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INTRODUCTION

La France est I'un des pays qui rapporte le plus grand nombre
de cas de paludisme, parmi les pays de |I'Union européenne,
avec environ 7 000 cas estimés par an [1]. Plasmodium falcipa-
rum est I'espéce qui pose le plus de problémes en terme de sen-
sibilité. Le Centre national de référence de la chimiosensibilité
du paludisme (CNRCP) décrit le profil de la chimiosensibilité du
paludisme importé en France par |'étude des isolats de Plasmo-
dium transmis a deux laboratoires situés a Paris et Marseille
pour permettre aux autorités sanitaires (Conseil supérieur
d’hygiene publique de France) d’adapter les recommandations
chimioprophylactiques et thérapeutiques.

MATERIELS ET METHODES

Isolats

Les isolats de Plasmodium parviennent d’hépitaux francais
métropolitains au CNRCP qui confirme |'espece et la parasité-
mie et étudie leur chimiosensibilité. Un recueil d’'informations
est effectué a l'aide d’'une fiche incluant l'identité, le pays de
résidence, le pays d’origine, le pays d’infestation, la date de
retour de zone d’endémie palustre. L'usage ou non d’une
chimioprophylaxie et son observance sont indiqués par le clini-
cien. Le clinicien renseigne sur un éventuel traitement antérieur
et sur le traitement prescrit et son évolution. Lintégralité des
isolats de Plasmodium falciparum, malariae, vivax, ovale de
trois hopitaux (Bichat Claude-Bernard, Saint-Denis et Mantes) a
été étudiée. Episodiquement, des isolats sont transmis d’autres
hopitaux pour déterminer la chimiosensibilité de P falciparum.
Dans le cas des isolats soumis a une chimioprophylaxie ou a un
traitement antérieur connu, la chimiosensibilité n'est détermi-
née que pour les antipaludiques utilisés. Les isolats pour les-
quels lI'information sur la chimioprophylaxie est incompléte ou
mangquante n'ont pas été testés au laboratoire.

Tests de laboratoire

Le diagnostic d'espéce et la densité parasitaire sont confirmés
microscopiquement. Les divergences ou difficultés diagnos-
tiques font I'objet d'une confirmation par étude antigénique
(ICT®, Optimal®) ou génomique par PCR (PfDHFR, PfrRNA) [2].
Le portage de gamétocytes de P falciparum sans formes
asexuées n’est pas retenu pour le diagnostic de paludisme évo-
lutif. La détermination de la densité parasitaire au décours du
traitement permet, associée a la mesure de température corpo-
relle, de classer les réponses thérapeutiques selon les normes

OMS [3]. La chimiosensibilité in vitro du P falciparum a la
chloroquine (CQ), a I'atovaquone (A), au métabolite actif de
I"'amodiaquine (Agm), a la quinine (Q), a la méfloquine (M), a
I’halofantrine (H), et au cycloguanil (CG) est mesurée par des
tests isotopiques [4]. La culture du parasite n’est effectuée que
lorsque la parasitémie au frottis sanguin est supérieure ou égale
a 0,5 % (25 000 formes asexuées / puL de sang) et que les para-
sites ne sont pas altérés a la réception. Les seuils de diminution
de sensibilité de ces tests correspondent a la moyenne + 2 et
des concentrations inhibitrices 50 % (Clg) des isolats de succes
thérapeutiques. lls sont, respectivement, 100 nM (CQ), 30 nM
(M), 6 nM (H), 800 nM (Q), 500 nM (CG), 80 nM (Agm) et 7 nM
(A) [4]. Ces tests ont été réalisés avec les isolats provenant des
cas d’échec thérapeutique ou des malades n’ayant pas utilisé la
molécule correspondante. Le génotypage des marqueurs de
résistance est employé pour le CG et la CQ. La présence de la
mutation ponctuelle S1T08N dans le gene de la dihydrofolate
réductase est nécessaire a la résistance de P, falciparum au CG
(elle indique également la résistance a la pyriméthamine) [5]. La
présence de la mutation ponctuelle K76T dans le géne Pfcrt est
nécessaire a la résistance in vitro des isolats de P, falciparum a
la CQ [6]. La présence de la mutation ponctuelle Y268S dans le
gene du cytochrome B a été rapportée comme associée a la
résistance in vitro des isolats de P, falciparum a I’A. La présence
de mutations additionnelles N511 et C59R, associée a des hauts
niveaux de résistance au cycloguanil, a été recherchée par PCR
suivie de séquencage sur une série d’échecs prophylactiques
vrais a l'association CQ + proguanil (PG).

