a chimiorésistance est un des obs-
tacles majeurs qui entravent les pro-
grammes nationaux de lutte contre

le paludisme depuis des décennies.
L’Organisation mondiale de la santé
(OMS) définit la « chimiorésistance »
comme «l'aptitude d’une souche de para-
sites du paludisme 2 survivre ou A se repro-
duire malgré Padministration et absorp-
tion' d'un médicament employé A des
doses égales ou supérieures aux doses ordi-
nairement recommandées mais comprises
dans les limites de tolérance du sujet » [1].
Certe définition a été formulée en 1973, 2
'époque ot ni la technique de mise en
culture i% vitro de Plasmodium falciparum
ni la chromatographie liquide de haute
performance n’étdit au point et que la bio-
logie moléculaire érait encore un domaine
naissant réservé 3 quelques généticiens ini-
tiés. Il n’est donc pas éronnant que la défi-
" nition de la chimiorésistance citée ci-des-
sus, toujours considérée comme officielle,
soit entierement fondée sur une observa-
tion clinique. Ftant donné Iévolution
technologique, tant en pharmacologie
qu’en génétique, devrions-nous nous
contenter de cette définition aujourd’hui ?
Afin de mieux comprendre les notions
de la chimiorésistance avancées par diffé-
rents auteurs, nous présentons les tech-

L. Basco, P. Ringwald : Laboratoire de
recherche sur le paludisme, Laboratoire
associé francophone 302, Organisation de
coordination pour la lutte contre les endé-
mies en Afrique centrale (OCEAC) et Insti-
tut de recherche pour le développement
{IRD ; ex-ORSTOM), BP 288, Yaoundsé,
Cameroun.
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Chimiorésistance du paludisme
problemes de la définition
et de I'approche technique

Léonardo Basco, Pascal Ringwald

niques qui sont actuellement utilisées
pour détecter la résistance : le test in
vive, le test in vitro, le test dit moléculai-
re et le dosage de médicaments. Chacune
de ces méthodes aborde le phénoméne
de la chimiorésistance sous un angle dif-
férent.

Tests in vivo

Le test in vivo a été, et est toujours, la
technique de base pour déceler la résis-
tance.  Cependant, le test i1 wivo n’est
pas standardisé pour plusieurs raisons et
il faue plutdt parler des tests 772 vivo. Les
tests in vivo les plus connus ont été
développés par POMS [1]. La méthode
appelée le « test standard de 28 jours {ou
l’épreuvc prolongée) » est fondée sur un
suivi para51tolog1que }ournaher durant la
premiére semaine, puis un su1v1 para51to—
logique hebdomadaire jusqu'au 28¢ jour.
Il est fortement préconisé de réaliser ce
test dans une région indemne du palu-
disme de manitre a empécher une réin-
fection durant la période du suivi, I va
de soi qu'une telle méthode entraine une
mobilisation des ressources de santé rares
et/ou précaires dans la plupart des pays
affectés par le paludisme. Un test alter-
natif, appelé le « test de 7 jours», se limi-
te 4 des suivis parasitologiques quoti-
diens durant la premitre semaine. Ces
deux tests, mis au point en 1973 par
POMS, permettent linclusion des pot-
teurs asymptomatiques, cest-3-dire le
plus souvent les écoliers africains. Les
résultats des gourtes épaisses sont inter-
prétés par le systtme de classification S-
RI-RII-RIIL. Cette classification exclut
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toute notion de I'érat des malades, car la
fizvre et d’autres signes cliniques et
symptdmes ne sont pas pris en compte.
Ces limites ont poussé 'OMS 2 mettre
au point d’autres tests in vivo. Le test
simplifié¢ de 1994 est effectué sur
14 jours, avec des suivis 4 J3, J7 et J14
des malades (3 Pexclusion des porteurs
asymptomatiques), et introduit -des cri-
teres cliniques (essendellement la fitvre)
et parasitologiques [2]. D’aprés notre
expérience, la double classification de
chaque malade (réponses parasitolo-
giques A, B et C et réponses cliniques)
nest pas totalement satisfaisante. Le test
in vivo de 1994 a été modifié en
1996 [3]. Ce dernier se veut le test sim-
plifié standard de 14 jours, particulitre-
ment adapté pour les études en Afrique.
Comme son prédécesseur, les réponses
parasitologiques et cliniques sur 14 jours
sont prises en compte mais la classifica-
tion des réponses a été simplifide (répon-
se clinique adéquate — échec thérapeu-
tique tardif — échec thérapeutique
précoce). Outre ces tests développés par
POMS, il existe le test in vive simplifié
de Rieckmann (suivis parasitologiques 2
J3 et J7 ; classification S—RI—RII-RIIT)
et le test iz vivo simplifié appliqué sur le
terrain autrefois par 'OCEAC: (un seul
suivi parasitologique 2 J7) [4-6]. Bien
que certaines équipes sur le terrain appli-
quent encore ces deux tests, ils peuvent
étre considérés comme désuets.

Les avantages des tests #z viwo compor-
tent: :
— la facilité relative de leur mise en
ceuvre, y compris dans des villages loin-
tains, avec un minimum deqmpements
et de formation des personnels sani-
taires;
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— le suivi des malades, permettant
d’intervenir rapidement en cas d'aggrava-
tion clinique par soit un changement de
médicament, soit I’hospitalisation ;

— le recueil des données cliniques et épi-
démiologiques sur le terrain. Tous ces
facteurs sont importants pour guider la

politique nationale de la lutte contre le
paludisme. :

Dans quelles mesures les tests in vivo
sont-ils fiables pour déceler la chimioré-
sistance ? Mis 3 part les désaccords sur la
technique qui devrait servir de référence,
les tests iz vive ont plusieurs inconvé-

nients pour détecter les cas de résistance..

. -Un échec thcrapeuuque (tardif ou préco-

ce) n'est pas un synonyme de résistance, .
car plusieurs facteurs qui ne sont pas liés
4 la résistance des’ parasites peuvent étre

3 lorigine d’une rechute clinique et/ou
parasitologique. On peut citer les pro-

Sum'mary A

Drug-resistant mala.ua. problems Wlth its deﬁmtlon and technical approaches
L. Basco, P. Ringwald ’ . o Ny A :

In antimalarial chemot/yempy drug resistance is defined as “the abzlzty of a pczm:zte strain to survive mzd/or multzply despzte the
administration and absorption of a drug in doses equal to or higher than those usually recommended but within the limits of
tolerance of the subject”. This official World Health O;gzzmzzztzo;z definition, based on clinical and parasitological observations,
was established in 1973, when genetics, pharmacology and in vitro culture techniques were still in the ezzrly smges of develop-
ment. Several techniques are currently used to detect drug-resistant Plasmodium falciparum.

Several in vivo tests, the traditional gold standard for the detection of drug resistance, have been developed C[amml vests. include
the 28-day extended test and the 7-day test, interpreted using the S-RI-RII-RIII classification system (S for susceptible and R Jor,
resistant, with three degrees of resistance, I to II, depending on parasitological response). These tests cannot be applied in practi-
ce, in field situations, and the results do not take into account the. clinical condition of the patient, largely: because they were
designed for use with asymptomatic carriers: These limitations led to the development in 1994 (modified in 1996) of the more
practical and simplified 1 4- dzzy test of therapeutic efficacy. This test classifies the patients clinical and parasitological response as

adequnte clinical response”, “late trearment failure” or ‘early treatment failire”. This i vivo test of therapeutic efficacy can be
applied in the field with a minimum of health facilities, personnel and other resources. However, true cases of drug resistance
may not. always be detected by in vivo tests due to p/mrmzzcokznetzc wzruztzom, remﬁctzon, mult p[e z7zféctzom, noncomplzzzme or
interference with the acquired immune response.

The most commonly used reliable in vitro assay, the isotopic microtest, determznes the drug concentration at w/azc/y 50% of, pam—
site growth is inhibited (50% - inhibitory concentration ICsy). The in vitto assay not only yields quantitative resulss, it also
determines the phenotype of the parasite independently of the immune and physiopathological conditions of the host. However,
this in vitro assay requires highly skilled persomzel and laboratory equipment. In addition, parasites isolated [romgpatients who.
bave taken medication on their own initiative a few days before consultation usually do not grow in vitro' and the interpretation
of assay results for patients with multiple infections may be equivocal. One of the major - problems with in vitro tests is the deter-
mination of the threshold I Csp values thar distinguish susceptible from resistant parasites. There are currently no fully validated’
cut-off points for assessing in vitro resistance. Despite these shortcomings, in vitro tests are of value, ptzrt‘zculzzrl if pe;fbrmed in,
parallel with the in vivo test.

Molecular biology has made a major contribution to our understanding of the mecbzznzsms of drug 7eszstzmce Discrete point’
mutations in the genes encoding dibydrofolate reductase and dibydyopteroate synthase are strongly associated with resistance in
vitro to pyrimethamine and sulfadoxine, respectively. Preliminary results have also suggested that these mutations are responsible
for the failure of sulﬁzdoxzne pyrimethamine combination- treatment. No causal relationship | between dzmete polymorphisms in
the candidate genes and in vitro chloroquine resistance has yet been established. o

High- pe;j‘brmzznce liguid chromatography is being increasingly used to determine the plzz:ma concentmtzam of zzntzmalamzl
drugs in patients with prophylactic or therapeutic failure, to check that the fuilure of the trearment is not due o madeqmzte
levels of the drug in the patient.

Tiking into account all these aspects of resistance to ﬂntzmalarzal dmgs we think that the WHO deﬁmtzon of d; ug resistance is
now inadequate. We propose the follow criteria for drug resistance: treatment failure, high IC50 value, parasite populations.
identical before treatment and during regrowth, presence of mutations associated with in Vito drug resistance, and adequate
plasma concentrations of the drug. Standardized methods and collaboration between laborasories are required in the study of
drug resistance, to increase ou understanding of this phenomenon. The ultimate goals should to be enbance zntematzonzzl coope-
ration, to produce epzdemzologzml desmptzons of drug resistance bzzsm’ on solid ewdencz and. to guzde national prognzms Jor
»malaruz control. ) ) T :
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blémes pharmacocinétiques (faible

absorption, faible taux de biotransforma-
tion pour certaines pro-drogues, élimina-

" tion rapide, vomissements), la dégrada-
tion. des médicaments avant méme: la
_prise, la réinfection (durant ou aprés le

traitement) ou la multi-infection par des
populations parasitaires possédant des
caracteres biologiques distincts (avant le
traitement) et la non-observance des trai-
tements prescrits.. En -revanche, une
réponse clinique adéquate n’est pas wou-
jours Iéquivalent d’une ‘sensibilité des
parasites au médicament. La prémuni-
tion et la prise, non rapportée, d’autres

médicaments et/ou de remédes dits tra-

ditionnels sur la base des extraits de
plante, avant ou durant-le traitement,

peuvent éventuellement fausser linter- -

pretatlon du tCSt 271 vivo.

Tests in vitro .

Le ‘test in wvitro est-il plus fiable que le
test in vivo pour détecter la’ chimiorésis-

. tance ? Comme pour les tests in vivo, il

existe plusieurs tests' iz ‘vitro. Parmi les

" tests mis au point, le plus fiable, le plis
reproductible et le plus utilisé est le-

microtest isotopique, réalisé par Iincuba-
tion des parasites dans un milieu de
culture standardisé réparti dans des puits
contenant une gamme de concentrations
des médicaments [7]. L’inhibition de'la
croissance parasitaire est. tracée en fonc-

tion de la concentration des médica- -
ments et la concentration inhibitrice &'

50 %‘(CIsO) est calculée par re'gression
finéaire ou non linéaire. Les variantes du

'microtest, appelées le semi-microtest et
le macrotest de 'OMS, ‘e sont plus uti--
lisées. LOMS a developpe un microtest.
~ standard 2 lecture microscopique pour
I'application sur le terrain. Les spécia-

listes de POMS admettent que ce test est

moins fiable que le test isotopique [8].-

Les résultats du test optique sont expri-
més en concentration minimale inhibi-
trice. Les résultats du microtest isoto-
pique et du microtest oprique de FOMS
ne sont pas comparables.

