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Surveillance de la sensiblilité du paludisme
aux antipaludiques

But épidemiologique
prospectif

signal d’'alerte
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Intérét de I'étude de la chimiosensibilité

Evaluer la diminution d’efficacité d’'un antipaludique

Estimer son arrét d’utilisation

REPUBLIQUE FRANCAISE



Résistance aux antipaludiques

 Définition OMS (1965) :

« Aptitude d'une souche de parasite du
paludisme a survivre ou a se reproduire,
malgré I'administration et I'absorption d’'un
medicament employé a des doses égales
OU supeérieures aux doses recommandées
ordinairement, mais comprises dans les
limites de la tolérance du sujet. »

REPUBLIQUE FRANCAISE



Résistance aux antipaludiques

* Définition OMS (1965) :

« Aptitude d'une souche de parasite du
paludisme a survivre ou a se reproduire,
malgré I'administration et I'absorption d’un
medicament employé a des doses égales
OU Supérieures aux doses recommandées
ordinairement, mais comprises dans les
limites de la tolérance du sujet. »

guand il ne peut plus étre prescrit car les doses

« Reésistance » a un médicament jusque-la utilise,
' données deviennent toxiques



Dates d'introduction des antipaludiques et
d'apparition des résistances de P. falciparum

Combinaisons
avec artémisinine

Proguanil Artemisinine Halofantrine
PG Hal
[ Sulfadoxine-
Chloroquine Pyriméthamine Mefloquine
CQ Pyr-SDX MQ
1940 1945 19‘50 1955 |1960 19]65 1970 1975 1980 1985 19P0 19P5 200D |2005
COR Pyr-SDX R CQR MQ R
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Malaria transmission areas and reported P falciparum resistance, 2004

e

P falciparum chloroquine resistance i
P falciparum sulfadoxine-pyrimethamine resistance
P falciparum mefloquine treatment failures

E ]

>, q

Liberté + Egalité » Fraternité Service
de Santé

. des Armées

REPUBLIQUE FRANCAISE
Ministéere de la Défense



Evaluation de la résistance aux antipaludiques

Tests In VIVO

Tests In vitro

Tests moléculaires

Dosages des antipaludiques

Service
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Tests In VIVO

Evaluation essais cliniques

Surveillance échec clinique au cours traitement

REPUBLIQUE FRANCAISE



Tests In VIVO

Test standardisé de 'TOMS (WHO/MAL/96.1007)
Test d’efficacite thérapeutique OMS

Echec thérapeutique précoce (ETP)

Echec thérapeutique tardif (ETT)

Réponse clinigue adéquate (RCA)

Service



Test d’efficacite thérapeutique OMS

o J1 Jﬁ Jﬁ J4 Jﬁ (J14) ﬁzs
CP CP CP CP CP CP

C = Examen clinique : température, recherche de signes de gravité
P = Parasitemie WHO/HTM/RBM/2003.50



Test d’efficacite thérapeutique OMS

Echec thérapeutique
précoce (ETP)

T°2>37,5°Cet PJ3 >0
ou PJ3 >1/4 PJO

| T°>37,5°C et PI2>PJ0 |

Signes gravité et P>0

JTZT JTBT
CP CP CP CP

C = Examen clinique : température, recherche de signes de gravité
P = Parasitemie WHO/HTM/RBM/2003.50

JO J1



Test d’efficacite thérapeutique OMS

ETT = Signes gravité et P>0
ouT®> 37,5°C et P>0

EPT = P>0 entre J4 et J28
sans signe clin.

o J1 Jﬁ Jﬁ J4 Jﬁ (J14) ﬁZS
CP CP CP CP CP CP

C = Examen clinique : température, recherche de signes de gravité
P = Parasitemie WHO/HTM/RBM/2003.50



Test d’efficacite thérapeutique OMS

Réponse
cliniqgue
adéquate

(RCA)

o J1 Jﬁ Jﬁ J4 Jﬁ (J14) ﬁZS
CP CP CP CP CP CP

C = Examen clinique : température, recherche de signes de gravité
P = Parasitemie WHO/HTM/RBM/2003.50



Test d’efficacite thérapeutique OMS
Echec thérapeutique Echec thérapeutique Réponse

précoce (ETP) ou parasitologique clinique
adéquate

tardif (ETT & EPT)

(RCA)
T° > 37,5°C et PJ3 >0

ou PJ3 >1/4 PJO

ETT = Signes gravité et P>0
| T°>37,5°C et PI2>PJ0 | ouT® 2 37,5°C et P>0

EPT = P>0 entre J4 et J28
sans signe clin.

Signes gravité et P>0

!
—————————————————eee D,
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CP CP CP CP CP CP

C = Examen clinique : température, recherche de signes de gravité
P = Parasitemie WHO/HTM/RBM/2003.50




Test d’'efficacité thérapeutigue OMS

Echec thérapeutique
précoce (ETP)

Réponse
clinique

adéquate
(RCA)

T°>37,5°Cet PJ3 >0

ou PJ3 >1/4 PJO
s gravité et P>0
= > 37,5°C et P>0
‘ EPT = P>0 entre J4 et J28

T° > 37,5°C et PJ2 zlm
Signes dravité et P>0
Zone de transmission
M Jﬁ Reinfection K ﬁ%

CP CP CP CP CP CP
C = Examen clinique : température, recherche de signes de gravité
P = Parasitémie WHO/HTM/RBM/2003.50




Tests In VIVO

Investiguer les différents isolats issus du méme patient

*‘mémes souches presentes a J differents = echec clinique

*souches différentes = nouvelle infection

-

Techniques de biologie moléculaire
(MSP1, MSP2, GLURP)
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Interprétation

Pour un marqueur

~ I I ~ B
Alleles tous identiques a JO et JX — ecruaescence
.
A B B
Alleles manquants a JX — Recrudescence
.
Alleles additionnels a JX mmm == Recrudescence
.
Alléles différents entre JO et JX — Réinfection
.
.
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Evaluation de la résistance aux antipaludigues

Tests In VIVO

Tests In vitro

Tests moléculaires

Dosages des antipaludiques

el R BA-Antenne Marseille/BP/02-06-2009



Tests biologiques de résistance
Test In vivo

Métabolisme Obser\_/ance
Pharmacocinétique Compliance

Statut nutritionnel

Réinfection -
Immunité
Antipaludique Autre médicament
Efficacité ?
= N Q
EMRBA-Antenne Marseille/BP/02-06-2009 REPUBLIQUE FRaNCAls: t) de Santé
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' RBA-Antenne Marseille/BP/02-06-2009

Tests biologiques de résistance
Tests in vitro (paludogramme)

Antipaludique

A

Activité in vitro ?




Tests biologigues de résistance
Tests in vitro (paludogramme)

» mesure (microscopigque, isotopique, Immunoenzymatique)
Inhibition croissance parasitaire avec des doses croissantes

d’antipaludiques : A

Concentration inhibitrice 50% (CI50%) 1%%‘;//‘;
Concentration inhibitrice 90% (C190%)

50%




Tests biologiques de résistance
Tests in vitro (paludogramme)

Analyser la fluctuation des Cl., d’'annee en année
pour une zone determinée,

Seuil de diminution de sensibilité in vitro

EEEEEEEEEEEEEEEEEEE

de Santé



Intérét / limites

— evolution selon temps & lieux

— indépendant de 'immunité

— sensibilité initiale avant utilisation + prédiction

— réalisables sur toutes les moléecules

— etude plusieurs molécules & résistances croisees

— parasites vivants, standardisation & cout

— resultantes des valeurs des différentes populations de
parasites présentes dans l'isolat a I'instant t

— parasitemie > 0,05%

— délai entre prelevement et mise en culture < 96h

— pas d’interruption de la chaine du froid

rFEs 8....
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Prediction de la résistance clinique

EARLY WARNINGS OF CLINICAL FAILURE
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Aujourd'hui : Les tests de chimiosensibilité

lolenEs sgiee: Depuis 1995 : > 3000 isolats testés

v'Chloroquine
v'Quinine
v Cycloguanil Tests dans la population militaire impaludée
v Pyrimethamine en diminution
v'Méfloquine
v'Halofantrine
v’ Dihydroartémisinine Peu ou pas d’information sur la circulation de

Doxycycline souches résistantes dans des zones ou séjournent

v Amodiaquine _ i
v Atovaquone (susceptibles de_sejourner) les forces

v'Luméfantrine
v"Monodéséthylamodiaquine
Etudes parmi les populations autochtones

rFEs 8....
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Etudes de la résistance aux antipaludiques
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Etudes de la résistance aux antipaludiques

Mali (en cours)

Niger
Dugelay F., et al. (2003). Ann. Trop. Med. Parasitol. 97,83-86. DJ | bO Ut| [ B |
Bogreau H., et al. (2006). Am. J. Trop. Med. Hyg. 74, :953-959.

Rogier C., et al. (2005). Emerg. Infect. Dis., 11, 317-321.
Bogreau H., et al. (2006). Am. J. Trop. Med. Hyg. 74, :953-959.
Pradines B., (2006) Antlmlcrob Agents Chemother 50, 3225-3226.

Sénégal :m
Henry M., et al. (2006) Am. J. Trop. Med. Hyg. 75,146-151
Pradines B., et al. (1996). Méd. Trop., 56, 141-145.
Pradines B., et al. (1998). Am. J. Trop. Med. Hyg., 58 , 354-357.
Pradines B., et al. (1998). J. Antimicrob. Chemother. 42, 333-339.
Pradines B., et al. (1999). Antimicrob. Agents Chemother. 43, 418-420.
Pradines B., et al. (2000). Am. J. Trop. Med Hyg.62, 82-85.
Pradines B., et al. (2002). Trop. Med. Int. Health 7,265-270.
Gari-Toussaint M.., et al. (2002). Presse Med. 31, 1136.
Diouf B., et al. (2002). Dak. Med., 47, 5-11.
Pradines B., et al. (2006). J. Antimicrob. Chemother. 57, 1093-1099.
Pradines B., (2006). Antimicrob. Agents Chemother. 50, 3225-3226.

Cote d’Ivoire I m

Bogreau H., et al. (2006). Am. J. Trop. Med. Hyg. 74, 953-959.

Gabon M H

Pradines B., et al. (1998). Parasitol. 117, 541-545.

Pradines B., et al. (1999). Am. J. Trop. Med. Hyg. 60, 105-108.
Pradines B., et al. (1999). Bull. Soc. Path. Ex. 92, 91-94. 5.3 - -
Pradines B., et al. (2001). J. Antimicrob. Chemother. 48, 179-184. Cam eroun .:.

Pradines B., (2006). Antimicrob. Agents Chemother. 50, 3225-3226.
Congo MW (en cours)

Pradines B., et al. (2006). J. Clin. Microbiol. 44, 2404-2408.

26 publications
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Etudes de la resistance aux antipaludiques

Transfert de technologie et mise en place de laboratoires
de chimio-sensibilité du paludisme dans des pays ou
séjournent les Forces Francaises (Schéma directeur du
paludisme, EMA, 2007-2010)

2009 Hopital Principal de Dakar, Sénégal (sept a nov 2009)
2010 Faculté des sciences médicales de Libreville, Gabon

Formation du personnel a IRBA — antenne Marseille (1 mois)
Formation sur site (2 mois)

* Mise en place du laboratoire

« 1€ étude de terrain

« Validation labo de terrain

eeeee
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Etudes de la resistance aux antipaludiques

Transfert de technologie et mise en place de laboratoires
de chimiosensibilité du paludisme sur les 3 continents
(Fondation B & M Gates 2009-2014)

VWWARN Fs

|
WorldWide Antimalarial Resistance Network X -

2 laboratoires sélectionnés pour assurer :
a formation

a mise en place

e Sulvi

a gualité des données

=W e @ v
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Laboratoire de terrain d’évaluation de la chimiosensibilité
Du terrain au laboratoire (et vice versa)

(1 microscope, 1 centrifugeuse, 1 bain-marie, 2 brdleurs gaz, boites conservation alimentaire)

E ]
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Laboratoire de terrain d’évaluation de la chimiosensibilité
Du terrain au laboratoire (et vice versa)

iberté + Egalité = Fraternité
REPUBLIQUE FRANCAISE de Santé
Ministere de la Défense I\ des Armées
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Laboratoire de terrain d’évaluation de la chimiosensibilité
Du terrain au laboratoire (et vice versa)

Prix du poster 2007

Attribué par Les Actualites du Pharo

M&Sroiwe Impiiye T eNnlnT e dop TN e mnier | A

VALIDATION D'UNE TECHMIQUE = DE FORTUNE » POUR L'EVALUATION
DE LA CHIMIOSENSIBILITE IV VITRO D'ISOLATS DE TERRAIN DE
PLASMODIUM FALCIPARUM AU GABON

B Praoises A Py M AL Masgooss . P Gravies’, ) Mosyss L |
Bager . T Fusar, C, RoGgnrx . M. Xovea
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Laboratoire de terrain d’évaluation de la chimiosensibilité
Du terrain au laboratoire (et vice versa)

Validation au Gabon

Réalisation de tests lors de la mission Impact Vector
au Gabon (déc 2006 — fév 2007 — en cours)

27 isolats réalisés (8 antipaludiques)

25+ sur 27 analyseés

63% résistants a la chloroquine,

17% de sensibilité diminuée a la quinine,
48% de sensibilité diminuée a I'amodiaquine,
Pas de résistance a I’'atovaquone.

Transfert de technologie validé (> 70 isolats reéalises)

rFEs 8....
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Evaluation de la résistance aux antipaludiques

Tests In VIVO

Tests In ViItro

Tests moléculaires

Dosages des antipaludiques

el R BA-Antenne Marseille/BP/02-06-2009



Tests biologiques de résistance
Tests moléeculaires

La réesistance aux antipaludiques resulte
de mutations genétigues ponctuelles
gui entrainent une diminution de sensibilité

aux antipaludiques




Tests biologiques de résistance
Tests moléeculaires

Mutations de genes associés a la resistance
»meécanisme d’action / cible

>»mecanisme d’efflux
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Séguences différentes
entre souches sensibles
et souches résistantes
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Tests biologiques de résistance
Tests moléeculaires

Tests (Polymerase Chain Reaction) sur ADN (buvards)
= Séguencage
= Elongation d'amorce (dideoxy-nucléotide) : SNPE
* Polymorphisme de restriction : PCR-RFLP
= Hybridation de sonde oligonucl. specifique d'allele :
PCR-SSOP, "Molecular beacons"
* PCR temps réel-5' nucléase (type TagMan®)

Wilson P.E. et al. Trends Parasitol 2005:21:278-283.

ervice
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Tests biologiques de résistance
Tests moléeculaires

Ne sont pas réalisables pour toutes les molécules

Détectent plusieurs populations génotypiquement differentes
Prelevement congelé ou sur papier filtre

Prélevement de faible parasitémie

Prélevement de faible volume

() s @ e
C=x i _ A de Santé
ZaRBA-Antenne Marseille/BP/02-06-2009 inistére de la Défense Ges




Evaluation de la résistance aux antipaludiques

Tests In VIVO

Tests In ViItro

Tests moléculaires

Dosages des antipaludiques

il R BA-Antenne Marseille/BP/02-06-2009



el R BA-Antenne Marseille/BP/02-06-2009

Dosages antipaludiques

Eliminent les faux résistants en association
avec les données in vivo ou In Vitro

Données extrémement importantes




Prophylaxie & Traitement
antipaludiques

"
EJ -.
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La chimioprophylaxie dans les armées

DM 3000/DEF/DCSSA/AST/TEC/EPID du 6 octobre 2003

N° 1028/DEF/DCSSA/AST/TEC/EPID du 7 avril 2005
N° 290/DEF/DCSSA/AST/TEC/EPID du 1/02/2008

N° 571/DEF/DCSSA/AST/TEC/EPID du 19/03/2009

iberté + Egalité = Fraternité
REPUBLIQUE FRANCAISE
Ministere de la Défense

I de Santé
. des Armées



S, Appliquer dans tous les cas les mesures individuelles
: i © etcollectives (pour les groupes) de lutte antivectorielle

Senégal (G3)

Tadjikistan (G2)

- SLD & MCD : Doxy - MCD : Doxy**
- Toute I’'année - Avril a Décembret
‘ D A—
Céte d’lvoire (G3) Afghanistan (G3)
- SLD & MCD : Doxy - MCD : Doxy**

- Toute I’'année - Avril a Décembret

Guyane francaise
Cayenne-Kourou (GO0) :
- SLD : Exp. armée
- MCD : Doxycycline

Djibouti (G3)
-SLD & MCD : Doxy
- Novembre a Avril}

Fleuves et autres (G3) :
-SLD & MCD : Doxy
- Toute I'année

Tchad (G3%)

- MCD : Doxy
- Toute I’année

Cameroun (G3) N

- MCD : Doxycycline Militaires en escale et isolés RCA (G3)

- Toute I’'année Séjour < 7 jours -MCD : Doxy’cycline
- Risque limité } - Exp. armée - Toute I’'année

Gabon (G3) 1 - Moyens d.iag./thérap. 4

- SLD & MCD : Doxy Séjour 27 jours Mayotte

- Toute I'année - Pays de groupe 1: CRQ Petite Terre (GO) :
- Pays de groupe 2 : CRQ+PRG -SLD : Exp. armée
- Pays de groupe 3 : Doxycycline Grande Terre (G3) :

- MCD : Doxycycline

- GO : pays de groupe O (absence de transmission du paludisme), G1 : groupe 1 (absence de résistance de P. falciparum a la chloroquine), - Toute I’année

- SLD : séjour de longue durée (permanents 2 ans), MCD : mission de courte durée (tournants / opex 2-6 mois) Références :

2 G2 : groupe 2 (Faible prévalence de souches de P. f. résistantes), G3 : groupe 3 (Forte prévalence de P. f. résistantes et multirésistance)
Q - DM 1100/DEF/DCSSA/AST/TEC/EPID du 13/04/2005

- Exp. armée : expectative armée (absence de chimioprophylaxie) - « Appliquer les mesures de lutte antivectorielle !! » « 200/DEF/DCSSA/AST/TEC/EPID du 1/02/2008

‘ - CRQ : chloroquine (Nivaquine®) : 1 cp/jour/séjour + 4 semaines au retour - « Attention aux intoxications des enfants !! » * BEH 27 Santé des voyageurs et recommandations 2007
. } . . - . . + *BEH 19 du 6 mai 2008 p. 167
. - CRQ+PRG : chloroquine 100 mg + proguanil 209 mg (GAPSSA_, Nopa!u®) : 1cp/]our/se_]our + 4_sema|nes au r_etggr, « +571/DEF/DCSSA/AST/TEC/EPID du 19/03/2009
g Doxy : monohydrate de doxycycline 100 mg (Biopalu®, Tolexine® Gé, Granudoxy®,Vibramycine® N) : 1 cp/j/séjour + 4 sem. au retour, « 1 Arrét chimioprophylaxie saisonniére fixée par DCSSA,
- Méfloquine : (Lariam®) en seconde intention si contre-indication ou effets Il : 1 cp 250 mg & J-10 et J-3 avant le départ, Comité lutte paludisme, ComSanté Pamir

*  Période fixée par DIASS

1 cp/sem./séjour + 4 semaines au retour, posologie adaptée pour les sujets de moins de 45 kg : 5 mg par kg de poids corporel (Source : DESP de 'EVDG, mars 2009)
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Conseil Supérieur d’Hygiéene Publique de France

« Pays du groupe O :
— Absence de paludisme

* Pays du groupe 1 :
— Absence de chloroguino-résistance

« Pays du groupe 2 :
Prevalence faible de chloroquino-résistance

 Pays du groupe 3 :
— Prévalence élevée de chloroguino-resistance
— Multirésistance

l’
E_’

Liberté + Egalité = Fraternité
REPUBLIQUE FRANCA

Ministere de la Défense I\ des Armées




Passage de 5 pays africains en groupe 3
BEH 19 du 6 mai 2008

Mauritanie
Mali

Niger
Burkina Faso

Tchad

Bl Pays ou territoires de groupe 3

« Tous les pays d’Afrique (hormis Madagascar) sont en groupe 3 »



Recommandations CSHP France
BEH n° 26-27/2008
* Pays du groupe 1 :

— Chloroguine = Nivaquine®

* Pays du groupe 2 :

— Chloroquine + Proguanil = Savarine®, Nopalu®, GAPSSA®
— Atovaguone + Proguanil = Malarone®

* Pays du groupe 3 :

— Mefloquine = Lariam®
— Atovaquone + Proguanil = Malarone®
— Doxycycline = Doxypalu®, Biopalu®, Tolexine®,Vibramycine®

l’
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Recommandations de 'TOMS/CDC

* Pays du groupe O :
— Absence de paludisme

* Pays du groupe 1 :
— Absence de chloroguino-résistance

* Pays du groupe 2 :

— Prévalence élevée de chloroguino-resistance
— Multirésistance

e = RBA-Antenne Marseille/BP/02-06-2009



Recommandations de TOMS/CDC
* Pays du groupe 1 :

— Chloroguine = Nivaquine®

* Pays du groupe 2 :

— Mefloquine = Lariam®
— Atovaquone + Proguanil = Malarone®
— Doxycycline = Doxypalu®, Biopalu®, Tolexine®,Vibramycine®

CAMEROUN COTE D’IVOIRE DJIBOUTI
GABON TCHAD SENEGAL

| GUYANE FRANCAISE Wl MAYOTTE (Collectivité territoriale AFGHANISTAN
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Doxycycline
(Monohydrate de)
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Plusieurs présentations
sur le terrain ...
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Des blisters calendarisés

Pour toutes les présentations

Blisters de 14 ou 15 comprimes

Blisters
Calendarises

viTsst



Cyclines
Doxycycline

Spécialités (monohydrate de doxycycline)

Biopalu® comprimés a 100 mg
Doxypalu® comprimeés a 50 et 100 mg
Tolexine® gélules a 50 et 100 mg
Vibramycine comprimés a 100 mg

eeeee
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Doxycycline

« cycline,

LE]
N3A
A

fie  Bfe Ee |

« biodisponibilité de 95% v Tolexine G610

zr 2 ( Bl &
¢ > 88 » I8 > B2 > 85

< [

« Cmax 2-4h par voie orale,

. demi-vie 14 & 26h, :

(o ) am
( 2 ) |
muA 4

e excrétion urinaire et dans féces,

e aucune meétabolisation.

Blisters
Calendarises
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Concentrations plasmatiques
doxycycline 100mg/jour

Sujet sous chimioprophylaxie depuis plusieurs jours
2,5

2,0
1,5
1,0
02 \
0,0
o 8 16 24 32 40 48 56 64 72 80 88 96
Heures

concentrations ug/ml
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Etudes de la résistance aux antipaludiques :
la doxycycline

Opération Licorne
1500 acces palustres
« sous doxycycline »

(dosages)

Efficacite ?
Résistance ou diminution de sensibilité ?

]2
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Optimisation de la prévention du paludisme par les cyclines
(06 CO 009, financement DGA, 2006-2009)

1004 Nombre d’isolats Africains = 747 3 phénotypes

80

D
o
|

Fréquence
S
|

20

Log,o(Clso doxycycline)
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Optimisation de la prévention du paludisme par les cyclines
(06 CO 009, financement DGA, 2006-2009)

1004 Nombre d’isolats Africains = 747

Seuil de sensibilité diminuée
80+ =moy +2ET
8 604
c
(¢D)
-
O
‘G!_J 40 4
LL
20 4
04

Log,o(Clso doxycycline)
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Diminution de sensibilité a la doxycycline

Approche génétique : recherche de marqueurs de diminution de sensibilité

« Approche genomigue in silico (resistance & bactéries)

« Sélection de 11 genes homologues

« Séguencage des genes selectionnés

« Evaluation du nombre de copies des genes sélectionnes

« 30 isolats de chacun des phéenotypes (ci, basse, moyenne & haute)
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Diminution de sensibilité a la doxycycline

Approche génétique : recherche de marqueurs de diminution de sensibilité

TetQ GMEK NDNDDDNDD

0 336 3848 987 1212 aa

28%
21% 7%
O Nombre de copies de pfmdt >1 O Nombre de copies de pftetQ >1 B Nombre de KYNNN <2
44% 44%
0,
7% 7% %
3%

Bas Moyen Haut Bas Moyen Haut Moyen Haut

,

|dentification de marqueurs pour surveillance

rs 8....
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Intolérance a la doxycycline

Atovaguone + proguanil (Malarone) = e

250 mg/100 mg

Malarone®
(atovaquone and proguanil HCI)

Meéfloguine (Lariam)

ROCHE

250 mg

Lariam®
(mefloquine HCI)




GLAXOSMITHKLINE

Atovaquone-Proguanil

A ‘2§°'W1Q°N Ne,

(atovaquone and proguanil HCI)
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Atovaquone-Proguanil

 Naphtoquinone biguanide

« Faible biodisponibilité < 20% Importante
Cmax 3-4h

« Liaison aux protéines a > 99% 75%

« demi-vie de 2 a 3 12 a 16h

« excrétion biliaire urinaire

« Pas de métabolisation hépatique 30%

« stades parasitaires hépatiques

C Synergie d’'activitée

= 0
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Antimitochondriaux
Analogue de l'ubiquinone ==
Atovaquone

Mode d’action =

Inhibition du complexe Cytochrome b
(transport des électrons dans mitochondrie)

de Santé



Voies des Pyrimidines des Plasmodium humains

CO, + aspartate

dihydroorotate

DHO
orotate D

UDP
GTP

pteridine

dihydropteroate

PABA

atovaquone

ubiquinone H, 1/2 O,

ubiquinone cytochrome H, * H,O
duTe proguanil
dUDP
JUMP - dTMP ADN
DHF Ng,N,o-CH;THF

proguanil




Résistance a la Malarone

Cytochrome b (Cyt b):

Mutation:
Tyr 268 Asn/Ser = Resistance a I'Atovaguone

Mutation observée au cours des recrudescences
apres traitement par Atovaquone-Proguanil

EEEEEEEEEEEEEEEEEEE
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Corrélation entre les CI50 de I'atovaquone et la réponse thérapeutique
(données L. Musset, B ; Pradines et CNRPalu 2007-2008)

11 mutants
100000 cytb 268
+10 non phénotypés :
—~ 10000 :. Y268S (n=13)
% K Y268N (n=2),
~ o Y268C (n=6)
Y 1000 .
S . 390 nM
S Seuil de
3 100 ’ résistance
S | i 50 nM
3 T
H 10 o3,
© o °
R .
1 e X0
St . D sauvages cytb 268
"-'::- (atov plasm j3/j7 basse)
ol :
975 réponses thérapeutiques 128 succes léraicdri‘?gs

inconnues (T25)
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}:ﬁam‘ Tablets
2omg
o
! Lariam” 250 mg
e i R BT
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Mefloguine

El
=
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ROCHE

250 mg

Lariam®
(mefloquine HCI)
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Mefloguine
 Aryl amino-alcool,
« ADbsorption orale > 85%,
 se concentre dans les cellules (2X taux plasmatiques),
« Cmax 17h par voie orale,
 demi-vie 2 a 4 semaines,
« liaison aux protéines plasmatiques (98%)
e excretion urinaire < 10%,
« excretion biliaire > 90%,

« meétabolisation hepatigue (metabolites inactifs)

= EXCIétion lactee faible.

Service
I de Santé
. des Armées
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Mefloquine

IR RN

guinine mefloquine

1 2 3----7 14 21jours

Le profil pharmacocinétique individuel d’'un médicament
contribue a la sélection des parasites résistants

= u 0
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Distribution de la résistance de Plasmodium falciparum
a la mefloquine




Malaria transmission areas and reported P falciparum resistance, 2004

A
4

W

P falciparum chloroquine resistance i JL
P falciparum sulfadoxine-pyrimethamine resistance
P falciparum mefloquine treatment failures
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Résistance a la meéfloquine

Multi-drug resistance gene 1 (Pfmdrl):

Mutations:
Asn 86 Tyr ~

ougeneencopie | Résistance ala méfloquine
multiple (en Asie)

—
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Cas particulier des familles
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Chimioprophylaxie des enfants

* Doxycycline = Doxypalu®
— Comprimeés a 50 mg et a 100 mg e
— Enfant > 8 ans :

