 2).

Constraining the analyses over the period 2004-2011
resulted in an even faster decrease of in vitro susceptibility
for CQ for the four African countries: Cameroon (slope =
-0.10, p<10?), Ivory Coast (slope =-0.12, p <107?), Mali
(slope = —0.10, p < 10”®) and Senegal (slope = —0.12, p <10
(Figure 3A, Table 2).
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Table 2 Trends in molecular genotypes and in vitro susceptibility for P. falciparum isolates

Slopes of prevalence in Pfcrt76T

2000-2011 2004-2011

Slope (95% CI) P value Slope (95% Cl) P value
Senegal —0.167 [-0.209; -0.125] <10° —0.182 [<0.264; -0.102] <10°
Mali —0.009 [-0.052; 0.034] 0.72 —0.102 [-0.178; -0.027] 003
Ivory Coast ~0.146 [-0.183; -0.111] <10° —0.265 [-0.325; -0.207] <107
Cameroon —0.090 [~0.130; -0.050] <10° —0.106 [<0.172; -0.041] <10°

Slopes of ICs, values for CQ

Senegal ~0.081 [-0.130; -0.032] <10° —0.123 [-0.220; -0.026] <10°
Mali —0.042 [-0.090; 0.007] 0.02 —0.098 [0.167; -0.030] <10°
Ivory Coast —0.057 [-0.093; -0.021] <107 —0.120 [<0.177; -0.063] <107
Cameroon —0.055 [-0.089; -0.020] <10° —0.100 [-0.154; -0.046] <10°

Slopes of prevalence in Pfcrt76T and slopes of IC50 values from patients returning to France from Senegal, Mali, Ivory Coast, and Cameroon, between 2000-2011
and 2004-2011 (after CQ withdrawal).
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Figure 2 Evolution of the prevalence of pfcrt76T isolates after the CQ ban in different African regions. Observed and fitted (by logistic
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Figure 3 Evolution of in vitro anti-malarial drug response in imported malaria. A generalized linear model is fitted to the in vitro data

A: chloroquine response (ICsq), B: desethylamodiaquine response, C: mefloquine response, D: lumefantrine response, for clinical isolates collected
from travellers returning to France from Senegal, Mali, lvory Coast, and Cameroon, from 2004 to 2011. Slopes, standard errors and the p-value
indicating whether the slope of the predicted line is significantly different from zero are displayed (data from CNRpalu, France). Each spot
represents the geometric mean ICsq per year and the size of the spot is proportional to the number of isolates.
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Susceptibility to other anti-malarial drugs, i.e., amo-
diaquine, mefloquine and lumefantrine was also examined
as they are components of artemisinin combination ther-
apy currently in use. Moreover, some in vitro studies have
suggested that there is cross-resistance between amo-
diaquine and CQ because of their similar chemical struc-
ture [33]. Mefloquine and lumefantrine belong to the
amino-alcohol class and some in vitro studies have also
suggested an inverse relationship between the responses of
CQ and amino-alcohols [34,35]. The in vitro responses of
isolates for these other drugs were also determined for the
period 2004—2011. The geometric mean of the ICs, values
for desethylamodiaquine (active metabolite of amodia-
quine) showed a significant decline in each of the four
countries (Figure 3B). Susceptibility to mefloquine showed
an increasing trend in Ivory Coast and Cameroon, but the
values were stable in Senegal and Mali (Figure 3C). In con-
trast, the susceptibility in vitro to lumefantrine was stable
in all four countries (Figure 3D).

The in vitro and molecular methods are indirect
indicators of parasite resistance to anti-malarial drugs,
but allow efficient longitudinal and temporal surveillance
of any changes. In particular, these approaches have been
used to track the trends in resistance following the
change from CQ to other drugs as recommended first
line therapies [14,16,36]. The actual drug use in a coun-
try is, of course, a key parameter in such changes. To
examine these trends, the drug use data were extracted
from DHS and MICS surveys in the four target coun-
tries, applying a mixed effects model. The percentage
usage of CQ in children with fever in 88 surveys from
40 African countries showed the general decrease in use
from 2000 to 2011 (fixed effects slope=-0.3, p <107
random effects slope =0.076, p <10). The significant
decrease during this period was more specifically
observed in Senegal, from 38% to 2% (slope = -0.33, p <
0.01); from 42% to 13% in Mali (slope = -0.16, p < 0.01);
from 56% to 18% in Ivory Coast (slope = —0.18, p < 0.01);
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and from 49% to 2% in Cameroon (slope =-0.37, p<
0.01), after extracting results from the mixed effects
model.

Using these estimates of trends in CQ use, there was a
positive correlation between CQ use and prevalence of the
pfert76T allele in Senegal (r*=0.79, p<0.01) and Ivory
Coast (r*=0.74, p <0.01) but not in Mali (r*=0.18, p =
0.57) or Cameroon (r* = 0.45, p = 0.14) (Figure 4).

Discussion

The present study suggested a progressive return of CQ
susceptibility in four countries of West and Central Africa,
i.e, Senegal, Mali, Ivory Coast and Cameroon, based on
the surveillance of patients returning to non-endemic
areas with P. falciparum infection from 2000-2011. These
results, from both molecular and in vitro analyses, show
that CQ resistance was in decline during this period, ex-
cept in Mali. The same analyses performed for the period
2004—2011, after these countries had changed their na-
tional recommendations from CQ to alternative anti-
malarial drugs, confirm the increase of CQ susceptibility
and show an accentuated trend compared to the period
2000-2011, in Senegal, Ivory Coast and Cameroon. A sig-
nificant decrease of CQ resistance was observed in Mali
only after 2004.

The conclusions from these indirect measures of CQ
efficacy in travellers are consistent with similar measures
assessed in the field. For Senegal, the prevalence of
pfert76T isolates in travellers showed a similar trend as
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observed in two studies conducted in Dakar, but a differ-
ent trend from a study conducted in the city of Pikine,
located 15 km from Dakar [18,19,37]. These results are
also consistent with the East African countries, Malawi
and Kenya, where the return of CQ susceptibility was
observed following the official withdrawal of this drug.
Indeed, the prevalence of pfcrt76T mutant isolates in
travellers is comparable with previously published data
from the field in East Africa after the CQ ban and simi-
lar trends are described (Figure 2).

Although the trends are similar, there are variations
among the countries in the trends and many factors are
likely to explain these. Overall, the main factor is the ef-
ficiency with which new drug policies are implemented.
This is, in turn, strongly influenced by the political, eco-
nomic, geographic, social and cultural contexts within
each country and region. The pharmaceutical distribu-
tion modes and drug supply chains impact the use of
drugs, depending on the level of control that the gover
nMent exercises over the pharmaceutical distribution
system in the public and private sectors [38,39]. For ex-
ample, Malawi, which implemented successful national
information campaigns and efficient control of its dis-
tribution, was able to almost completely ban CQ use
and show, after 10 years, a complete recovery of the CQ
susceptibility [40]. In addition, overall malaria preva-
lence the distance between patients and public health
facilities, and socio-economic level, age of patients and
have also been identified as key factors for CQ use
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Figure 4 Evolution of the prevalence of pfcrt76 mutant isolates regarding the change in drug use, 2000-2011. The Y-axis represents the
observed (red crosses) and fitted (by logistic regression, red line) prevalence of pfcrt76 mutant isolates from travellers returning to France from
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[41,42]. In the West African region, migration of people
carrying parasites displaced from other regions is also a
potentially important factor. Deeper analysis in countries
that differ greatly in the response to withdrawal of a drug
will help to quantify the influence of these factors.

Despite the disparate influences, the overall effective-
ness of drug policy implementation has important and
far-reaching effects on the useful therapeutic life of anti-
malarial drugs by delaying the emergence of resistance.

Most important, following the emergence of resist-
ance, the time between official policy changes and their
subsequent implementation, directly impacts public
health; use of poorly effective drugs increases malaria
mortality and morbidity [10,11]. This consequence has
been confirmed in some studies which reported the de-
crease in the proportion of severe malaria cases and in
malaria-specific mortality after the introduction or dis-
tribution of free ACT [43-45].

The trends of CQ use, which were estimated using
DHS and MICS data, show a steady decrease for the
four countries of interest without major differences
among them. However, the slow decrease in the preva-
lence of the pfcrt76T allele observed in Mali might be
partly explained by the relatively slow decrease of CQ
consumption illustrated in Figure 4. The reversal from
high prevalence of the resistant mutant genotype
pfert76T within the parasite population to the wild type
genotype pfcrtK76 might be explained by the fitness cost
of the resistant mutant: there is evidence that the
parasites that carry the wild type pfcrt76K allele have a
survival advantage in the absence of drug pressure [40].
However, the positive correlation between CQ use and
prevalence of CQ resistance was only shown for Senegal
and Ivory Coast. Beyond country-specific drug policies
and efficacies in implementing them, other factors may
also play a role in differences between countries. For ex-
ample, transmission intensity, which differs between
sites, might impact the CQ use and therefore, the preva-
lence of mutant isolates. This is observed with reversion
back to the 76 K haplotype occurring during low trans-
mission seasons [46,47]. Multiple first-line therapies or
cycling strategies, where anti-malarial therapies are
rotated, might be one of the tools to decrease drug pres-
sure and help prevent the spread of resistance [48].

The four West and Central African countries currently
recommend the combination of artesunate-amodiaquine
as first-line treatment [49]. In addition to the recom-
mended first-line drugs, many other anti-malarials are
commonly used in these countries and selection
pressures on the pfcrt locus are complex. In Southeast
Asia, addition of artesunate to mefloquine was followed
by a partial reversal of mefloquine resistance [50,51].

Amodiaquine is closely related to CQ, and was also
used considerably in these four countries. The change
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from monotherapy with amodiaquine in combination
with artesunate may have provided reciprocal protection
to the artemisinin derivative and to the partner drug
influenced the return of amodiaquine and CQ suscep-
tibility. It is, therefore, possible that the significant de-
crease of ICsy for desethylamodiaquine might be
explained both by the decrease of CQ-resistant isolates
and the switch from amodiaquine monotherapy to
artesunate-amodiaquine combination therapy in West
and East African region after 2006. The decrease of
in vitro mefloquine susceptibility in Cameroon and Ivory
Coast may have selected CQ-susceptible isolates. Indeed,
the inverse correlation between CQ and mefloquine,
which was described in previous studies, could explain
the opposite trend [35,52].

The present study has several limitations worth noting.
Returning travellers are not a representative sample of
the native population and the precise location within the
country where infection occurred is not reported. How-
ever, trends for in vitro and molecular results for
imported malaria are similar to those observed in previ-
ous publications from Senegal [18,19]. For validation of
this approach, these results should be compared to
country-level in vitro and molecular data analysed in the
same conditions for the four countries. There are also
some limitations and bias regarding the consumption
data. The CQ use in children under five years old with
fever is used as a proxy of the CQ consumption in the
country. The data are only based on the mother’s declar-
ation and do not assess directly the blood drug concen-
tration. This approach is less reliable than biological
methods because of misunderstanding of questions,
failed memory or deliberate attempts to provide false in-
formation [53].

Emergence of resistance to artemisinin has also been
confirmed recently in different loci in Southeast Asia
[54,55]. This raises concerns about the potential spread
of this resistance in sub-Saharan Africa, as has been pre-
viously described for other anti-malarial drugs. Effective
surveillance systems to monitor anti-malarial drug resist-
ance in Africa are essential to protect the efficacy of
ACT. So, despite the limitations, surveillance of parasites
from travellers can be used to monitor the evolution of
resistance over time, and can provide useful information,
especially from areas where little information is avail-
able. Those data can be realised rapidly and methods
can be more easily standardized. This non-immune
population, unlikely to be re-infected, also facilitates de-
tection of resistant isolates and true clinical failure.

Conclusions

The longitudinal pattern of CQ resistance in four West
and Central African countries using travellers’ data was
described and the CQ withdrawal after policy change
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may have accelerated the return of CQ susceptibility.
The length of time between policy changes and their
subsequent implementation, as well as the use of
analogue anti-malarial drugs, may affect the time for a
significant recovery of CQ sensitivity. Despite the regain
of CQ susceptibility, any reintroduction would likely to
result in a rapid re-emergence of resistance strains [56].
This study highlights the correlation between drug pres-
sure and resistance prevalence [57]. The rapidly evolving
pattern of anti-malarial drug resistance in endemic
countries emphasises the need for a sustainable surveil-
lance system, which would enable the implementation of
more longitudinal studies.
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DISCUSSION

L’émergence de la résistance aux traitements fatigode la dynamique de la majorité des
pathologies infectieuses. Plus particulierementélistance aux antipaludiques souleve de
nombreuses craintes du fait que nous soyons, aréhactuelle, en présence des dernieres
molécules efficaces disponibles. Alors que la notieradication du paludisme apparaissait
lors de la 8™ Assemblée Mondiale de la Santé & Mexico en 19&fdrgence de résistance
aux traitements efficaces (chloroquine, SP, eda)putant aux codts élevés et aux contraintes
logistiques de la lutte anti-vectorielle, du dépis des cas, des traitements et des campagnes
de prévention, ont réduit ces prétentions au pdiiibe stratégie de contréle, adoptée fin des
années 1970s [214,215,216].

Cette notion de contrble fait appel a une surveiédaplus importante et plus efficace de
I'’émergence ou du suivi des résistances [169]. agee information insuffisante et parfois
peu standardisée provenant des études de terr@mgpproche innovante et complémentaire
s'est avérée nécessaire. Or, jusqu’ici, les donrelatives aux voyages ont été peu, voire non
exploitées par les systémes de veille sanitaire 'dmergence de résistance aux

antipaludiques.

Le travail que nous présentons ici, évalue cetteraghe innovante de I'utilisation des

données de surveillance des cas importés commensyssentinelle de I'émergence et de
I'évolution des résistances. Cette démonstratiogtéapubliée pour de nombreuses autres
pathologies infectieuses telles que les maladi¢srignes dont la période d’incubation est
relativement courte [217,218,219,220]. La relatemire le voyage et la déclaration d’'une
pathologie est plus incertaine dans le cas des dmealaa longue durée d’incubation

(supérieure a un mois). En dépit du fait que legageurs ont permis dans le passeé la
détection de I'émergence de la résistance a laaipine dans de nombreux pays africains,

cette source d’informations riches et pertinengtseus-exploitée en pratiqueapleau 9.
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Date du cas Date de Pays de détection Référence
publication

Kenya 1978 1979 Danemark [121]
Afrique de [I'Est (Kenya- 1975 1979 Etats-Unis [221]
Tanzanie)
République Démocratique 1982 1983 Etats-Unis [222]
du Congo (Ex-Zaire)
Burundi 1983 1984 France [223]
République of the Congo 1984 1985 France [224]
Cameroun 1984 1985 France [124]
Angola 1984 1984 Danemark [225]
Gabon 1985 1986 Etats-Unis [226]
Bénin 1986 1986 France [227]
Sénégal 1986 1987 Suéde [125]
Cote d'lvoire 1987 1988 France [228]
Mali 1987 1988 France [229]

Tableau 9: Premiers cas publiés de résistance a thloroquine en Afrique détectés a

travers la surveillance des voyageurs

L'utilisation de la surveillance des voyageurs atés parP. falciparumaprés un séjour en
zone endémique dans le suivi des résistances atpaladiques, présente de nombreux
avantages qu’il faut souligner. L’absence ou labl&iimmunité acquise vis-a-vis du
paludisme, ainsi que le faible risque de réinfecfi@rmettent de mieux identifier un échec
thérapeutique lié a une résistance. Les méthoddsstandardisées, facilitant I'homogénéité
et la comparabilité des données. La collecte des@ss en continu permet la mise en place
d’études longitudinales pour le suivi des tendanieeka résistance. Le large spectre des zones
visitées par les voyageurs permet de collectetinferimation dans des zones impaludées et
pour des périodes de temps, ou linformation njga$ autrement disponible. Des outils
biologiques performants, sophistiqués et standasdisnt disponibles au sein des systemes de
surveillance des voyageurs. Enfin, la présenceodeé&ks transversales, telles que les données
épidémiologiques, cliniques, pharmacologiques, md#&res et de sensibiliié vitro, permet

une évaluation compléte de I'efficacité thérapeudiq

Dans ce travail, nous avons pu mettre en évidentkté de la surveillance des voyageurs a

partir de données nationales du CNR Palu FrancanmMeéins, en raison de certaines limites
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qui persistent dans la méthodologie, ce systemesuweillance ne peut étre que
complémentaire des études de terrain, sans vocatEsmremplacer.