Par rapport aux difficultés de Iinterpré-
tation des tests iz vivo; le test de chimio-
sensibilité in vitro apporte un résultat
quantitatif. De fait, comme les parasites

-sont. cultivés ‘in wvitro, en dehors' des

contextes pathologiques et immunolo-

‘giques, le phénotype déterminé par le

test in vitro semble objectif et reproduc—
tible. Toutefois, la technique du test in

vitro West pas facx[e 4 marriser et elle
nécessite des réactifs. stériles et des équi-
pements lourds (hotte, compreur & scin-

" dllation pour les tests 1sotopxques, centri-

fugeuse, microscope). En pratique, la
plupart des parasxtes isolés des malades-

-qui ont pratiqué I'automédication avant

consulration médicale ne se muluphent
pas in vitro. Cette contrainte technique

Test dit moléculaire

Comme toure nouveauté, 'essor des nou- -
velles technologies dérivées de la biologie -
moléculaire séduit notre esprit. La réaction

‘en chaine par la polymérase (polymerase

élimine beaucoup d’échantillons des iso-,

lats en Afrique ot I'automédication fait
partie des pratiques courantes. En outre,
la correspondance entre le résultar quan-
titatif 7z vitro et la sensibilité (ou la résis-
tance) n’est pas toujours univoque, ern
particulier lors d’une infection multiple.

-1l est tout A fait possible qu'une popula-

tion dominante ou majoritaire masque le
phenotype des autres populations de
parasites présentes dans un isolat. A
I'heure actuelle, nous ne pouvons pas, en
routine, séparer les différentes popula-
tions d’un isolat et effectuer le test in
vitro sur chacune de ces populations.

Le probléme central des tests iz vitro estla

. relation entre fa Clsq et la résistance. Les

sedils de résistance iz vitro ont éié, le plus
souvent, déterminés -arbitrairement sur la
base du paludisme importé. Ces seuils

le terrain. Le calcul du seuil en prenant la

chain reaction, PCR), I'hybridation par
sondes et le séquencage ’/ADN apportent-
ils une meilleure définition de la chimioré--
sistance du paludisme ? Pour que la biolo- -
gie moléculaire- porte ses fruis, il faut
d’abord identifier le géne de résistance. En

. ce qui concerne les genes supposés de résis-
jtance' 4 la chloroquine (et 2 Ja meﬂoqume)

3 savoir pfindr 1 et g2, les émdes n’ont pas
encore confirmé le¢ lien direct et causal
entre le phénotype (chimiorésistance) et le
genotype (sequences d’ADN). En revanche,
les gtnes de résistance 2 la pyriméthamine
(et au ¢ycloguanil, le mérabolite actif du
proguanil) et & la sulfadoxine sont érablis,
clonés et séquencés chez P. ﬁzlczpamm n.
s'agit, respectivement, des génes codant
pour la dihydrofolate réductase (DHFR) et
pour la dihydroptéroate synthetase

" (DHPS). Dans les deux cas, la résistance

'n’ont aucun fondement en clinique ou sur

moyenne des C150 + deux écarts types est

souvent proposé comme solution mais
3 . . 7.2 «17
cette approche n’a jamais été validée. De