«<40kg 50 mg / jour
«>40kg 100 mg / jour

— Clenfant <8 ans :
* Risque de coloration permanente des dents
* Risque d’hypoplasie de I’émail dentaire

el R BA-Antenne Marseille/BP/02-06-2009



Chimioprophylaxie des enfants

« Atovaguone-Proguanil = Malarone

—> 11 Kg et < 40 kg = Malarone Enfants®
« Comprimeé ATQ 62,5 mg + PRG 25 mg
« 11-20 kg : 1 cplj
«21-30 kg : 2 cpslj
« 31-40 kg : 3 cps/| y: e

— > 40 kg = Malarone®

« Comprimé ATQ 250 mg + PRG 100 mg
C g Malarone®
* 1 comprimé/jour (atovaquane and proguanil HCI)

— Administration <3 mois (> 2 ans)

250 mg/100 mg

eeeee
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Chimioprophylaxie des enfants

RX ROCHE

* Mefloquine = Lariam®
— Absence de sirop
— Comprimés a 250 mg zone,

(mefloquine HCI)

—5mg /kg/semaine: -

« 15-19 kg Y4 cp 250 mg 1 fois / semaine

« 20-30 kg Y2 cp 250 mg 1 fois / semaine

« 31-45kg ¥4 cp 250 mg 1 fois / semaine
— ClI :

<3 ans (15 kg)
« Antécédent de convulsion

ervice
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Chimioprophylaxie des enfants
* Chlorogquine = Nivaquine® :
— Sirop 25 mg / mesure 5 ml = 25 mg
— Comprimé 100 mg sécable
— 1,5mg/kg/jour:
+<8,5kg :12,5mg
«9-16 kg :25,0mg
«17-33 kg :50,0 mg
* 33,5-45kg : 75,0mg e proguanil = Paludrine®

— Comprimé 100 mg sécable

—3mg/kg/jour:
«9-16,5kg : 50,0 mg
«17-33 kg :100,0 mg
« 33,5-45 kg :150,0 mg



Chimioprophylaxie des enfants

8 ans Doxycycline

- Chloroguine (Nivaquine) 1,5 mg/kg (12,5 mq)

, Chloroguine + Proguanil (3 mg/kg)

, Malarone (ATQ + PRG)

Mefloguine
q
%S eeeee
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Chimioprophylaxie des femmes enceintes

Meéfloguine ou chloroquine + proguanil

Doxycycline contre-indiquée des le 2eme trimestre




Distribution de la résistance de Plasmodium falciparum
a I'association chloroquine-proguanil

[ Pays avec au moins une étude montrant plus de 10% d’échecs cliniques a I'association chloroquine-proguanil

[ Moins de 10% d'échecs cliniques a I'association chloroquine-proguanil

- Pas d’échecs cliniques rapportés a I'association chloroquine-proguani
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Antimétabolites
Antifoliniques

Mode d’action =
Inhibition de la DHFR
(dinydrofolate réductase)




Voies des Pyrimidines des Plasmodium humains

CO, + aspartate

dihydroorotate

DHO
orotate D

UDP
GTP

pteridine

dihydropteroate

PABA

atovaquone

ubiquinone H, 1/2 O,

ubiquinone cytochrome H, * H,O
duTe proguanil
dUDP
JUMP - dTMP ADN
DHF Ng,N,o-CH;THF

proguanil



" y  P.falciparum
: ' DHFR
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Résistance au proguanil

Dihydrofolate réductase (dhfr):

Mutations:

Ser 108 Asn ~
+ Asn 51 lle Résistance aux antifolates
+ Cys 59 Arg ~ Proguanil, Chlorproguanil

+1le 164 Leu Pyriméthamine, Thrimethoprime
~/

Ser 108 Asn Résistance au Cycloguanil
+ Ala 16 Val (métabolite du proguanil)
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Modulation de laréponse

PYRR Asnh Cys ASN
IlE C‘Zys AS‘N
IlE ﬂlRG A‘SN
IJE ﬂ[RG A|SN

el R BA-Antenne Marseille/BP/02-06-2009
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Chloroquine
* Amino-4-quinoléine (1945),

« absorption tres rapide,

 biodisponibilité augmentée par nourriture,

e Se concentre dans les cellules,

 fixation aux protéines plasmatiques (50%)

« Cmax 1-6h,

 demi-vie 2-3 |,

« excréetion urinaire (50 a 60% dose administrée)

« excretion dans le lait (4% dose administree)

meétabolite principal : déséthylchloroquine

= N <3
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Diffusion de la résistance de Plasmodium falciparum
a la chloroquine (émergence lente, diffusion rapide)

-
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Résistance a la chloroguine par efflux




Résistance a la chloroquine

Chloroquine-resistance transporter (Pfcrt):

Mutations:

Lys 76 Thr Résistance a la Chloroquine

Cys 72 Ser, Met 74 lle R | 3
Asn 75 Glu, Ala 220 Ser Mutations associees,

> non déterminantes,

GlIn 271 Glu, Asn 326 Ser modulation fithess ?

lle 356 Thr, Arg 371 lle _




Traitement du paludisme

Malarone*

A wmeate 10 ey
e i ] ]
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Quinine
* Quinoléine-methanol (v. 1630),
 Biodisponibilité 76 a 88%,
* se concentre dans les cellules,
 Cmax 2 a 3h par voie orale,
« demi-vie 10 a 18h,
 liaison aux protéines plasmatiques (70%)
« excretion urinaire a 20%,
« excretion biliaire a 80%,
« meétabolisation par le foie (métabolite inactif)
« excrétion lactee faible.