En effet, la population sentinelle utilisée, leyageurs, est peu représentative des populations
autochtones sur le terrain. Elle differe par de bi@ux facteurs tels que le statut immunitaire
vis-a-vis deP. falciparum I'age, la parasitémie initiale, le risque de féation, la présence

de concentrations sub-thérapeutiques par I'autoraédn ou les contrefagons, plus fréquente
en zone endémique, etc. La surveillance des voyageupermet pas I'obtention de données
de prévalence en raison de l'impossibilité de c@nmda population cible (dénominateur)
mais reste un bon indicateur de I'émergence outeedances de la résistance en zone

impaludée.

Certaines limitations ont également été identifiéescernant l'information collectée par le
CNR Palu France. Les données renseignées sonintmtdiées aux zones visitées par les
voyageurs et dépendent en partie de facteurs quaii, économiques ou environnementaux.
L’identification du lieu probable de la contamiratiest difficile a établir. Les données de
voyage a I'échelle plus fine que le pays ne sorst gportées et seraient difficilement
exploitables. Un systéme de surveillance, s'il sat\pérenne et informatif, ne peut pas étre
totalement exhaustif et un choix des variablesnaeigner doit s’'opérer. L’histoire du patient
ne s’'appuie que sur son interrogatoire ou sur adul’accompagnant pour un enfant. Les
données recueillies sont donc tributaires desaiins et des biologistes, dont la motivation

peut étre diminuée par rapport a une étude d'efiedhérapeutique.

Le délai de transport des échantillons ainsi querésence de parasitémies faibles retrouvées
chez les cas importés font qu’'un grand nombre ldisone se cultivent pas. Un biais de
sélection est a craindre car les souches résistaateleur faible potentiel reproducteur ou

« fitness », ont un plus grand risque de ne pasgawdors de la mise en culture.

Malgré les limites identifiées, nous avons pu memgrace a notre article 1 que les tendances
de la résistance observées chez les cas importé&diffieeent pas significativement des
tendances observées sur le terrain. Les donnéasyageurs sont un bon reflet des données

de terrain.

Le partage de données standardisées entre plugiayssnon endémiques peut néanmoins
s’avérer nécessaire pour augmenter la masse eritioformations et la pertinence d’un

systeme de surveillance de la résistance utiliesntoyageurs comme population sentinelle.
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La mise en place d’'un réseau international desirogertés de paludisme permettrait de
mieux couvrir au niveau spatial et temporel lagtsice aux antipaludiques. Les données
recueillies et analysées participeraient a la cordiion de I'émergence de la résistance aux
nouveaux traitements et ainsi contenir leur diffusien guidant les politiques de santé.
L’article 2 nous a confirmé I'utilité du partage dennées des voyageurs diagnostiqués en
France et au Canada, en favorisant la détection’émeergence de la résistance a la

chloroquine en Haiti.

7.1 Réflexions pour I'amélioration de la surveillance @ la
résistance a I'échelle internationale

Nous avons vu que la détection et le suivi desta@stes aux antipaludiques nécessitent un
systeme de surveillance incluant des mécanismesliatdises, interactifs, réactifs a large
échelle et s’appuyant sur des outils de laboragtidinvestigation sophistiqués. Or, la prise
en charge des voyageurs présentant un acces padultur retour de zones impaludées est

souvent compléte, quasi systématique et utiliserdBgens élaborés.

Dans ce contexte, un réseau international de diamveg de la résistance aux antipaludiques
des cas importés pourrait étre développé en congutdu réseau WWARN, dont I'action se
limite principalement aux zones endémiques. Lessgile collecte de données associeraient
une surveillance clinique a travers les unités dmss hospitaliers, et une surveillance

biologique par I'intermédiaire des laboratoiresoraux de référence du paludisme.

Au cours de ce travail, de nombreuses collaboratmn déja pu étre établies, dont certaines
sont en cours de formalisation pour la mise en comihes données de résistance des cas

importés. Une réflexion commune pour I'optimisatdinpartage des données a été initiée.

Dans le but d’obtenir des données standardiséetgnaps réel et de qualité, deux methodes
de collecte seraient envisageables, en concertati@t les partenaires des pays non

endémiques :

- La premiere possibilité consisterait en une cafleptospective des données, en
passant par une plateforme centralisée de recudibmnations, commune a tous les
partenaires. Un dictionnaire commun de variablebect@es serait mis en place
(Annexe 1. Elle utiliserait un générateur de questionnaiess ligne permettant

d’'intégrer plusieurs volets selon le type de dosnéellectées. Cette plateforme
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commune faciliterait la saisie et le partage orggies données, qui seraient stockées
et sécurisées dans un serveur spécifiquement dddigurveillance des résistances des
cas importés. Des droits différents seraient atésbpar un comité de pilotage a
chaque partenaire en fonction du réle de chacuseaudu systeme de surveillance
(consultation simple, saisie et modification deardges, extraction, analyse, etc.). Les
cliniciens et les biologistes auraient bien entenduacces complet aux données de
leurs patients. L’anonymat des données serait céspa l'aide d'un numéro
d’identifiant attribué au patient.

- La deuxieme possibilité, plus simple a élaborenstierait & conserver les systemes
de recueil de l'information, déja en place danscahades centres partenaires. On peut
parler d’un systéme distribué. Les données seramhdctées a I'aide des feuilles de
déclaration des cas de paludisme, différentes detopays collaborateurérinexe 2:
France Annexe 3: Royaume-Uni Annexe 4: Canada). Les jeux de données seraient
reformatés et standardisés selon des procéduranwoes. Des outils déja développés
au sein du reseau WWARN pourraient étre utilisag poitomatiser les procédures de

nettoyage et d’analyse de données.

Des méta-analyses, des analyses de données agréigéesjue des analyses longitudinales
pour le suivi des tendances pourront étre réalis@esondition que les définitions des

variables collectées soient identiques entre éérdnts centres.

Pour répondre a I'objectif de la mise en place dysteme sentinelle de I'émergence de la
résistance, le premier aspect serait plus adadpé@itérait tout délai pouvant exister entre le

recueil de I'information au sein de chaque centectraitement et 'analyse des données ; et la
diffusion des résultats. Ainsi, une réponse adaptédficace des décideurs de santé publique

serait possible.

Il existe néanmoins de nombreuses limites a la srigglace d’un tel systéme de surveillance,
en particulier dans la standardisation des métholzesnutualisation des données, des
compétences, des outils et des systémes existardarns la recherche de fonds. A I'échelle
nationale, les systémes de surveillance ne sonttqagsurs homogénes entre eux et les
définitions de cas peuvent différer d’un pays atfa. Malgré les efforts de standardisation au

niveau européen, la qualité et la quantité des éesrcollectées sont souvent hétérogenes
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avec une sous-déclaration des cas dans la majast@ays [230]. L'ensemble de ces limites

constituent des défis auxquels les différents paysendémiques seraient confrontés.

Ce projet répond a une demande des décideurs aitddes qui proposent et conseillent des
stratégies thérapeutiques au niveau national del’de données mondiales et actualisées en
temps réel. Le besoin d’échange d’informationsirdasparence et de communication s’est
accentué ces derniéres années, particulieremédtteelle européenne, avec la mise en place
de 'ECDC.

Les codts que représenteraient la mise en plage systeme de surveillance du paludisme
d'importation a I'échelle internationale sont élsvéourtant, l'investissement des pays
industrialisés dans un échange complexe d’'infolmnats’avere indispensable dans un monde

en mouvement, ou les risques de transmission @iffdeion de la résistance sont augmentés.

Des efforts supplémentaires ont besoin d’étre nedsl pour prédire sur du long-terme et
détecter précocement, voire en temps réel, 'émmemet la diffusion des résistances. Ce
modele de surveillance reposerait sur cinq comgesanterconnectées : la prédiction ; les
systemes d’alerte précoce et de détection simpldtéde couverture large ; les investigations
cliniques ciblées et intensive dans les zones quéigrement sensibles ; la surveillance de
routine sur des sites représentatifs et enfin,appgoche rigoureuse et continue pour contenir
la résistance. La détection de la résistance deéitasinine va nécessiter de nouvelles
approches, de nouvelles techniques, de l'innovatame meilleure collaboration a I'échelle

globale, régionale et nationale entre plusieursepaires, académiques, industriels, instituts

de recherche, ou ministeres de la santé [179].

La mise en place d’'une surveillance adaptée désiatance aux antipaludiques est le premier
niveau pour un contréle efficace de la diffusiors désistances. Il permettra aux pays non
endémiques de mieux traiter leurs patients avedhdgapeutiques efficaces et appropriées et
facilitera les pays endémiques a détecter des gwEms rares qu’ils ne pourraient voir

autrement. Les autorités sanitaires, grace a @mtegrécoce, pourront rapidement élaborer et

adopter des mesures de santé publique pour urenreilbntrole du paludisme dans le monde.
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7.2 Quelles stratégies globales de prévention pour
controler la diffusion et I'émergence de la résistace en
zone endémique ?

7.2.1Plan mondial de confinement de la résistance aux déés de
I'artémisinine (GPARC)

Nous avons vu que la résistance aux deérivés deésinine a émergé dans la région de
Pailin, a 'Ouest du Cambodge, et jusqu’ici, estée contenue dans la sous-région du Grand
Mékong, comprenant le Cambodge, la Thailande, len#n (province chinoise), le Laos, le
Myanmar et le Vietnam [30]. Or, il y a plus de dilagte ans, les résistances a la chloroquine,
puis a la SP, sont apparues dans cette méme zanedevdiffuser vers I'Afrique [66,231]. La
Thailande-Cambodge, causerait I'échec de la plupks stratégies de contréle et

d’éradication du paludisme.

Dans le but de prévenir la diffusion des résistanael’artémisinine, le GPARC a été
développé par le Programme Mondial du Paludismi&addS aprés une consultation de plus
de 100 experts. L’'OMS fait part dans un rapportaldivités essentielles pour le bon contrdle
de la diffusion des résistances aux dérivés deehasinine [169]. Dans les zones ou il existe
des preuves tangibles de résistance, I'applicagsnrecommandations suivantes est apparue

une priorité:

- Arréter la transmission des parasites résistantsa@gmentant les mesures de
prévention, la détection et le traitement des cas.

- Augmenter la surveillance de la résistance auxvédgrde l'artémisinine. Les sites
doivent étre évalués au moins tous les deux ans @ve priorité a I'acquisition de
données de qualité.

- Améliorer I'accés au diagnostic et I'utilisationticmnelle des CTAs en assurant leur
accessibilité et leur qualité. Les campagnes denuamcation, de promotion et
d’éducation a la santé qui ciblent le diagnostiegtraitements sont essentiels.

- Investir dans la recherche liée aux dérivés dédfaisinine, en particulier la recherche
biologique (comme [lidentification de nouveaux maggrs moléculaires), la

recherche et le développement (comme le dévelopmeteenouvelles combinaisons),
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la recherche appliquée et de terrain (comme ledeétpilotes pour réduire la
transmission avec un diagnostic et un traitememhasse), la recherche opérationnelle
(comme les programmes pour les populations migsantda modélisation
mathématique (comme I'impact des résistances dwairi@mission du paludisme).

- Motiver les actions et mobiliser les ressourcessuieces de la mise en place de ces
actions nécessite des fonds additionnels et un@écation entre tous les acteurs

impliqués dans la lutte contre le paludisme.

L’ensemble de ces actions sont des piliers indisgiaies au bon contrdle de la diffusion de la
résistance a I'échelle internationale. Dans le eatlr GPARC, le contrdle et la surveillance
active ont été renforcées des deux cbtés de laidrenThailande-Cambodge [23Fidure
22).
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Figure 22: Plan de confinement de la résistance aniveau de la frontiere Thailande —
Cambodge (Source: FAO GAUL — Release January 200Department of Geography;
Royal Government of Cambodia; Global Containment Poject, WHO)
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Une des propositions pour endiguer I'expansionrdeistances au reste de la zone tropicale
serait d’éliminer, au moins transitoirement, leygigme aP. falciparumau niveau de ce
foyer [233,234].

Pourtant, de nombreux facteurs spécifiques a la-s&gion du Grand Mékong entravent les
missions d’endiguement de la résistance par lean@sgtions nationales ou internationales
[235].

Dans un premier temps, la pression médicamentenspial et massive persiste dans la
région. L'artésunate et les dérivés d’artémisiniman réglementés étaient disponibles en
monothérapie depuis le milieu des années 70s. BWldigrpromotion des CTAs comme
premiere ligne de traitement depuis 2001, de nombpatients continuent a se procurer ces
molécules via le secteur privé (78% des patients 2608) [236]. L'absence d'une
combinaison artésunate+méfloquine a dose fixe au dan méme comprimé, continue a
favoriser l'utilisation des monothérapies. La clation de nombreuses CTAs de pauvre
qualité, ne respectant pas les standards de fébricaontribue a sélectionner les souches
résistantes. Une étude récente montre egalemerié glosage fixe de la pipéraquine, présent
au sein de la CTA : dihydroartémisinine+pipéraquaterecommandé chez les enfants en
fonction de I'age plutdt que du poids réel, ne isgras adapté aux patients se situant aux
extrémes d’'une fourchette. Les doses plus ou nm@eses recues par les patients en marge
d’une classe affecteraient de facon significatigffitacité du traitement (étude WWARN en
cours de publication).

Dans un deuxiéme temps, les caractéristiques smsimonnementales particulieres a la sous-
région du Grand Mékong participent a en faire laezéépicentre de la résistance’. La
province de Pailin est particulierement sensibbepltésence d'importantes richesses minieres
dans son sol favorise les mouvements de populatiensnigrants, faiblement ou non
immunisées contrB. falciparum Ces populations susceptibles, dont le nombrdiffitile a
estimer, pourraient favoriser la diffusion desstsices a I'artémisinine.

Puis, la faible transmission du paludisme dan®cétjion favorise la présence de populations
faiblement immunisées, donc plus a risque de d&clan paludisme symptomatique et de
prendre un traitement antipaludique de facon intéente. Les souches résistantes sont
sélectionnées et s'établissent dans la populatqradasites plus aisément.

Les vecteurs exophiles dans cette région sontgaiabn a piquer en début de soirée avant le

Y

coucher, contrairement a I'Afrique, rendant peuicaffe I'utilisation de moustiquaires
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imprégnées d’insecticides a effet durable et degridations intra-domiciliaires d’insecticides

a effet rémanent.

Les souches locales de. falciparum pourraient posséder des caractéristiques génstique
telles que le défaut de réparation des mésappamnisndbADN, favorisant le développement

rapide des résistances aux antipaludiques [237,238]

Néanmoins, certaines questions restent en suspergroant les mécanismes moléculaires
associés a la résistance aux dérivés de l'artéimésiou la capacité des souches résistantes a
diffuser au-dela de I'Asie du Sud-Est et a s'imptairau sein d’autres populations humaines.

Il est donc crucial d’identifier I'extension dessigtances le plus t6t possible afin de mettre en
place des mesures appropriées [239]. Le plus giaficse trouve en Afrique, ou le poids du
paludisme et la transmission sont encore trés glevéou la baisse d'efficacité des CTAs
serait lourde de conséquence en terme de santiéyeLbl

7.2.2Agir sur les stratégies thérapeutiques nationales qur
retarder 'émergence de résistance

7.2.2.1Changement dynamique des stratégies thérapeutiques

Dans le passé, il s’est souvent avéré gu’en dépiacconfirmation d’'un fort taux d’échecs

cliniques ou de résistance a un antipaludiquej-celeontinuait a étre propose tres largement
comme premiere ligne de traitement. Ce fut le @as fa chloroquine, dont les conséquences
ont été un fort taux d’accroissement de la morbiéit de la mortalité [173,209]. Des seuils
arbitraires parasitologiques ou économiques étaitliigés comme indicateur de changement
d’'une premiére ligne de traitement. Néanmoins,désideurs nationaux restaient libres de

modifier les stratégies thérapeutiques quand g®lgaitaient.

Méme en cas de perception de la perte defficaditdhh médicament, le changement de
politique impliqgue une multiplicité de facteurs mécessite un long processus de mise en
oeuvre Tableau 10 [240,241].
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Tableau 10: Facteurs influencant le développement & mise en place de politiques de traitement amgaludique rationnelles(adapté de Williamst
al. 2004)PNLP : Programme National de Lutte contre le Paiuéi; MS : Ministére de la Santé
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A partir de 1999, une échelle de changement dynaniigs stratégies thérapeutiques a donc
éte élaborée pour les régions a forte transmissiania base des taux d'échec clinique a J14
[242]. L'OMS préconise actuellement l'introductibg nouvelles combinaisons thérapeutiques
plus efficaces, seulement si ce nouveau traitenaemipaludique atteint une efficacité
supérieure a 95%. Un changement de politique mevisage que si I'efficacité du traitement
apparait inférieure a 90% a J28 [7]. Ainsi, entt®R et 2011, 79 pays ont modifié leur
politique nationale en faveur des CTAs [1Bigure 10).

7.2.2.2Remplacement des monothérapies par des combinaisons
thérapeutiques.

L’utilisation des monothérapies s’est également r@éwéun facteur d’émergence des
résistances aux antipaludiques. Les monothérapi@ins colteuses que les bithérapies,
restent encore largement utilisées.

Pour diminuer I'émergence de la résistance a ceasothérapies, il a été proposé dans un
premier temps une augmentation des doses admessi@® protocole a été évalué au cours
d'un essai clinigue randomisé, réalisé entre 20082099 dans I'Ouest du Cambodge.
L’administration de doses croissantes d’une momafiié a I'artésunate n’a montré aucune
différence significative entre les différents brastés pour les taux d’échecs cliniques a J28 et
aJ4a2 [243].

Le remplacement complet des monothérapies et ddeaméents de mauvaise qualité par les
associations de qualité est majeur pour retardediffasion des résistances [154]. La
modélisation de différentes stratégies d’élimimatites souches résistantes a I'artémisinine a
placé cette intervention comme la plus efficacenfte moyen d’élimination : 3.42 années
(IC95, 3,32 — 3,60)) [233]. Pour répondre a ceteoti, la baisse du prix des CTAs est
indispensable. L’Institute of Medicine Committe®Kl) recommande la mise en place d’'un
fond international pour I'achat des CTAs au colUpdeduction, afin de les revendre a un co(t
inférieur a celui proposé par les laboratoires [2Whe des initiatives actuellement en place
pour faciliter I'accés aux traitements est I'Affatdle Medicines Facility — malaria (AMFm).
Sous I'égide du Fond Mondial et financé par UNITADle ‘Department for International
Development’ (DFID) au Royaume-Uni, cette initigipermet, entre autres, d’obtenir des
prix négociés avec les industriels pour les achetde premiére ligne du secteur public, privé
ou les organisations non gouvernementales (ONGepjdctif est d’élargir I'accés des
patients aux CTAs a des prix concurrencant ceua d@bloroquine ou de la SP et inférieurs a
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ceux des monothérapies d’artémisinine. L’évaluatin cette initiative a montré que le
nombre de traitement de CTAs délivré au secteulipebprivé a globalement augmenté de
11 & 76 millions entre 2005 et 2006 pour atteirdit@ millions en 2011 [14].

Néanmoins, ce programme ne pourra étre totalenficiert que s'il associe la distribution
de traitements a bas prix a la distribution destgsiur le diagnostic parasitologique du
paludisme. En effet, de nombreux commercants néntipas a l'utilisation de tests de
diagnostic rapide qui pourrait se solder par uneéatte la vente de CTAs [245]. L'ONG
Oxfam a également dénoncé un gaspillage des méeditanfinancés par 'AMFm et
distribués a des patients n’en ayant pas toujaulsesoin, en particulier dans le cadre d’'une
phase pilote réalisée dans sept pays d’Afrique los ge 150 millions de doses avaient été
commandées, soit plus de cing fois le nombre edtienéas de paludisme dans I'ensemble de
ces pays [245].

7.2.2.3Administration simultanée de trois molécules ou plu

Toujours dans le but de diminuer la diffusion dedsistance, il a été proposé d’administrer
simultanément trois molécules ou plus, comme il fag couramment pour d’autres
pathologies telles que la tuberculose ou le VIH6[247]. L'association d’'un dérivé de
I'artémisinine et de deux molécules partenairespda encore été totalement explorée, en
particulier une CTA associée a une molécule gamgdtelle que la primaquine. Le risque
important d’interactions ainsi que le délai augrégmbur obtenir les autorisations auprés des
instances régulatrices sont autant de facteursrguietardé I'adoption d’une telle approche.

7.2.2.4Administration de traitement de masse

Une autre approche proposée pour éliminer les ssuoksistantes de paludisme dans une
zone limitée reste I'administration de masse dhaitement complet et efficace a I'ensemble

de la population, en dépit du statut de la malddsedéfi logistique est important et nécessite

que I'ensemble de la population accepte de paeticign adhérant au traitement complet. Le
traitement doit agir sur la transmission gamétaoytaen absence d’effets indésirables.

Malgré des tentatives dans le passé d’'une tellggpe le risque d’aggraver la résistance est
élevé, placant I'élimination seulement comme btitng pour 'OMS [239].
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7.2.2.5Dépistage de masse et traitement

Une approche plus consensuelle est le dépistagmadse puis le traitement ciblé de la

population infectée pd. falciparum Cependant, la crainte de ne pas étre capablétdeter

les faibles parasitémies ou de ne pas atteindrecaneerture suffisante pour agir sur la

transmission persiste. Cette approche, pas engpeximentée en pratique, a été modélisée
pour évaluer son impact sur la diffusion de lagstésice. La modélisation prédit un nombre

réduit d’infections mais une proportion augmentéesduches résistantes. De plus, elle prédit
que le dernier parasite survivant sera le plustasi d’entre tous. Il semble donc nécessaire
de diminuer autant que possible les parasttemlciparumet de traiter les derniers résistants

a l'artémisinine avec un traitement alternatif paune élimination compléte du paludisme

[233].

7.2.2.6Mise en place de premieres lignes thérapeutiquesltiples dans un

pays.