‘méme; le taux plasmanque de. médica-
‘ment ne semble pas étre un bon critdre de -
- la résistance iz vitro, car la méthode de la
‘culture #7 vitro ne reproduit pas les condi-
tions iz vive (hématocrite, proportion du

sérum ‘dans le milieu de culture, composi- . . _

tion du milien de culture, temps d'incu-

bation). Certaines équipes ont fixé le seuil,

médicament donné pour un clone de réfé-
rence sensiblé et pour un clone de référen-

" de résistance en comparant les Clsp d'un.

ce résistant. Les clones de référence ont

souvent dérivé de I'érat -originel, suite 2'de
longues années de culture dans les milieux
artificiels, et leur niveau de sensibilité ne

reflete pas forcément celui des isolats frais.
. Aujourd’hui, nous pouvons dire qu il exis-
“ te peu de seuils de résistance in vitro vali-

dés car les études recherchant une concor-
dance entre les tests iz vivo et les tests in
vitrg et incluant un nombre suffisant de
patients sont longues, rares et limitées 2

. quelques médicaments [9]. Malgre ces

inconvénients, le test in vitro peut appor-
ter des données complémentaires sur la
chimiorésistance §'il est effectué en paralie-
le avec le test # vivo car ces deux tests ne
mesurent pas le méme phénoméne.
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vitro- est fortement associée 2 la présence. -
d’une mutation ponctuelle clé (Iacide .
aminé 108 pour la DHFR et I'acide aminé
437. pour Ia DHPS). Le niveau de résistan-
ce in-vitro 2 la pyrméthamine et 2 la sulfa-
doxine augmente en fonction 'du nombre
de mutations ponctueﬂes ()usqua quatre
chez P. falciparum) présentes. en plus de

celle de I'acide aminé clé,” Ces mémes

mutations ponctuelles semblent &tre A Lori-+
~gine d'échec thérapeutique a Fassociation -

sulfadomne—pyrunethamme [10]

Dosage
de medlcaments
La quatriéme techmque qui est. tinhsee’

pour apporter des arguments pour la chi-

miorésistance - est le dosage sangum de

" médicaments. Cette techmque a été cou-

plée avec des tests iz vivo pour Panalyse des
cas d’échec afin d’érablir que la posologie
administrée au malade est corrélée 2 une
concentration adéquate d’antipaludique
dans le plasma ou le sang total. A I'heure
actuelle, la chromatographie’ liquide de
haute performance (CLHP) est admise
comme la technique de référence la plus
sensible: et [a plus fiable parmi les diffé-
rentes- méthodes de dosage Comme pour
les autres techniques, il existe une multitu-
de de protocoles de CLHP pour un méme
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médicament. En outre, en raison des

" importantes variations intra- et inter-indivi-

duelles bien connues dela pharmacociné-
tique, il n’existe pas de valeur seuil qui
refléte la bonne absorption du médicament.

Pour revenir & notre question de départ, &
savoir si nous devons garder la définition de
la chimiorésistance telle qu'elle a éié formu-
lée en 1973, nous pensons que la réponse
est non. Compte tenu des divers facteurs
que nous avoris évoqués ci-dessus, plusieurs
conditions devraient, d’aprés nous, étre
requises pour documenter, 2 heure actuel-
le, Ia vraie résistance de P. falciparum :

— Péchec thérapeutique (selon un test in
vivo standardisé) ; .

— la concentration inhibitrice 4 50.% éle-

_ vée (selon un test in vitro standardisé) ;
. — |a mise en évidence des profils géné-
tiques identiques des populations parasi- .-

taireés avant traitement et lors d’une
rechute afin d’exclure la réinfection ;
— la présence des mutations associées 2 la

* résistance i vitro (Sl S'agit d’'un médi-

cament dont la cible moléculaire est bien
caractérisée) ;- .
— le taux plasmatique compatible' avec

