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Depuis 2001, la fondation IMEA organise un appel d' offres annuel doté d’ environ 75000 Euros
par an, visant a soutenir des projets de recherche biomeédical e dans les pays en développement. Le
Consell scientifique de ' IMEA, constitué d' experts médecins et biologistes frangais et érangers, a
pour mission de sélectionner les projets de recherches qui seront financés.

Le Consell scientifique de la Fondation évalue les projets sur la base de rapports de membres du
Conseil ou d'experts extérieurs. Les comptes-rendus d’ activité et les références des publications
des projets financés depuis 2001 sont accessibles sur notre site http: //mww.imea.fr.

Lesfonds ont été strictement dédiés a la recherche. Les projets émanant d’ équipe du Sud sont
privilégiés. La tres grande majorité des projets sélectionnés s'inscrivaient dans une collaboration
de chercheurs du Sud et du Nord.

Composition du Conseil scientifique de la Fondation Internationale Léon Mba :
Pr Jacques LE BRAS, Hépital Bichat Claude Bernard (parasitologie), président
Pr Pierre-Marie GIRARD, Hopital Saint-Antoine (maladies infectieuses et tropicales),
directeur del'IMEA
Dr Kemal CHERABI, Fondation Léon Mba (santé publique et communautaire)
Pr Francois CLAVEL, INSERM (virologie)
Dr Michel COT, Institut Recherche et Dével oppement (épidémiologie, santé publique)
Pr Eric DELAPORTE, Institut Recherche et Développement (maladies infectieuses et
tropicales)
Pr Moise DESVARIEUX, Université de Columbia (EU) (santé publique inter nationale)
Dr Arnaud FONTANET, Institut Pasteur (épidémiologie des maladies transmissibles)
Pr Maryvonne KOMBILA, Université de Libreville (parasitologie)
Pr Eric PICHARD, Université d’ Angers (maladies infectieuses et tropicales)

Au cours des six premiéres années, trois quarts des projets ont été réalisés en Afrique et 14 % des
moyens ont été accordés a des chercheurs du Sud initiant pour la premiere fois un programme de
recherche. Les domaines les plus souvent soutenus sont des études de physiopathologie et de santé
publique.

Quatorze pays ont été bénéficiaires, avec une dominante du Sénégal (8 projets) et du Bénin (7
projets). Dix sept publications dans les meilleures revues médicales de leur domaine (voir pages
10 et 11) témoignent de la productivité rapide de ce programme pour améliorer nos connaissances
en santé. Leurs signataires sont en majorité des jeunes chercheurs de pays en dével oppement.

Depuis sa création, I’appel d offres de 'l MEA a réparti la somme totale de 405.188 euros. De
2001 a 2005, le financement a été intégralement assuré sur des fonds propres de I’ IMEA. A partir
de 2006, des cofinancements ont permis la pérennisation de I’ Appel d’ Offres. L'IMEA remercie
tout particuliérement les Laboratoires Gilead, Janssen-Cilag, Sanofi-Aventis, Bristol Myers
Squibb ainsi que les donateurs privés pour leur généreuse et indispensable contribution.

Le texte complet de |’ appel d' offres et |es regles de soumission sont disponibles sur
http: //www.i mea.fr/imea-fichier shtml/imea-re-appel .php
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Améliorer la santé dans les pays en développement : cherchons ensembl e des solutions

Les grandes endémies tropicales comme le paludisme, les diarrhées de I’ enfant, les
trypanosomiases, ne régressent pas. A ces fléaux s’ ajoute depuis 20 ans le S DA qui épuise les
ressour ces humaines et financieres des Etats. Ces problemes de santé publique touchent les
populations défavorisées et retardent |e dével oppement économique des pays les plus pauvres.

La notoriété croissante de |’ appel d' offres de I’ MEA justifie sa poursuite et son dével oppement.
Pour cela, la Fondation a décidé d'initier un partenariat avec les entreprises privées qui
souhaitent s’ engager a ses cotés pour |I'amélioration de la santé dans les pays souffrant
d’endémies majeures.

Les formes du partenariat peuvent étre diverses et seront établies avec chaque partenaire selon le
domaine de santé qu'’il souhaite promouvoir.

La Fondation Internationale Léon Mba est une fondation a but non lucratif reconnue d' utilité
publique ce qui permet aux entreprises assujetties a I’ impot sur le revenu ou a I’'impdt sur les

soci étés faisant des dons une réduction d’'impdt égale a 60 % du montant de leurs versements dans
la limite de cinq pour mille de leur chiffre d affaires.

Pr. