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> Lesunitésduréseauinternational des Instituts
Pasteur (RIIP-Palu), localisées en Afrique, en
Asie et en Amérique du Sud, travaillent depuis
de nombreuses années en étroite collabora-
tion avec les programmes nationaux de lutte
contre le paludisme. Leurs efforts combinent

surveillance et recherche fondamentale et

visent, a travers des projets régionaux et inter-

nationaux : (1) a détecter I’émergence des

résistances et a étudier leur distribution ; (2) a
développer de nouveaux outils de surveillance ;
(3) a identifier les facteurs épidémiologiques
favorisant I’émergence et la propagation des
résistances et (4) a comprendre les méca-
nismes moléculaires et cellulaires impliqués
dans la résistance. Dans cette revue, seront
présentées les approches méthodologiques et
les données obtenues depuis 2000. <

Le paludisme est une maladie provoquée par des héma-
tozoaires appartenant au genre Plasmodium. Deux
especes parmi les cing qui infectent I’homme, Plasmo-
dium falciparum et Plasmodium vivax, ont un impact
majeur en santé publique. P. falciparum provoque une
infection aigué, potentiellement mortelle chez les
sujets peu ou non immuns. P. vivax, longtemps consi-
déré comme provoquant des infections bénignes, est
maintenant reconnu comme un pathogéne susceptible
de provoquer des complications graves, responsables de
déces [1]. €n cas d’infection palustre, un antipaludique
efficace doit étre administré le plus rapidement pos-
sible pour éviter les complications graves. Le traitement
précoce des patients a comme conséquence supplé-
mentaire de réduire la probabilité de transmission du
parasite au moustique. €n I"absence de vaccin, les anti-
paludiques jouent un réle central dans la lutte contre le
paludisme. Malheureusement, comme c’est le cas pour
de nombreuses infections microbiennes, la pression
médicamenteuse exercée au cours des dernieres décen-
nies a sélectionné des parasites résistants.
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Uapparition et la diffusion de parasites résistants aux antipaludiques ont
eu des conséquences désastreuses en santé publique dans la seconde moi-
tié du xx° siécle. Elles ont alourdi le colit économique du paludisme et ont
mis @ mal les progres obtenus lors de la campagne mondiale d’éradication
lancée dans les années 1950 [2]. Ainsi, a partir des années 1990, 'incidence
du paludisme a augmenté, de méme que la mortalité palustre [3]. Depuis
une dizaine d’années, la mobilisation de la communauté internationale, la
prise de conscience par les responsables politiques, I’engagement de fon-
dations privées et d’initiatives internationales ont permis de mobiliser des
moyens et de faire @ nouveau reculer le paludisme [4]. Cependant, malgré
les progres considérables accomplis, plus de trois milliards d’individus
restent exposés au risque d’infection palustre. Ces parasites provoquent
encore plus de 210 millions de cas par an et sont responsables d’une mor-
talité importante, évaluée entre 655 000 et 1,2 millions de déces en 2010
[5]. La plupart de ces décés surviennent en Afrique chez les enfants de
moins de cinq ans, bien que des estimations récentes indiquent que pres
d’un demi-million de décés interviendraient chez des sujets plus dgés [6].
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Nécessité de surveiller la résistance
aux antipaludiques

Pendant des siecles, le paludisme et les fievres intermittentes ont été
traités avec des préparations issues de la pharmacopée traditionnelle
(infusions de ginghaosu, Artemisia annua ou de quinquina, Cinchona
calisaya et C. pubescens). La production massive de chloroquine, vers
1945, a permis de disposer d’un traitement efficace, peu toxique et
tres bon marché. Son utilisation pour le traitement des acces ou en
chimioprophylaxie a constitué un des deux piliers de la campagne
d’éradication du paludisme des années 1950-1970 avec la lutte
antivectorielle au moyen de DDT dichloro-diphényltrichloroéthane).
Les premiers cas de résistance a la chloroquine ont été rapportés en
plusieurs points du monde entre 1957 et 1960 (Colombie et Venezuela,
Cambodge et Thailande, Papouasie Nouvelle Guinée, Philippines). La
résistance s’est peu & peu propagée a toutes les zones d’endémie [7].
La marche infernale de la sélection médicamenteuse s’est poursuivie
apres le déploiement des médicaments qui ont remplacé la chloro-
quine : résistance a I’amodiaquine, aux antifolates, a la méfloquine.
La montée des multirésistances a amené I’OMS (Organisation mondiale
de la santé) a préconiser, il y a une dizaine d’années, I'utilisation de
combinaisons comprenant un dérivé de I’artémisinine (ACT, artemi-
sinin combination therapy) [8]. Ces combinaisons sont maintenant
recommandées dans la plupart des pays d’endémie, mais leur acces
est encore loin d’étre général. Aujourd’hui, une des préoccupations
majeures est que I'on assiste en Asie du Sud-Est aux premiers signes
d’émergence de parasites résistants aux dérivés des artémisinines
[9-12]. Aucune solution thérapeutique de remplacement n’est actuel-
lement disponible. La situation devient donc critique, I’'urgence étant
d’enrayer la dissémination des parasites résistants [13].

Les équipes de terrain travaillant sur le paludisme, comme celles qui
sont implantées au sein du réseau international des Instituts Pasteur
(RIIP-Palu), sont en premiére ligne pour mener des recherches sur les
résistances, en quantifier "importance et proposer des alternatives

pour les combattre (Figure 1). Leurs efforts combinent
surveillance et recherche fondamentale. Les travaux
de surveillance menés en collaboration avec les auto-
rités sanitaires visent a étudier la distribution des
résistances dans différentes zones d’endémie, détec-
ter ’émergence de nouvelles résistances, développer
des outils de surveillance pour chiffrer I’étendue des
résistances multiples dans une région donnée, et enfin
identifier les facteurs épidémiologiques favorisant
I’émergence et la propagation des résistances. Les
recherches fondamentales portent sur la compréhen-
sion des mécanismes moléculaires et cellulaires impli-
qués dans la résistance.

Un réseau unique pour étudier les résistances

Les unités du RIIP-Palu sont considérées comme des
laboratoires de référence. Localisées en Afrique, en
Asie et en Amérique du Sud, elles travaillent en étroite
collaboration avec les programmes nationaux de lutte
contre le paludisme, des partenaires internationaux
(OMS, Centre national de référence du paludisme pour
la France métropolitaine, Institut de recherche pour
le développement, Wellcome trust, National institutes
of health, US Naval medical research, WorldWide anti-
malarial resistance network, Fondation Mérieux, Foun-
dation for innovative new diagnostics, etc.), ainsi que
des universités francaises et étrangéres. S’appuyant
sur des plateaux techniques incluant technologies
de pointe et expertise scientifique, elles répondent
aux exigences de I'assurance qualité. Les unités du
RIIP-Palu travaillent de fagon concertée pour former
des jeunes scientifiques et médecins et développer
des recherches avec des méthodologies communes

permettant des comparaisons géo-

RIIP-Palu

Figure 1. Les différentes unités du RIIP-Palu travaillant a travers le monde sur le paludisme.

m/s n® 6-7, vol. 29, juin-juillet 2013

graphiques. De plus, la pérennité des
Instituts autorise le RIIP-Palu a jouer
un véritable réle de mémoire a la fois
par le recueil longitudinal de don-
nées permettant d’étudier I’évolution
temporelle de I’efficacité des anti-
paludiques, et par la constitution de
biotheques exploitables pour étudier
les mécanismes et les marqueurs de
résistance, ainsi que leur évolution
temporelle.

Jusqu’en 2000, les activités de
recherche des différentes unités
étaient essentiellement a visée natio-
nale. Au cours de la derniére décennie,
une dimension régionale et interna-
tionale a été ajoutée a travers des



programmes coordonnés d’étude sur les résistances, en étroite colla-
boration avec I'Institut Pasteur de Paris (plate-forme de séquencage
de la génopole et unité d’immunologie moléculaire des parasites)
et plusieurs Instituts du réseau (IP Madagascar, IP Cambodge, IP
Guyane, IP Dakar, CERMES [Centre de recherche médicale et sanitaire]
et IP Cdte d’Ivoire). Cette approche a permis de réaliser un transfert
rapide de technologies, de mutualiser les efforts visant a développer
de nouveaux outils et a accélérer la formation des personnels scien-
tifiques locaux. Sur le plan scientifique, ce réseau représente une
opportunité unique de tester I’efficacité in vitro de molécules en cours
de développement et de dresser une carte simple mais pertinente
de Pefficacité des antipaludiques dans le monde. Ces travaux ont
en particulier mis en évidence des disparités géographiques impor-
tantes qui permettent de mieux comprendre les parametres clés liés
a I’émergence et a la diffusion des résistances aux antipaludiques au
niveau mondial (Annexe I & consulter sur le site de médecine/sciences,
www.medecinesciences.org).

Approches méthodologiques

Les unités du RIIP-Palu ont une part active dans les quatre axes
majeurs de recherches sur les résistances : (1) efficacité clinique,
(2) sensibilité in vitro, (3) caractéristiques moléculaires, et
(4) épidémiologie de la résistance. Les outils dont nous disposons
a I’heure actuelle pour étudier les résistances sur le terrain sont
résumés dans I’€ncadré et un grand nombre sont mis en ceuvre dans
les unités du RIIP-Palu (Tableau ). Dans cette revue, nous nous
concentrerons sur les analyses de la susceptibilité in vitro et les
études moléculaires.

€tudes in vitro

Une des compétences mondialement reconnues du RIIP-Palu est
le phénotypage des profils de sensibilité ex vivo/in vitro aux anti-
paludiques. Grace a un financement du Prix Louis D. de I"Académie
des sciences relayé par le programme PAL+ (ministére francais de
la Recherche), puis le Fonds de solidarité prioritaire (FSP)-résis-
tances (ministére francais des Affaires étrangéres), des études
coordonnées et multicentriques évaluant la sensibilité in vitro de
P. falciparum a un panel d’antipaludiques ont été conduites. Stan-
dardisation des protocoles et des réactifs, formation aux bonnes
pratiques de laboratoire, ateliers de mise a niveau et stages dans
les différents centres de référence comme le centre national de
référence du paludisme pour la France métropolitaine (www.cnrpalu-
france.org) ont permis de développer un savoir-faire unique. De trés
nombreuses études ont été menées dans les différents instituts,
permettant d’analyser la sensibilité a un panel de molécules pour
des milliers d’isolats récoltés chez des patients lors de I"admission
ou lors d’une rechute (Annexe 1 & consulter sur le site de médecine/
sciences, www.medecinesciences.org).

Du fait de la présence d’équipes sur place et de I’utilisation de pro-
tocoles standardisés, des études plus originales ont pu étre menées
sur la dynamique temporelle d’évolution des résistances in vitro et,
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en particulier, sur les conséquences des changements
de traitement de premiere intention, en Guyane fran-
caise [14], au Cambodge [15] ou a Madagascar [16].
Depuis quelques années, un programme innovant visant
a étudier la résistance de P. vivax est conduit au sein du
RIIP-Palu. Il permet de partager les efforts de recherche
pour la mise au point de tests visant a étudier sa sen-
sibilité in vitro.

Marqueurs moléculaires et spécificités géographiques
€n paralléle des études in vitro, des travaux ont été
conduits qui portent sur I’étude des marqueurs molé-
culaires impliqués dans la résistance des parasites
a divers antipaludiques (Tableau I). Outre la simple
recherche des mutations/SNP (single nucléotide poly-
morphism) & I’aide de PCR (polymerase chain reac-
tion) spécifiques, le projet ResMalChip (commission
européenne) a permis de développer le séquencage
systématique des alleles circulant dans les diverses
zones d’endémie. Le but de ce projet était de définir,
a partir d’isolats de terrain, le polymorphisme des
genes impliqués dans la résistance, et de rechercher
la présence éventuelle de nouvelles mutations dans
les génes cibles. Un équipement identique (en parti-
culier pour la PCR) a été mis en place dans les diffé-
rents sites et une méthodologie d’étude commune a
été développée. La stratégie utilisée, « apprendre en
réalisant », a permis de développer plus d’une dizaine
de protocoles et d’effectuer une étude coordonnée
avec des procédures standardisées. €n pratique, cette
stratégie a été appliquée pour documenter I’étendue
du polymorphisme des genes impliqués dans la résis-
tance aux antifolates, a la chloroquine, a la méflo-
quine, a I’atovaquone et de genes candidats pour la
résistance aux dérivés de I’artémisinine (Annexe I
a consulter sur le site de médecine/sciences,
www.medecinesciences.org).

Plusieurs études multicentriques ont été menées :
I’étude du polymorphisme du gene codant pour le cyto-
chrome b (Pfeytb) (Figure 2) [171, étude de la sensi-
bilité in vitro d’isolats de P. falciparum aux dérivés de
Partémisinine [18-21, 37, 38].

L'accélération et 'accroissement des moyens consa-
crés a la lutte créent une dynamique de changement
des conditions épidémiologiques. Les pressions médi-
camenteuses s’exercent sur les survivants des pres-
sions précédentes et s’accompagnent de flux de
genes qui peuvent étre différents dans les divers
contextes épidémiologiques ou des mutations diffé-
rentes ont atteint la fixation. Jusqu’a trés récemment,
on concentrait les analyses sur quelques locus ou SNP,
négligeant les interactions possibles entre locus. Il se

\

REPERES

649

s

LE RESEAU INTERNATIONAL DES INSTITUTS PASTEUR



650

Les outils disponibles pour I’étude de la sensibilité aux antipaludiques

Les tests d’efficacité thérapeutiques

Méthodes de référence standardisées par I’OMS [36], ces tests permettent d’évaluer I'efficacité clinique des schémas thérapeutiques
recommandés pour traiter les acces palustres non compliqués. L'efficacité du principe actif est déduite de la disparition de la parasitémie
et de "'amélioration du tableau clinique du patient. Le suivi biologique et parasitologique, pendant 28 ou 42 jours, des patients traités
permet de distinguer quatre types de réponse au traitement : (1) I’échec thérapeutique précoce (ETP), (2) I’échec parasitologique tardif
(€PT), (3) I’échec clinique tardif (ECT), et (4) une réponse clinique et parasitologique adéquate (RCPA) qui caractérise un parasite sen-
sible. Ces études cliniques sont généralement coordonnées avec des tests in vitro et moléculaires.

Les tests ex vivo et in vitro

lls consistent @ mettre en culture, soit directement (test ex vivo), soit aprés adaptation en culture continue (test in vitro), un isolat
sauvage de P. falciparum en présence d’une concentration croissante d’un antipaludique [37]. La mesure de la croissance des parasites
(microscopique, isotopique, ELISA ou fluorimétrique) en fonction de la concentration d’un antipaludique permet de définir son niveau de
sensibilité. Le résultat est objectivé par la concentration inhibitrice 50 % (IC50), valeur correspondante a la concentration d’antipalu-
dique permettant d’inhiber la croissance de 50 % des parasites (par rapport au témoin sans drogue). Méme si cette technique nécessite
une logistique et un plateau technique de qualité, elle permet de tester plusieurs antipaludiques en paralléle et de s’affranchir des fac-
teurs liés a I’hote (immunité, variation individuelle de la concentration sérique en antipaludique).

Les marqueurs moléculaires de résistance

II's’agit d’un ensemble de marqueurs impliqués dans les mécanismes moléculaires de résistance. Pertinents et spécifiques pour prédire le
niveau de résistance d’une population parasitaire aux antipaludiques, ils ont une place de choix dans la surveillance de I'activité de tel
ou tel antipaludique. Certains marqueurs sont associés a un défaut d’accumulation des pharmacophores au niveau de la cible parasitaire,
d’autres a une modification de la cible parasitaire. Ils présentent I’énorme avantage de pouvoir étre étudiés sur une large échelle (a par-
tir d’échantillons sanguins prélevés au bout du doigt et déposés sur papier filtre) et sont potentiellement automatisables. Il n’en existe
que pour un nombre restreint d’antipaludiques. Aucun marqueur n’est actuellement disponible pour évaluer la sensibilité aux dérivés de
I’artémisinine. Les principaux marqueurs moléculaires utilisés dans la surveillance de I'efficacité aux antipaludiques dans le RIIP-Palu
sont les suivants :

* P. falciparum chloroquine transporter (Pfert). Ce géne situé sur le chromosome 7 code pour un transporteur membranaire de la vacuole
digestive. La mutation sur le codon 76 (K—T), associée a sept autres points de mutation [38, 391, permet au parasite de limiter I’accu-
mulation de chloroquine dans sa vacuole digestive, ol elle exerce son action inhibitrice [40]. Pfcrt est également impliqué dans la baisse
de sensibilité du parasite a ’amodiaquine et a la quinine [41, 42]. Dans les zones ol les alléles de résistance ne sont pas fixés, on observe
une augmentation de la fréquence de I'alléle sauvage aprés abandon de la chloroquine [43, 44]. Uanalyse de ce locus renseigne sur la
pression médicamenteuse exercée au sein des populations.

* P. falciparum multi-drug resistance 1 (Pfmdr-1). Situé sur le chromosome 5, ce géne code pour un transporteur de type ABC (ATP
binding cassette). La protéine PFMDR-1 est impliquée dans la modulation de la sensibilité a de multiples antipaludiques et, plus parti-
culierement, dans I’efflux des antipaludiques hydrophobes [45]. Les mécanismes de résistance sont liés : (1) soit a des phénomenes de
duplication, entrafnant une augmentation de I’expression de la protéine [46] et la résistance aux aryl-amino-alcool (comme la méflo-
quine ou la luméfantrine) et une baisse de sensibilité aux dérivés de I’artémisinine (mais sans lien statistiquement établi avec I’efficacité
clinique des ACT [47-491) ; (2) soit a ’apparition de mutations au niveau des codons 86 (N—Y), 184 (Y—F), 1034 (S—C), 1042 (N—>D)
et 1246 (D—Y), entrainant une altération de sensibilité des parasites a certains antipaludiques comme les amino-4-quinoléines [45]. II
existe un effet antagoniste entre la sensibilité a la chloroquine et a la méfloquine : la mutation 86Y diminue la sensibilité des parasites a
la chloroquine, mais augmente celle de la méfloquine. De méme, I’augmentation du nombre de copies du gene (86N) augmente la résis-
tance a la méfloquine et a I'inverse accroit la sensibilité a la chloroquine.

* P. falciparum dihydrofolate reductase (Pfdhfr). Ce gene, situé sur chromosome 4, code pour une enzyme intervenant dans la voie de
synthese des folates [50]. Elle est la cible des médicaments anti-folates (pyriméthamine, par exemple) qui, en inhibant son activité
enzymatique, entrainent le blocage de la synthése des pyrimidines et la réplication de PADN parasitaire [51]. Uaccumulation de plusieurs
mutations spécifiques au sein de cette protéine (codons 50N—>R, 51C—>|, 108S—>N et 164|—>L) entrainent la résistance clinique des
parasites a I’action des anti-folates.

* P falciparum dihydropteroate synthase (Pfdhps). La dihydroptéroate synthase (DHPS) est une autre enzyme intervenant dans la
syntheése des folates (le géne correspondant est situé sur le chromosome 8). Elle est inhibée par les sulfamides. Les mutations se situant
au niveau des codons 436 (S—>A/F), 437 (K—G), 540 (K—€), 581 (A—>G), 613 (A—>S/T) confeérent une résistance a la sulfadoxine [52].
L’analyse groupée des mutations au niveau des genes Pfdhfr et Pfdhps permet de prévoir I’efficacité clinique de I’association sulfadoxine-
pyriméthamine, largement utilisée en Afrique chez la femme enceinte en traitement préventif (TPI, traitement préventif intermittent) ou
en association avec I'artésunate en traitement curatif.
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du parasite a I"atovaquone.

d’isolats ou de clones de P. falciparum adaptés en culture [55].

e P. falciparum cytochrome b (Pfcytb). Porté par le génome mitochondrial, le géne cytb code pour le complexe cytochrome bel interve-
nant dans le transport des électrons et la synthése de I’ATP, et cible de I"atovaquone. Les mutations au niveau du codon 268 (Y—>N/S/C)
diminuent efficacité théorique de I’association atovaquone/proguanil actuellement largement utilisée en chimioprophylaxie par les
voyageurs [53]. Aucune mutation n’a pu &tre mise en évidence sur des isolats sauvages. Les mutants retrouvés ont tous été identifiés chez
des patients au décours d’un traitement par I’atovaquone (sélection intra-hdte), et entrainent une diminution importante de la sensibilité

e P. falciparum sodium/hydrogen exchanger gene (Pfnhe-1). Le géne Pfnhe-1 (chromosome 13) code pour une protéine impliquée dans
les mécanismes d’homéostasie parasitaire comme la régulation du pH, le volume et la composition ionique du cytoplasme [54]. Il a été
en particulier montré que le niveau d’expression de la protéine PfNHE influencait la sensibilité des parasites a la quinine en liaison avec
d’autres facteurs, et que certains alleles du microsatellite intragénique ms4760 étaient associés a des diminutions de sensibilité in vitro
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Figure 2. Etude du polymorphisme du géne cytochrome b (Pfcytb) de P. falciparum. L’étude a été effectuée

a partir de 671 isolats provenant d’Afrique, d’Asie et d’Amérique du Sud [17].

trouve que nos données indiquent que certains marqueurs pertinents
pour prédire la résistance aux antipaludiques dans certaines régions
(comme I’Afrique par exemple) doivent étre réévalués pour des
contextes particuliers comme Madagascar [22] ou la Guyane fran-
caise [23]. Ces données indiquent que I’évolution des populations
parasitaires differe dans différents contextes épidémiologiques et
géographiques.

La sélection et la dissémination
Les données de nombreux groupes, dont ceux du RIIP-Palu, ont montré
que "émergence des résistances differe selon les régions et la molécule

utilisée. La résistance a la chloroquine est apparue dans quelques foyers
a partir desquels elle a disséminé. Notre étude multicentrique a confirmé

m/s n® 6-7, vol. 29, juin-juillet 2013

qu’un seul allele de résistance
provenant d’Asie du Sud-Est a
disséminé a travers I’Afrique, et
que cet allele est distinct de celui
qui a disséminé en Amérique du
Sud [24]. Uanalyse des variations
temporelles des fréquences allé-
liques dans une zone d’endémie
permet de reconstituer les flux
géniques et, dans le cas d’une Tle
comme Madagascar, d’identifier
la porte d’entrée des résistances
[25, 26] et donc de proposer des
mesures de surveillance appro-

Cambodge
N=179

priées.

Les facteurs qui contribuent a
la sélection puis a la dissémi-
nation des résistances au sein
des zones d’endémie sont encore
incompletement compris. Des
travaux de modélisation réalisés
par le RIIP-Palu sur la structure
des populations et I’influence
de I'endémicité, de la taille du
réservoir et de la pression médi-
camenteuse, ont apporté un
éclairage original sur les conditions dans lesquelles la
résistance émerge, puis dissémine [27, 28]. Une étude
réalisée dans un village sénégalais, dans lequel nous
avons controlé de fagon trés stricte Iutilisation des
médicaments, a fourni également des résultats surpre-
nants éclairant d’un jour nouveau cette question [29].

Le développement de nouveaux outils

Un des objectifs du RIIP-Palu au cours de ces der-
nieres années a été de développer des méthodes
pratiques, robustes et utilisables sur le terrain, qui
permettent d’évaluer rapidement la situation épi-
démiologique de la résistance de P. falciparum aux
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médicaments antipaludiques. Dans ce cadre, une puce a ADN (Flexi-
Chip), développée par les équipes du Swiss tropical institute (projet
européen ResMalChip) [30], a été utilisée pour analyser la dyna-
mique des résistances a I’échelle du Niger [31]. Une méthode asso-
ciant la PCR en temps réel et I’analyse des courbes de fusion (HRM) a
également été validée [32]. Enfin, la détection de la croissance des
souches de P. falciparum en présence de différentes concentrations
d’antipaludiques par la mesure avec un fluorophore (SYBR Green 1)
de la quantité d’ADN produite a été évaluée sur des isolats frais en
comparaison avec la méthode standard utilisant de I’hypoxanthine
radioactive [33].

La mobilisation du RIIP-Palu en 2013 :
étude de la résistance aux artémisinines

Actuellement, ’OMS recommande I'utilisation d’associations thé-
rapeutiques a base d’artémisinine pour traiter un paludisme simple
a P. falciparum. Les dérivés des artémisinines ont une place &
part dans I’arsenal thérapeutique, car ils sont les seuls a agir sur
toutes les formes de développement du parasite et ont une action
remarquablement rapide. Malheureusement, ces médicaments sont
maintenant menacés par 'apparition de parasites présentant une
sensibilité diminuée aux artémisinines en Asie du Sud-€st [9-12].
Pour faire face a cette menace, un plan a été élaboré par I’OMS début
2011 [34] qui vise a endiguer et a prévenir la dissémination des
souches résistantes aux artémisinines. Il est freiné par notre manque
de compréhension des mécanismes impliqués dans la résistance
aux artémisinines et par le manque de moyens de détection rapide
des parasites résistants. C’est ce manque que visent a combler les
recherches actuelles menées par I’IP Cambodge en collaboration
avec I’IP Paris.