‘une bonne absorption du médicament. -

D’un point de vue opérationnel ou cli-
nique, une telle exigence est difficile 3
remplir et il existe peu d’équipes capables
d’examiner tous ces aspects de Ja chimioré-
sistance. Un réseau de collaboration Nord-
Sud des instituts de recherche est.sans
aucun doute indispensable pour mener les
études approfondies ‘de la chimiorésistan-
ce. Il est enfin indispensable de standardi-
ser les techniques (test .2 vivo, test in vitro;
protocole de PCR et de séquencage,
CLHP) afin de favoriser les échanges entre
les équipes et de pouvoir apporter de
meilleurs outils pour établir la chimiorésis-
tance, ce qui serait une des premieres
étapes pour obtenir des données fiables sur
Pépidémiologie de la chimiorésistance du
paludisme et pour guider des programmes
nationaux de lutte contre le paludisme ll
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Résumé

En’ 1973, 'Organisation mondiale de la santé a défini la chimiorésistance des parasites du paludisme comme « aptitude
d’une souche de parasites du paludisme 4 survivre ou 2 se reproduire malgré 'administration et 'absorption’ d’'un médicament
employé 4 des doses égales ou supérieures aux doses ordinairement recommandées mais comprises dans les limites de tolérance
du sujet ». Les avancées techniques acquises dans divers domaines de la biologie humaine et parasitaire ont révélé linsuffisance
de cette définition, fondée exclusivement sur Pobservation clinique et Uexamen parasitologique. Aujourd’hui, quatre approches
méthodologiques sont couramment utilisées afin d’analyser le phénomene de la chimiorésistance du paludisme. Tout d’abord,

‘bien que le test iz vivo ne soit pas standardisé, il représentait jusqu'en 1996 la méthode de base pour déceler la résistance. Le

test 7 vivo est relativement facile 4 mettre en ceuvre sur le térrain et permet de suivre les malades et de recueillir des données
cliniques.. Cependant, un échec thérapeutique n'est pas nécessairement dft & la chimiorésistance, étant donné que des pro-
blémes pharmacocinétiques, la réinfection ou la multi-infection’ peuvent &tre 4 lorigine de I'échec clinique: De méme, la sen-

-sibilité des parasites au médicament ainsi que I'auromédication et la réponse: immunitaire acquise peuvent conduire 2 une -

réponse. clinique adéquate. La deuxitme méthode, le test in witro, contourne certains de ces inconvénients mais sa mise en
ceuvre nécessite une formation spécialisée’ des personnels, des réactifs stériles et des équipements lourds, peu compatiblés avec
son application généralisée sur le terrain. Les parasites des malades ayant pratiqué 'automédication ne sont pas utilisables.
Linterprétation des résultats est parfois équivoque lorsqu’il s'agit d’'une infection multiple et le rapport direct entre le niveau
de sensibilité in vitro, exprimé en concentration inhibitrice 50 %, et la résistance est pas clairement défini. La biologie molé-
culaire représente une autre approche technique qui S'est avérée trés utile pour analyser les génes de résistance 2 la pyrimétha-
mine et 4 la sulfadoxine. Cependant, le géne de résistance 4 la chloroquine (et aux amino-alcools) nest pas encore identifié
avec certitude. Enfin, le dosage de médicament permet de juger si un échec thérapeutique ou prophylactique a eu lieu en pré-
sence d’'un taux plasmatique adéquar de médicament(s) antipaludique(s). Des variations inter-individuelles importantes de la
pharmacocinétique des antipaludiques rendent souvent l'interprétation des résultats difficile. A la suite des progrés techniques,
nous proposons que les conditions suivantes soient requises pour définir la chimiorésistance : Péchec thérapeutique, la concen-
tration inhibitrice 50 % élevée, l'identité des populations parasitaires avant traitement et lors d’une rechute, la présence de
mutations sur le géne de résistance et le taux plasmatique témoignant d’une bonne absorption du médicament. Il est enfin
indispensable de standardiser les techniques et de favoriser les échanges entre les équipes, ce qui sérait une des premitres
étapes pour obtenir des données fiables sur I'épidémiologie de la chimiorésistance du paludisme et pour guider les pro-
grammes nationaux de lutte contre le paludisme. : :
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