= N <3
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Quinine

« médicament de choix
— du traitement curatif de I'accés grave a P. falciparum.
— du traitement curatif de I'acces simple a P. falciparum en
zone de non-endémie.

e i Service
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Résistance a la quinine

Echec cliniqgue en augmentation en Asie et en Amérique du Sud
Encore rare en Afrigue mais en augmentation

Margueurs moléculaires de resistance

En cours d’évaluation
Genes codant des proteines de transport (entree ou efflux)
PfCRT, PIMDR1 (Pghl), PfINHE1, PfMRP
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Les ACT : artemisinin combination based treatment

*Associations fixes (composants dans un seul comprime) :
- arteméther-luméfantrine (Riamet™, Coartem™)
- dihydroartémisinine-pipéraquine (Artekin™)

- artésunate + amodiaquine (Arsucam™)
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Les dérivés de 'artémisinine

Sesquiterpenes lactones,
Absorption orale augmentée lors prise alimentaire (x2),
Cmax 5a 120 min par voie orale,

demi-vie de 30 min artésunate, 45 min
dihydroartémisinine, 60 min artemisinine et arteméether,

liaison aux protéines plasmatiques (95%)

métabolisation hépatique (dihydroartémisinine).

y
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Les dérivés de 'artémisinine

e Action tres rapide

* 90% de clairance parasitaire en 48 heures
* 90% de clairance clinique (fievre) (accés simple)

....mais rechutes frequentes si monothérapies < 7 jours

\} Associations ¥ &

e
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Résistance aux ACT

* Jlers cas decrits en 2008-2009 en Asie du Sud Es

by -

(frontiere Thailande-Cambodge) =

u:::\u
ulm INAT* '

Multi-drug resistance gene 1 (Pfmdrl):

Mutations:

Asn 86 Tyr
ou géne en copie > Resistance a l'artemether

multiple (en Asie)

-




Resistance of Plasmodium falciparum field isolates to in-vitro
artemether and point mutations of the SERCA-type

PfATPaseb

“Ronan Jambou, *Eric Legrand, Makhtar Niang, Nimol Khim, Pharath Lim, Béatrice Volney, Marie Thérése Ekala, Christiane Bouchier,

Philippe Esterre, Thierry Fandeur, Odile Mercereau-Puijalon Lancet 2005: 366: 1960-63
1000 — ®
., ‘ale ‘. ..- .l.:. ‘ -'.'.I.'. '..l.'. 2% * . f b -.. " .::.:. :0:
Association de CI50% a i g S Soa i v ol T ed
100 — . @ L ] L ‘ug . bay " - _l. e *
"a - - . ] .« ¢

I'arthemether
> 30 nmol/L
et de la mutation
Pf ATPase6 S769N
en Guyane francaise

|C5{. (ﬂ M)

(réticulum sarco-endoplasmique) o1 . .
0 50 100 150 200 250 300

A Artemisinin derivative o Halofantrine ® Mefloquine & Quinine
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Luméfantrine

Aryl amino-alcool,

Absorption orale augmentée lors prise alimentaire (x16),
Cmax 6 a 8h par voie orale,

demi-vie 2 a 6 jours,

liaison aux proteines plasmatiques (99,7%)

excrétion biliaire,

métabolisation hépatique (métabolite plus actif que Lum).
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Dérivés artémisinine

Sesquiterpénes lactones,

Absorption orale augmentée lors prise
alimentaire (x2),

Cmax 5 a 120 min par voie orale,

demi-vie de 30 min artésunate, 45 min
dihydroartémisinine, 60 min artémisinine et
artéméther,

liaison aux protéines plasmatiques (95%)

métabolisation hépatique (dihydroartémisinine).

Luméfantrine

Aryl amino-alcool,

Absorption orale augmentée lors prise
alimentaire (x16),

Cmax 6 a 8h par voie orale,

demi-vie 2 a 6 jours,

liaison aux protéines plasmatiques (99,7%)
métabolisation hépatique,

excrétion biliaire,

y
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Résistance a la luméfantrine

Multi-drug resistance gene 1 (Pfmdrl):

Mutations:
Asn 86 Tyr ~

ou gene en copie | Résistance ala luméfantrine
multiple (en Asie)
-




Primaquine PR'MAQU|N

13.2mg

« Amino-8-quinoléine, L"”' ___’.

« Biodisponibilité de 96%

o
« Cmax 1 a 3h par voie orale, )\/\/
e demi-vie 5-6h, A M :

e excréetion urinaire,
« Métabolisation hépatique (carboxyprimaquine),

« Active sur P. ovale, P. vivax (stades hépatiques).
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Tafénoquine (GSK) : CJ@LD o

Amino-8-quinoléine HaCO

3
%

P

N~ OCH,

NH

Meilleure tolérance que Primaquine (! deficit G6PD)
Y5 vie Tafénoquine >> Primaquine
= Chimioprophylaxie

Comparaison Tafénoquine versus Primaguine
*Activité sur schizontes erythrocytaire: x 10
*Activité sur stades pré-erythrocytaires: x 3
*Activité sur gametocytes : =
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Tafénoquine (GSK) : CJ@LD o

Amino-8-quinoléine HaCO §
N“ SOCH;

NH

Intérét en prophylaxie : une seule prise mensuelle

Prophylaxie paludisme a P. falciparum et P. vivax
Prophylaxie causale et des reviviscences

?‘*}_ RBA-Antenne Marseille/BP/02-06-2009

Ministere de la Défense I\ des Armées
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Résistance in vitro aux antipaludiques (données de 1997)

Antipaludiques Nombre d’isolats  Reésistance en %
Chloroquine 63 90%
Halofantrine 63 2%

Quinine 63 32%
Amodiaquine 63 0%
Arteméther 63 14%
(D = 8.
B2l BA-Antenne Marseille/BP/02-06-2009 Vi e {EYSVM;




Résistance a la stroumpfette (données de 1997)

Chloroquine + proguanil (Nivaquine + Paludrine, GAPSSA, Nopalu, Savarine)

41% de birésistance

i
E./ .
Liberté « Egalité = Fraternité Service
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Résistance a la stroumpfette (données de 1997)