Certains travaux ont mis en évidence l'importantae utilisation prudente et limitée des
CTAs afin de diminuer la sélection des souchestasies; I'hypothése étant que le taux de
résistance a une molécule est proportionnel adaspn médicamenteuse de cette molécule
dans une population. Nos articles 3 et 4 confirmoatte hypothése. Cependant, au niveau
pragmatique, peu de stratégies sont acceptablesmetiant de réduire la pression
médicamenteuse sans affecter la prise en chargapthdique efficace des patients.
L'utilisation de premiéres lignes de traitement tiplgés pourrait étre une des solutions. Cette
stratégie consiste a traiter une population glolpale deux CTAs différentes, réduisant de
moitié la pression médicamenteuse. La segmentdgda population peut se faire par classe
d’age ou selon le lieu d’administration des soim@p(tal ou soins a domicile), etc. [248,249].
L’alternance des premieres lignes de traitementaus du temps peut étre également une
solution a envisager, pour participer a la réductie la pression médicamenteuse dans une
zone endémique. Pourtant, les difficultés logistgjgui découleraient de cette stratégie ne
doivent pas étre sous-estimées. Certains paygjtelde Cambodge ont déja, via le secteur
privé, un nombre important d’antipaludiques ciratlal y a donc plus de bénéfice ici a
encourager la disponibilité de multiples molécidéfectives dans le secteur privé plutdt que

de promouvoir activement les premiéeres lignes feraques multiples.
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L’ensemble de ces stratégies ne pourront se mettrplace que si un effort important est
réalisé parallelement sur la qualité des systereezadté. Pour la mise en place de stratégies
pérennes et efficaces, les moyens doivent étrona¥d au niveau des infrastructures et des
capacités logistiques et humaines permettant deostgr de tels changements.

7.2.3Quelles perspectives dans le futur?

Dans le futur, le développement de vaccins effisgoeurrait étre la solution. Nombreux
candidats sont en cours de développement avec caritrheeprincipale : la réduction de la
mortalité infantile. Si un vaccin s’avérait effiegda difficulté peut consister a produire ce
vaccin en quantité suffisante et a le commerciafisen prix abordable pour une utilisation de
masse dans les pays en développement. En raisatiffi@sités a prévenir la diffusion des
souches résistantes, de nombreux espoirs repaselat gaccination qui pourrait représenter

une solution compléte et permanente contre lanmesson du paludisme.

Des efforts dans le développement de nouveawennaitts doivent étre réalisés. Mais une
guestion se pose a savoir qui va permettre cetteerehe peu lucrative. En effet, la majorité
des traitements ayant eu un impact majeur sur femigue du paludisme a été développé
dans un contexte de guerre. Des motivations plbgessont a espérer dans le futur pour le
développement des nouveaux antipaludiques. Jugge'scindustries pharmaceutiques n’ont
montré que peu d’intérét pour le paludisme et ontlisé leurs efforts sur des pathologies
plus rentables, ayant une prévalence élevée dangdgs industrialisés. Une initiative

associant les secteurs public et privé, telle qedibines for Malaria Venture (MMV), permet

de proposer un modeéle efficace permettant le fimanent du développement de nouveaux
médicaments. L'ensemble des nouvelles moléculesoens de développement est résumé
dans I'annexe 5. La plupart de ces molécules pnox@et de l'initiative MMV. En outre, les

approches modernes, telles que le criblage a héhit d'un grand nombre de composeés,

peuvent également fournir de nouvelles pistes fEsumédicaments antipaludiques.
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L’ensemble de ce travail a montré I'importance &wurveillance de qualité des résistances
aux antipaludiques afin de savoir si les nouvetiembinaisons médicamenteuses restent
actives. Une stratégie thérapeutique dynamiqueniaeau national et international, est un

facteur déterminant pour un contréle efficace dugiame.

Les progres techniques de ces derniéres annégeionis I'acces a des données d’efficacité
précises et de qualité pour suivre I'évolution desistances. Pour autant, I'implantation de
ces nouvelles méthodes de surveillance en routigles que des techniques sophistiquées
(tests moléculaires et tests vitro) associées a un allongement de la durée du sewi d

patients, augmente les codts de la surveillancenet complexe son intégration dans la lutte

contre le paludisme.

Dans les zones endémiques, la surveillance deckefté des CTAs est majeure en raison de
I'émergence des résistances a ces dernieres medeafficaces contre le paludisme.
Néanmoins, cette surveillance nécessite des mdggissiques et financiers encore difficiles

a mobiliser dans certaines régions en développemdatgré le soutien d’organismes
internationaux tels que le Fond Mondial ou la Bantflondiale et les diverses initiatives de
lutte contre le paludisme, de nombreux pays endéesicsont confrontés a un déficit de
financement pour mettre en place un systeme deeilance de [Iefficacité des
antipaludiques, pérenne et spécifique. Cette apprpeut donc étre complétée et améliorée
par une source d’information majeure et déja ereplgprovenant de la surveillance des
voyageurs, qui faciliterait les décideurs a répendux missions d’endiguement de la
résistance.

La mise en place d’'un systéme de surveillancenatamal utilisant les cas importés serait un
soutien important avec une action complémentairesggtemes deéja en place dans les zones
impaludées. Il permettrait la détection de 'émergeet le suivi des tendances des résistances
aux antipaludiques en zone endémique, ou l'infolonagst peu ou pas accessible. Il aiderait
par sa maniabilité, sa fiabilité et sa continuitgnsl le temps a orienter les stratégies

thérapeutiques et a adapter les politiques de gailiéque en temps réel.

Les efforts de surveillance dans les pays non eigi&®s et endémiques peuvent étre
mutuellement bénéfiques : les médecins des paysendemiques basent leur décision de
chimioprophylaxie et de traitement curatif sur lendances observées dans les pays
endémiques, alors qu’un échec thérapeutique ouésistance confirmée chez un cas importé

peut servir d’alerte précoce de I'émergence d’'@séstance en pays endémique.
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L’absence d'immunité acquise contre le paludisnehsence de réinfection et la faible
pression médicamenteuse chez les voyageurs, reladsmtveillance de cette population peu
représentative de la situation sur le terrain. Rody ces limites sont également des points
forts dans la surveillance des résistances cas pbemettent aux cas importés d’étre de trés

bons éléments pour un contréle non biaisé de ¢afiié thérapeutique.

Des développements récents dans les méthodes daosi et d'identification de la
résistance, ont permis une caractérisation éteddidasmodiumet ont généré de nouvelles
stratégies pour le diagnostic, la surveillancegirlse en charge. Les enjeux actuels sont donc
d’améliorer la surveillance des résistances maigleégent d’inclure ces nouvelles
technologies dans la réalité du paludisme en ledamt appropriées, abordables et faciles a

intégrer dans les structures de santé des paysvetoppement.

L’ensemble de ces actions sont essentiels pouord&de de la diffusion de la résistance.
Néanmoins, elles nécessitent des fonds d’'investisst importants qui sont réduits chaque
année en raison du contexte économique. La mdiminsgour le paludisme est en forte
diminution en raison de la réduction de la prévedede cette pathologie dans le monde.
Pourtant, le nombre limité de traitement efficacatoe cette pathologie, les changements
climatiques et environnementaux, ainsi que l'augat@n chaque année des mouvements de
population font craindre une résurgence du paluglisn zone endémique, voire non

endémique.
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Table Label Variable Unit Definition

subject Center study ID study_id Number or code that corresponds to the number of center study

subject Location study study_loc Country where the study takes place (international code in 2 letters)

subject Patient ID patient_id Patient ID generated by the center study

subject Gender gender Gender

subject Pregnant Pregnant pregnant? Y or N

subject Date of birth dtbirth dd/mm/yyyy | Date of birth of the patient

subject Residence country res_country Country of residence (international code in 2 letters)

subject Endemic country end_country Country of contamination (international code in 2 letters)

subject Date of departure dt_depart dd/mm/yyyy | Date of departure to the endemic country

subject Date of return dt_return dd/mm/yyyy | Date of the return from endemic country

subject Duration of stay dur_stay day Duration of stay in endemic country (number of days)

subject Reason for travel reason_travel Reason for travel: 1=visiting family in country of origin 2=expatriate living
abroad 3=Civilian sea/ air crew 4=Military 5=Business 6=Tourism 7=0Other

subject Date_first_consultation dt_consultationDO dd/mm/yyyy | Date of the first consultation (day 0)

subject Date_onset_symptoms dt_onset_sympt Date of onset of illness

subject Clinical_classificationDO Clinic_class clinical classification at day 0: 1=severe malaria 2= uncomplicated malaria