Nous avons développé une méthode d'analyse de fragments
d’ADN pour dénombrer les clones présents dans les isolats de
P, falciparum de patients et quantifier leurs proportions respec-
tives [7]. Le dosage des antipaludiques par chromatographie
liquide haute pression a été effectué sur le plasma des sujets
déclarant un échec prophylactique ou thérapeutique ou une
absence d’'usage d’antipaludique. Les molécules étudiées sont
la CQ, la monodéséthyl-chloroquine (CQm) qui est le métabolite
actif de la CQ, le PG qui est un précurseur peu actif, le CG qui
est le métabolite actif du PG, la M et son métabolite (Mm), I'A,
la Q et I'’Agm. Elles sont détectables a des concentrations supé-
rieures ou égales a 5 pg/L de plasma. Nous considérons que la
concentration minimale efficace est de 33 pg/L pour la CQ (envi-
ron 100 pmol/L), de 22 pg/L pour le CG (80 pmol/ml) et de 680
pg/L pour la M [8,9]. Nous considérons comme échecs prophy-
lactiques les cas de P, falciparum malgré une chimioprophylaxie
jugée correcte par les cliniciens. Sont considérés comme échecs
vrais ceux de sujets sous prophylaxie confirmés par la présence
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de concentrations plasmatiques efficaces d’antipaludiques.
L'absence d'un antipaludique a concentration efficace dans le
plasma d’un sujet sous chimioprophylaxie est considérée
comme un faux échec chimioprophylactique. Sont considérés
comme douteux les échecs dont les données pharmacolo-
giques ne sont pas conclusives.

Tests statistiques

Les résultats sont recueillis sur Excel 97. Le test de Fischer-
Snedecor est utilisé pour le calcul des intervalles de confiance a
95 % (IC 95). Les distributions d’effectifs sont analysées avec le
test de Chi 2 corrigé selon Yates.

RESULTATS

Description des cas

Pendant les deux années, 1143 et 112 isolats provenant de
36 hopitaux de la métropole sont respectivement parvenus au
CNRCP nord et sud, P, falciparum a été identifié pour 1 147 sou-
ches (dont onze associés : 4 avec P. ovale, 6 avec P malariae et
1 avec P, vivax), tous ont été identifiés par frottis-goutte épaisse,
28 ont été confirmés par PCR. Les patients ont leur résidence
principale en France ou en Europe dans la majorité des cas
(89 %) (n =1 222). L'age moyen calculé est de 32 ans [3 mois -
82 ans] avec dans 189 cas (15 %), un age inférieur ou égal a
15 ans. Le sex-ratio est de 1,5. Dans 98 % des cas (n =1 231), le
pays de contamination est en Afrique dont 23 cas ou le pays n‘a
pas été déterminé du fait d'un séjour consécutif dans deux ou
trois pays différents. Les pays d’Afrique les plus représentés
sont : la Cote-d’Ivoire (19 % ), le Cameroun (18 %), le Sénégal
(14 %), le Mali (13 %), les Comores (10 %). Le délai médian entre
le retour de zone impaludée et le diagnostic est dans 1 059 cas
de P, falciparum de 10 jours [0-330]. Pour 69 cas de P, ovale, le
délai médian est de 100 jours [0-915]. Pour 17 cas de P vivax, le
délai médian est de 109 jours [9-674]. Dans 13 cas de P. malariae,
le délai médian est de 34 jours [7-95]. Sur les 1 137 dossiers
meédicaux renseignés, 655 notent I'absence de prise chimiopro-
phylactique, néanmoins, dans 8 % des cas (sur un échantillon
de 275 sujets) la présence d’antipaludique a été détectée dans
le plasma. L'association proguanil-chloroquine (Savarine® ou
Nivaquine® + Paludrine®) est citée par 53 % des patients ayant
pris une chimioprophylaxie ; la chloroquine seule dans 31 %
des cas. Les autres prophylaxies utilisées seules sont, le
Lariam® (n = 35), la Malarone® (n = 5), la Paludrine® (n = 16), la
pyriméthamine (n = 12). Ces deux derniers composés ne sont
pas des prophylaxies recommandées par le Conseil supérieur
d’hygiene publique de France (CSHPF).