Les données préliminaires obtenues par I'unité d’épidémiologie molé-
culaire du paludisme de I’IP Cambodge sont encourageantes. Nous
avons mis au point un nouveau test in vitro rendant compte de la
baisse d’efficacité thérapeutique des artémisinines dans cette région.
Ce test simple (ring-stage survival assay, RSA) explore la survie des
parasites exposés a une forte dose de dihydroartémisinine pendant
6 h, et cultivés ensuite en absence de médicament (www.wwarn.org/
about-us/news/new-vitro-assay-assess-artemisinin-resistance)
[35]. La capacité des parasites a survivre a cette dose Iétale montre
la méme distribution géographique au sein du Cambodge que la résis-
tance clinique et, selon nos données préliminaires, lui est fortement
corrélée. Ces résultats indiquent que la résistance est liée a la survie
des stades jeunes. Tout se passe comme si un arrét de croissance est
provoqué par I’exposition des parasites a la drogue. Ce type de résis-
tance par « quiescence » est encore trés mal compris et difficile a
quantifier et a appréhender. Les objectifs majeurs sont maintenant de
mieux comprendre les phénomenes cellulaires en jeu dans les souches
de terrain et d’identifier des marqueurs moléculaires responsables de
ce phénotype in vitro. Ce travail est indispensable pour cartographier
I’étendue des résistances et éviter leur dissémination en proposant des
schémas thérapeutiques adaptés.

m/sn®6-7,vol. 29, juin-juillet 2013

Conclusion

La dissémination des résistances de P. falciparum
et P. vivax a des médicaments bon marché et faciles
d’acces est un défi important pour les programmes de
lutte contre le paludisme. Les travaux de recherche
fondamentale effectués dans les pays développés
qui disposent de technologies de pointe sont souvent
réalisés sur les souches de référence, récoltées puis
entretenues en laboratoire depuis plusieurs décennies.
Sur le terrain, les parasites ont depuis été soumis a de
nombreuses pressions médicamenteuses et ont évolué
pendant plus d’'une centaine de générations. Il est donc
indispensable que I’efficacité des médicaments en
développement soit étudiée sur des souches contem-
poraines et provenant de différentes régions du monde.
Les laboratoires situés en zone d’endémie ont une posi-
tion stratégique pour participer au développement de
nouveaux médicaments ou de nouvelles combinaisons
médicamenteuses. De nouveaux problémes, comme
I’émergence de la résistance aux artémisinines, néces-
sitent une approche multidisciplinaire pour explorer de
nouvelles hypothéses sur les mécanismes de résistance
et faire avancer les connaissances fondamentales.
L'accélération des développements technologiques et la
masse de données générées doivent pouvoir bénéficier
le plus rapidement possible aux équipes sur le terrain.
Ceci nécessite une bonne structuration des réseaux de
collaborations locales et internationales. ¢

SUMMARY

Plasmodium falciparum susceptibility to antimalarial
drugs: global data issued from the Pasteur Institutes
international network

Malaria research units within the Institut Pasteur inter-
national network (RIIP-Palu) located in Africa, in South-
€ast Asia and in South America, work for many years in
close collaboration with the National malaria control
programmes. Relying on technical platforms with well-
equipped laboratories and scientific expertise, they
are at the forefront of research on the antimalarial
drug resistance by working together for training young
scientists and developping similar protocols allowing
comprehensive comparisons. Including fundamental
and operational researches, they conduct regional and
international projects which aim (1) to detect the
emergence of antimalarial drugs resistant parasites
and to evaluate their spatio-temporal distribution,
(2) to develop in vitro and molecular tools, (3) to iden-
tify epidemiological factors involved in the emergence
and the spread of antimalarial drugs resistant para-
sites and (4) to understand the molecular and cellular
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mechanisms implicated in resistance. In this review, will be presented
methodological approaches and data obtained since 2000. ¢
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