Parasito diagnosis Date of lab diagnosis dtdiag dd/mm/yyyy | Date of laboratory diagnosis

Parasito diagnosis Method of diagnosis methdiag Method of diagnosis: 1=Blood film 2=Antigen test 3=clinical 4=other

Parasito diagnosis Plasmodial species pspecies Plasmodial species causing the infection: 1=falciparum 2=vivax 3=ovale
4=malariae 5=knowlesi 6=spp (others)

Parasito diagnosis Thin_blood_slides bloodfilm Thin blood slides : 1=trophozoite/schizonte 2=gametocystes 3=not realised
4=negative

Parasito diagnosis Thin_blood_slides_density bloodfilm_den % Thin blood slides : parasitemia density = number of infected erythrocytes
over total number of red blood cells

Parasito diagnosis Thin_blood_slides_density_mcl bloodfilm_den_mcl ul Thin blood slides : parasitemia density per microliter = number of infected
erythrocytes per microliter of blood (automatic calculation)

Parasito diagnosis Thick_blood_slides thickblood thick blood slides: 1=only gametocyte 2=not realised 3=negative

Parasito diagnosis Thick_blood_slides_density thickblood_den thick blood slides : number of parasites per 1000 white blood cell

Parasito diagnosis Thick_blood_slides_density_mcl thickblood_den_mcl pl thick blood slides : parasitemia density per microliter = Number of parasite

per microliter of blood (automatic calculation)

Treatment

Prophylaxis taken

prophy

Prophylaxis taken: 1=Yes 2=No 3=unknown

Treatment

Prophylaxis_treatment

prophy_treatment

Prophylactic treatment: name of molecule
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Treatment Curative treatment cur_treat Curative treatment: 1=Yes 2=No 3=Unknown
Treatment First_intention_treatment_molecule | first_cur_treat_mol First intention curative treatment: name of molecule
Treatment First_treatment_dose first_cur_treat_dose mg/day Dose of the first intention curative treatment
Treatment First_treatment_date_start first_cur_treat_dtstart | dd/mm/yyyy | Date of the beginning of first intention treatment
Treatment First_treatment_date_end first_cur_treat_dtend dd/mm/yyyy | Date of the end of the first intention treatment
Treatment Second_intention_treatment scnd_cur_treat_mol Second intention curative treatment molecule: name of molecule
molecule
Treatment Second_treatment_dose scnd_cur_treat_dose mg/day Dose of the second intention curative treatment
Treatment Second_treatment_date_start scnd_cur_treat_dtstart | dd/mm/yyyy | Date of the beginning of second intention treatment
Treatment Second_treatment_date_end scnd_cur_treat_dtend | dd/mm/yyyy | Date of the end of the second intention treatment
Response to | D3D4_control D3D4cont Parasitical control realised at day 3 or 4?: 1=Yes 2=No 3=unknown
treatment
Response to | D3D4_parasite_control D3D4_para_cont Results of parasitical control at day 3 or 4: 1=absence 2=trophozoite 3=only
treatment gametocyte
Response to | D3D4_density_parasite_control D3D4_dens_para Parasitical density at day 3 or 4 (ul): 1= <100 2= 101-10000 3= >10000
treatment
Response to | D3D4_temperature_control D3D4_temp_cont Temperature at day 3 or 4
treatment
Response to | D6D8_control D6D8cont Parasitical control realised at day 6-8?: 1=Yes 2=No 3=unknown
treatment
Response to | D6D8_parasite_control D6D8_para_cont Results of parasitical control at day 6-8: 1=absence 2=trophozoite
treatment 3=only gametocyte
Response to | D6D8_density_parasite_control D6D8_dens_para Parasitical density at day 6-8 (ul): 1= <100 2= 101-10000
treatment 3= >10000
Response to | D6D8_temperature_control D6D8_temp_cont Temperature at day 6-8
treatment
Response to | D26D30_control D26D30cont Parasitical control realised at day 26-30?: 1=Yes 2=No 3=unknown
treatment
Response to | D26D30_parasite_control D26D30_para_cont Results of parasitical control at day 26-30: 1=absence 2=trophozoite 3=only
treatment gametocyte
Response to | D26D30_density_parasite_control D26D30_dens_para Parasitical density at day 26-30 (ul): 1= <100 2= 101-10000 3= >10000
treatment
Response to | D26D30_temperature_control D26D30_temp_cont Temperature at day 26-30
treatment
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Response to | DOther_control Dother_cont Parasitical control realised at another day?: 1=Yes 2=No 3=unknown
treatment

Response to | DOther_day Dother_day Day of the parasitical control if it is a day different from D3, D7 or D28
treatment

Response to | DOther_parasite_control Dother_para_cont Results of parasitic control at another day: 1=absence 2=trophozoite 3=only
treatment gametocyte

Response to | DOther_density _parasite_control Dother_dens_para Parasitical density at another day (ul): 1= <100 2= 101-10000 3= >10000
treatment

Response to | DOther_temperature_control Dother_temp_cont Temperature at another day

treatment

Response to | clinical_evolution clinic_evol Clinical evolution of the patient: 1=recovery 2=death 3=unknown
treatment

In vitro sample Date sample dtsample dd/mm/yyyy | Date of the sample

In vitro sample Sample ID sample_id Sample ID generated by the study center

In vitro sample

Sample parasitemia

sample_paras

%

sample parasitemia

In vitro sample

Sample adjusted parasitemia

sample_adj_paras

%

sample parasitemia adjusted to obtain a parasitemia <1%

Phenotyping Molecule [1-20] mol Name of tested molecule

Phenotyping IC50 isolate estimation Ic50 _est nanoM /L Estimated concentration for each drug required to inhibit parasite growth by
50% compared with the same sample grown without drug (for the isolate)

Phenotyping IC50 Std error IC50std IC 50 standard deviation error

Genotyping Pfcrt76 crt76

Genotyping Pfdhfr51 dhfr51

Genotyping Pfdhfr59 dhfr59

Genotyping Pfdhfr108 dhfr108

Genotyping Pfdhfr164 dhfrl64

Genotyping Pfdhps436 dhps436

Genotyping Pfdhps437 dhps437

Genotyping Pfdhps540 dhps540

Genotyping number of pfmdrl copies nb_mdrl_copies
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Fiches de déclaration des cas de paludisme

en France, au Royaume-Unis et au Canada
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/| ID Correspondant : CNR Paludisme Fiche n°

]

Année: | | ID patient : | |
vom : Y : | | Prénom : i |
| | UJ/MN/AAAA) adéfautAge: [ |

| OMm OF ONSP
 Caucasien O Asiatique O Africain & Africain vivanten France =
O Africain vivant en Afrique | ‘
O Autre (O NSP f
Pays de naissance: { 1
Pays de résidence : | i

{durant les 12 derniers mois)

Nature du séjour :

(O Tourisme | : (O Affaires / Professionnels
O Migrants en visite au Pays d'origine O Navigants, Marins
O Résident ou expatriés = 6 mois O Routard et/ou conditions de séjour précaires
O Militaires (O NSP
O Autres
- Si militaire, unité ; 1 s autres, préciser : 1 |

Résidence durant le séjour en zone d’'endémie:

OUrbainstrict ORural O Itinérant / Mixte (O NSP

Fréquence des séjours en zone d’endémie durant les 12 mois précédents:
O1oumoins  O>1 O NSP




ID Correspondant : CNR Paludisme F'iche n°

Critéres de gravité (joindre CR Hospitalisation, SVP)