Echecs chimioprophylactiques et dosages plasmatiques

Les acces palustres a Pf sous chimioprophylaxie réguliere
(n = 163) se sont déclarés en moyenne 16 jours [0-57]], aprées le
retour en France avec une parasitémie de 1 % en moyenne. Le
dosage a permis de confirmer 35 échecs sur 109 : 14/34 a la CQ
et 21/75 a I'association CQ/PG ou Savarine® (souches prove-
nant de zone 3 et de Cote-d’lvoire (n = 7), du Mali (n = 2), du
Ghana (n = 2), de Guinée, du Burkina Faso et du Sénégal (n =1
pour chaque)). On a retrouvé en moyenne 280 pg/L de
M [57-684], dans le plasma des 8 patients en échec chimiopro-
phylactique a la méfloquine, ce qui est inférieur a la concentra-
tion minimale observée chez 15 voyageurs canadiens [9].

Traitements antipaludiques

Avant la consultation hospitaliere, 164 patients ont commencé
un traitement. Les médicaments utilisés sont: la quinine
(n = 63), la chloroquine (n = 45), 'Halfan® (n = 25), le Lariam®
(n = 17), le Fansidar® (n = 2), la Savarine® (n = 2) et des associa-
tions diverses (n = 10). Sur les 732 malades qui ont dit n'avoir
rien pris, 6 % présentent un antipaludique dans le sang, sur
155 plasmas dosés. Le traitement prescrit a I’"hopital des acces
a P falciparum (n = 899) a été dans 58 % des cas la quinine seule
(n = 522) ou associée a un antibiotique (n = 10). Les autres

traitements sont : I'Halfan® dans 177 cas (19 %), le Lariam® dans
167 cas (18 %), l'association proguanil + atovaquone (Mala-
rone®) dans 13 cas, la chloroquine dans 9 cas et la sulfadoxine-
pyriméthamine dans 1 cas. Le traitement prescrit pour les
especes autres que P, falciparum (n = 84) a été la chloroquine
dans 28 cas, la quinine seule dans 28 cas, I'Halfan® dans 11 cas,
le Lariam® dans 9 cas et la Malarone® dans 1 cas, les traite-
ments des 7 autres cas ne sont pas connus. Sur les deux années
consécutives, 15 cas d'échecs thérapeutiques ont été rapportés :
dont 8 a I'Halfan® (échecs tardifs), 6 & la quinine dont 4 précoces
et 1 échec précoce au Lariam® (tableau 1).

Tableau 1

Traitements des cas de Plasmodium falciparum analysés
par le CNRCP en 2001-2002

Traitements Nombre

Déces ETP ETT abs RCPA Non Total

ETP suivis

Quinine 3 4 2 163 34 316 522
Quinine + Ab 0 0 0 0 0 10 10
Halofantrine 0 0 8 11 2 156 177
Méfloquine 0 1 0 12 0 154 167
Atovaquone +
Proguanil 0 0 4 4 13
Chloroquine 0 0 0 0 0 9 9
Sulfadoxine +
Pyriméthamine 0 0 0 0 0 1 1

Ab : cycline ou clindamycine
ETP : échec thérapeutique précoce ; ETT : échec thérapeutique tardif ; abs ETP : pas de fievre
ni parasites a 72 h ; RCPA : réponse clinique et parasitologique adéquate

Chimiosensibilité des isolats

Suivant les criteres de |'étude, 408 tests isotopiques (333 a
Paris, 75 a Marseille) ont été réalisés ; 40 % de ces tests ont pré-
senté un échec de culture lié a la présence de médicament ou a
une altération non percue (les parasites s'altérent rapidement
apres prélevement). La sensibilité aux 6 antipaludiques étudiés
est rapportée dans le tableau 2. La fréquence de résistance a la
CQ dans ces petits échantillons fluctue entre 1996 et 2002
(tableau 3). En agrégeant les données de 1996 a 2002, la pro-
portion de chloroquino-résistance des pays du groupe 2 (33 %)
est moindre que celle des pays du groupe 3 (55 %). La sensibi-
lité au CG a été mesurée sur 691 souches, 630 souches par
étude génomique et 61 par les deux méthodes. Le pourcentage
de souches présentant la mutation ponctuelle S108N dans le géne
DHFR est de 60 %. La résistance au CG n’évolue pas entre 1996
et 2002 (p = 0,7). En 2002, en fonction des groupes définis par le
CSHPF, la proportion de résistance au CG est moindre dans le
groupe 2 que dans le groupe 3 (p < 10°). En agrégeant les
données de la chimiorésistance de 1996 a 2002, la résistance au

Tableau 2

Chimiorésistance des isolats de Plasmodium falciparum recus
par le CNRCP en 2001-2002

Antipaludiques Sensibles Résistants
Chloroquine 97 133
Cycloguanil* 416 275
Atovaquone 166 24
Méfloquine 26 3
Halofantrine 3 48
Quinine 1 54

* résistance génotypique pour le cycloguanil, phénotypique pour les autres antipaludiques
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Tableau 3

Evolution en fonction des groupes de pays définis par le CSHPF, du taux de résistance a la chloroquine, au cycloguanil, et de birésistance
des isolats de P, falciparum importés d’Afrique en France entre 1996 et 2002 et non soumis a sélection médicamenteuse (données CNRCP)

Pourcentage d’isolats résistants* (nombre testé)

1996 1997 1998

1999 2000 2001 2002

TOTAL [IC95%]

R-Chloroquine

Groupe-2 43 % (44) s 34 % (32) ns 34 % (53) ns
Groupe-3 58 % (26) 63 % (41) 57 % (53)
R-Cycloguanil

Groupe-2

Groupe-3 57 % (54) 67 % (122) 67 % (127)

R-Chloroquine et Cycloguanil

23% (47)ns 43 % (44)ns 27 % (51)ns 27 % (67)s
35 % (34)

42 % (198) ys 39 % (136)s 40 % (168) 55 38 % (162) 55 42 % (198) g5 34 % (61)ss 30 % (73)ys
72 % (111)

33 % [29-38] (338) g5

58 % (19) 61 % (28) 57 % (54) 55 % [49-61] (255)

39 % [37-42] (996) sg

73% (114) 79 % (38) 78 % (63) 70 % [67-72] (629)

Groupe-2 19% (42)ys 14 % (26)ns 15 % (49) s 7,7 % (45) s 19 % (42) s 46 % (49) ns 13 % (53)ys 13 % [9,6-19] (306)gs
Groupe-3 33 % (21) 50 % (17) 38 % (47) 25% (31)  42%(19) 49 % (26) 47 % (40) 39 % [31-48] (201)
Total 22 % (63) 28 % (43) 23 % (96) 14 % (76) 26 % (61) 20 % (75) 28 % (93) 23 % [21-24] ** (507)
* ajustement de Fischer-Snedecor NS = différence non significative, S = p < 0,01 et SS = p < 0,001 entre groupes

** non significatif entre années

CG dans le groupe 2 est de 39 % et dans le groupe 3 de 70 %. DISCUSSION

La sensibilité a la fois a la CQ et au CG a été mesurée sur 219
souches. Entre 1996-2002, la proportion de birésistance obser-
vée est moindre dans le groupe 2 que dans le groupe 3
(p < 0,001). Pour les sept années écoulées, la proportion de
birésistance observée est de 13 % dans les pays du groupe 2 et
de 39 % dans les pays du groupe 3 (tableau 3). La méthode
d’analyse de fragment nous a permis un constat inattendu : la
quasi totalité des voyageurs hébergent plusieurs souches de
Plasmodium et les génotypes de résistance varient avec I'heure
de prélevement [7].

L'évaluation de la chimiosensibilité du paludisme d’'importation
ne peut concerner que les sujets ayant présenté la maladie, d’ou
I'importance de considérer la résistance des souches isolées et
de valider par des dosages les assertions de bonne observance.
Il importe de suivre I'évolution de fréquence des chimio-
résistances et de confirmer les données observées sur les cas
importés par des études en zone d’endémie. Les taux de
résistance observés par pays sont généralement similaires dans
le paludisme d’importation et sur le terrain (tableau 4). Entre

Tableau 4

Pays classés par ordre de fréquence croissante de résistance a la chloroquine et au cycloguanil de P, falciparum importé ou étudié

sur le terrain entre 1996 et 2002 (données CNRCP)

% cycloguanil-R (n isolats)