Chloroquine + proguanil (Nivaquine + Paludrine, GAPSSA, Nopalu, Savarine)

41% de birésistance

~

s Arrét prise stroumpfette en 2001 au Gabon
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Résistance in vitro aux antipaludigues (données de 1999)

Antipaludiques Nombre d’isolats  Reésistance en %
Chloroquine 102 95%
Méfloquine 88 1%
Halofantrine 08 2%

Quinine 65 11%
Amodiaquine 71 0%
Atovaquone 67 19%

Artésunate 11%

RBA-Antenne Marseille/BP/02-06-2009

REPUBLIQUE FRANCAISE



Evolution du nombre de cas de paludisme
dans les TFG entre 2000 et 2006

90-
80 ; Lariam Biopalu

2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006
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TABLE 1. Inwitro susceptibilities and prevalence of resistance or reduced susceptibality of wild 1solates of Plasmodium falciparm
from Dijibouti, CGabon, and Senegal to the drugs shown

Result for isalates (%% CI7°
Lot Librewille, Gabon Dielmo and Mdiop, Senegal Total
Drug
&% of
Mo, of Mean [Cy . Mo, of Eof Moo %of Moo
Ealates {95 0 I;ﬂngﬁ ikt Mean 1C resblance  isolates hlean ICy resdance  Eolates hlean ICy

Tafenoquine 21 ZSQ20LAS85M  HD & AAETAITM O ND A6 AM-AAL M MDD 162 4430NER-E14) M
Primoquine 12 TH{SM-INpM  ND B TARASSEM_ WD B SMATLAM M MDD G0 ARI(GISTH) M
Chloroquine 10 IM(ZVBSiaM | 07709 | 1B MECA3NaM | BETAT | OB L0143 eM %4160 | 200 260 (2243005 oM
Cuinine 0 B(N-MIM |00 | TR MM [ 12020 | 51 256(208-316)nM G-I | 158 308 (272307 oM
Amodisguine 19 O2E2EHM 0l 18 BO(A-N0eM 0 & WL0OS2TeM 0D 20 [AD0{IZR-153)M
Hibfanirine 12 M7TQ2783660aM 000l 18 0807005 M 2024 5 LALILLTHeM S0 185 LO7(0-LIZ)oM

hefloquine L I TTHATIEAN M 30Ty 55 I0AS(RM-LASEnM  136-2T) 160 B33{T.SL068) oM
Artesunate L B LALLM mM iy 82 LS (L51-22T M 00Ty 137 L20QLET-255)nM

Aivaquane 1% 250566 M D(OWLY B ZHETAMOM 0y 3 AO(A0AL5 nM 0Ty 163 3A32T3AA0) oM

Do?r}rlme MW GMLMSMM WD B ASIABSASHM WD S DZBR(OALLS3SipM WD ISE BIT{ABRE) uM
Cycloguanil 0 Zi-ImM W29 | % M3(lee-Teinb | G308 | B 256(143460)nM S 418 | 119 160 (10d-251) oM

Pyrimetharmine 26 85{21-134) oM Bi%1) | ¥ LIBOOSThoM | &9 | M LARITRLIMeM | Sdl89 | 100 B (MT-Lal) oM

03% 1, 95% confidence interval (1Cs; of resistance). The cutoff values, defined statistically (=2 standard deviations above the mean and/or after correlation with
clinical failures) for in vitro resistance of reduced susceptibility were as follows: chloroquing, 100 aM; quining, 800 aM; mefloquine, 0 oM; halofantring, 6 ob;
amediaquine, S0 oM; artesunate, 10.5 a; atovaquone, 1,90 oM cyloguanil, 30 aM; and pyrimethamine, 2000aM. The ctof values fo in viteo reduced susceptibility

to tafencquine, primaquing, and doxyoycline have not et been determined (ND).
Tin Vitew Activ ity of Tafensain I.,.w U Aol Bl St of <?Service
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Senegal
Henry M., et al. (2006) Am. J. Trop. Med. Hyg. 75,146-151
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Abandon chloroguine-proguanil
par doxycycline
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Modalités de préelevement
et d’expedition des échantillons

* Prélevement sang :

— Sensibilité P. falciparum
—10 ml sang veineux ACD
— Conservation a +4°C

— Envoi dans les 24h

— Unite de recherche en biologie et épidémiologie parasitaires
IRBA — Antenne de Marsellle,
Allee de Meéedecin colonel E Jamot,
Parc du Pharo,
13007 Marseille
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Modalités de préelevement
et d’expedition des échantillons

* Préelevement sang :

— Sensibilité P. falciparum

— Dosage antipaludiques

— 10 ml sang veineux EDTA ou ACD

— Centrifugation 3 000 tours/min/10 min

— ¥ Plasma non hemolysé tube polypropylene
+ bouchon a vis

— Y4 Plasma + culot tube polyp. + bouchon vis

— Stockage —20°C

— N° Tube = N° Frottis = N°sur Fiche

Service
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Modalités de préelevement
et d’expedition des échantillons

 Prélevement urine :

— Dosage antipaludiques

— Urines fraiches

— Centrifugation 3 000 tours/min/10 min
— 4-5 ml surnageant tube polypropylene
— Stockage —20°C




Modalités de prélevement
et d’expedition des échantillons

« Conservation :
— A moins 20°C plusieurs mois
— Eviter congélations / décongélations

* Expédition :

— Prévenir Laboratoire Parasitologie
 Fax : 04.91.15.01.64
 Permanence : 04.91.31.56.77
e Courriel : imtssa.pra@wanadoo.fr

— Boite isotherme
e Conservateurs —20°C
« Carboglace

— Porteur, Chronopost, DHL

— Copies Fiche Déclaration Palu C5



mailto:imtssa.pra@wanadoo.fr
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