Cliniques:
L] Troubles de la conscience minimes (Obnubilation, Prostration, Coma stade 1, score de Glasgow < 10)
(] Coma avéré (sans signe d'éveil aux stimulations) '
[} Convulsions répétées (> 2 par 24h)
[] Etat de choc
[ Syndrome hémorragique (y compris CIVD)
[ ] Détresse respiratoire (SDRA, cedéme du poumon)
I} Acidose métabolique (pH < 7,35)
[ Hyperlactatémie (lactates plasmatigues > 5 mmol/l)
[] Hémoglobinurie
[ Ictére (clinique ou bilirubine > 50 pmol/})

Biologiques :

("] Parasitémie > 4% (chez le non-immun, au associée 3 au moins un autre signe de gravité)
[_] Hémoglobine < 5g/dl (critére OMS strict)

[ 1" Hémoglobine < 8g/dl (patient voyageur résidant Hors Zone Endémique)

1 Créatininémie valeur > 265 umol/| (critére OMS) ou insuffisance renafe aigué organlque considérée
comme critére de gravité par le clinicien

[_] Glycémie valeur =< 2,2 mmol/l ou glycémie considérée comme critére de gravité par le clinicien

L1 Bilirubine totale = 50 ymol/I
[} Autre(s) critere(s) de gravité selon le clinicien

Si créatininémie, valeur créatininémie | Dialyse O Oui O Non

Si glycémie valeur glycémie [:j

Si autres critéres de gravité, préciser | ' |




Protection Persor_inel_le Anti Mo'ustiques :
Ooui  ONon  ONSP :

Répulsifs cutanés ["1Sans autre indication 1 Régulier O Episodique
: Moustiquaires de lit []Sans autre indication ~ [1Régulier [T Episodique
| Autres, préciser | ] {_1Sans autre indication (I Régulier []Episodigue




ID ggrrespondant : CNR Paludisme : Fiche n°

ent a visée Curative du paludisme da

Prise en charge & traitement
Date de la premiére prise médicamenteuse dans votre structure de soin : | l (JJ/MM/AAAA)

O Ambulatoire O Hospitalisation - . _
' Nombre de jours d’hospitalisation : l: dont réanimation/Sl : [:]
[[] Transfert autre hopital ["! Pas de traitement

- Evolution clihique (si DECES, joindre CR Hospitalisation, SVP) :
~ (O Guérison O DECES

Médicaments - Traitement

Chloroquine {Nivaguine®)

Méfloquine (Lariam®)

Atovaquone + Proguanil
{Malarone®)

Doxycycline (Doxypalu®)

Quinine IV

Quinine [V avec dose de
charge

Quinine [V avec antibiotique
{cycline, ..))

Quinine IV avec dose de
charge + antibiotique

Quinine per os

Halofantrine (Halfan®)

Artemether + Lumefantrine
(Coartem®, Riamet®)

i i

Contréle parasitologique P falciparum ' ‘ f
O Oui O Non

Fait Température Parasitologie Densité parasitaire (plitre)

e AR ; -
Bouss || [_] [ ]absence [ltrophos [Igaméto seuls <100 [1101-10000 [1> 10000
o L] [Jabsence [ltrophos []gamétoseuls Cl=<100 [J101-10000 1310000
128472 L1 :l [Jabsence [Jtrophos [1gaméto seuls =100 [1101-10000 {i>10000

Autre

0] |:J [Jabsence [trophos [lgaméto seuls <100 [J101-10000 > 10000

Prélévement pour CNR Iel | | uymmiaasR) 3 H ] envoyé le: | |(JJIMMIAAAA)
[1Sang [ Plasma [ Buvard

Commentaires & remarques : L] Perdu de vue



Your Reference No.

HEALTH PROTECTION AGENCY
MALARIA REFERENCE LABORATORY

In Confidence

PATIENT REPORT FORM
Date / /

Family name:
All other names:
Home post code: Primary Care Trust:
Address in U.K:
Date of birth: ! f Age Sex: M/ F
Country of birth: Country of usual residence:
Ethnicity:(mark one} Reason for travel:{mark one) Malaria prophylaxis taken:(mark as relevant)

[ white British

U Other White background
[J Black African

(1 Black Caribbean

L] other Black background
[] Indian Sub-Continent

[ South-East Asian

[ other Astan background
L] Mixed ethnicity

1 other {please specify)

() New Entrant to UK

] Visiting family in country of origin
[} UK citizen living abroad

[ Civilian seafalr crew

L] British armed forces

(! Business/Professional travel

] Foreign student studying in UK

] Hdliday travel to malarious country
] Foreign visitor ill while in UK

] Children visiting parents living abroad
[ other {please specify)

[] NoNE

[] Mefloquine  (Lariam)

[ Malarone

[] Doxycycline

Ul Chioroquine (Nivaquine/Avloclor)
] Proguanil  (Paludrine)

D Unknown
D Qther

Prophylaxis taken regularly? Y /N

Continued on refurn for weeks

Date of onset of lliness: /

/ Date of starting treatment:

/ /

Date of arrival in U.K. from malarious country: / /

Duration of stay abroad ;

Country (ies) where infection acquired :

For Indiz, please specify
areas visited

G.P. Name & Address:

Tel.No.

Name & Contact Details
of person completing this form if not
the G.P.

MRL patient report form VS June 2008

Please complete other side —




Laboratory/Hospital where diagnosis made:

iDate of diagnosis: / / Date of sample: / /

Method of diagnosis: 0 Blood film O Antigen test O Clinical
please specify

Species of malarial parasite:

O P.falciparum [ P.ovale
O P.vivax 1 Specles unknown
O P.malariae l No malaria parasites found
Was patient treated as an LI outpatient O inpatient Was this patient admitted to ITU/HDU? Y /N
Duration of stay in hospital days.
Pregnant? Y /N -—---eeeef40
Qutcome of iliness: Recovery O Death [0 Unknown [

Any other information relevant to this case:

MALARIA IS A NOTIFIABLE DISEASE- PLEASE FILL IN A STATUTORY NOTIFICATION FORM
AND FORWARD TO THE CCDC.

Please return this form fo: MALARIA LAB. USE ONLY

HPA Malaria Reference Laboratory

London School of Hygiene & Tropical Medicine
Keppel Street (Gower Street)

London WC1E 7HT

Tel. no: surveillance 020 7927 2435
laboratory 020 7927 2427
fax 020 7637 0248

lif sending slides, please indicate where and to whom
results should be sent.




N serta peatts PROVA

e B f B N
B Services e,
MALARIA PCR ORDER FORM
Ship To: Edmonton Calgary
SR 20 ProvLab ProvLab
Walter Mackenzie Health Sciences Centre 3030 Hospital Drive NW
University of Alberta Hospitals OR Calgary, Alberta
8440-112 Street T2N 4w4
Edmonton, Alberta
T6G 242

umitting Ph¥s|c|an Patient Information:

Ordering Physician: LAST FiRST Patient Name: LAST RS
PHN/Hospital #
Address: Complete address including postal code
DOB:__ oo/ wMM 7 Yyyy Maled Female O
Phone Number: Patient Address:

Additional Copy To:

Name: LAST FIRST

Address: Complete address including postal code

Fax # [BY SPECIAL REQUEST ONLY *:

Specimen: [Minimum Amount 1 mij DATE COLLECTED DATE SENT

DD MM YYYY DD MM YYYY
[ EDTA Blood - Frozen or Cold

TIME (24HRS) TIME (24HRS)

Country of acquisition/relevant travel:

Fever: 4 YES U NO
Clinical details/comments:

Prophylaxis/Treatment:

Blood Smear result:
Species/suspected species:

Diagnostic stages seen:

Parasitemia {%):

Comments:

* Fax Special Request - please call (780)407-7121 in Edmonton or (403)944-1200 in Calgary

THIS FORM MUST ACCOMPANY THE SPECIMEN.

Date Revised 30 June 2009




ANNEXES

- ANNEXES 5 —

Les nouvelles molécules actuellement en cours devdtbppement
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