% chloroquine-R (n isolats) % cycloguanil+chloroquine-R’

importé terrain importé terrain importé terrain
Madagascar 13 (23) - 0(13) - 0 -
Djibouti - 4 (25) - 93 (27) - 3.7
Mali 17 (170) - 33 (63) - 5,6 -
Burkina Faso 32 (38) 15 (46) 19 (16) 32 (75) 6,1 4,8
République Centre-Africaine 17 (17) - 50 (48) - 8,5 -
Cote-d’'lvoire 38 (408) 33 (61) 31 (129) 27 (64) 12 8,9
Niger - 25 (20) - 42 (26) - 10,5
Sénégal 47 (188) 36 (377) 34 (82) 48 (363) 16 17
Guinée 48 (44) - 39 (13) - 19 -
Comores 44 (117) 47 (32) 50 (41) - 22 -
République démocratique du Congo 81 (48) 95 (96) 43 (14) - 35 -
Bénin 76 (58) - 53 (15) - 40 -
Togo 87 (38) - 50 (8) - 43 -
Libéria - 84 (25) - - - -
Congo 81 (63) 86 (155) 64 (22) - 52 -
Gabon 67 (42) 43 (115) 93 (15) 92 (180) 62 40
Thailande - 100 (28) - 96 (28) - 96
cycloguanil-R : PADHFR S108N ; chloroquine-R : Clsp > 100 nmol L' ; " produit de la fréquence de résistance a chaque composé.
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1997 et 2000, 62 vrais échecs a I'association CQ/PG ont été iden-
tifiés par le CNRCP [10]. En 1996-2002, |'efficacité attendue de la
prophylaxie CQ/PG est de 87 % dans les pays du groupe 2
contre 61 % pour les pays du groupe 3 et la résistance a la M est
sporadique et sans regroupement géographique, ces données
étant similaires aux données antérieures. De ce fait, 'utilisation
et le développement des tests isotopiques et génomiques sont
importants pour étudier cette évolution. La présence de I'haplo-
type PIDHFR 108N-PfCRT76T dans 59 sur 60 souches d’échecs
de la prophylaxie CQ/PG testées entre 1998 et 2002, confirme l'inté-
rét de ces deux marqueurs [5]. Pour la CQ, une Clsy > 100nM, sur
un isolat prélevé avant traitement reste le marqueur le plus
satisfaisant d'un échec clinique chez les sujets non immuns. Les
mutations sur les codons DHFR51 et 59, fréquemment observés
dans les échecs chimioprophylactiques aux anti-foliniques,
incitent a leur utilisation. Un nombre croissant de publications
souligne le role des populations multiples dans les infections a
P, falciparum. La présence d’'un clone chimiorésistant en faible
proportion peut ne pas étre détectée et faire conclure fausse-
ment a la chimiosensibilité de I'isolat. La présence ou |I'absence
de rechute tardive, voire le portage prolongé ou asymptoma-
tigue de parasites peut étre une conséquence de cette
complexité [7]. Le dosage des antipaludiques peut confirmer un
échec prophylactique si les dates et heures de prises sont
correctement renseignées. Les concentrations minimales
efficaces sont définies sur la base des expériences préalables,
elles nécessitent des études sur les molécules nouvellement
utilisées. La validation des renseignements cliniques des isolats
a analyser est essentielle a la bonne interprétation des résultats
de chimiosensibilité.

CONCLUSION

Les résultats de cette étude montrent que la chimiosensibilité
du paludisme d’importation est stable dans les zones d’ou pro-
viennent en plus grand nombre les isolats regus par le CNRCP
en 2001 et 2002. Les études menées sur le terrain confirment
cette stabilité. La résistance a la molécule la plus utilisée (asso-
ciation CQ/PG) est stable, toutes zones confondues entre 1996 et
2002, sur le paludisme d’'importation [10,11]. Le traitement de
premiere intention de I'accés simple de paludisme a Plasmo-
dium falciparum, en 2001-2002, est une monothérapie par la
quinine, la méfloquine ou I'halofantrine. L'accroissement d’utili-
sation de la Malarone® depuis 2002 nécessite une surveillance
particuliere de la chimiosensibilité des souches d'importation a
I'atovaquone et au cycloguanil et le développement de tests
appropriés. Le déploiement en zone d’endémie du coartéme-
ther (Riamet®) nécessite la surveillance de la sensibilité de
Plasmodium falciparum a la luméfantrine et a I'artémether. La
négligence par les voyageurs d'une chimioprophylaxie anti-
paludique, nécessite des messages plus ciblés ou personnalisés

rappelant son efficacité et sa tolérance et le risque potentielle-
ment mortel de lI'acces palustre [12]. Nous confirmons que la
principale origine du paludisme d'importation est le défaut
d’observance de la chimioprophylaxie plus que son inadéqua-
tion. Les échecs thérapeutiques sont également le plus souvent
dus a un défaut d’observance du traitement.
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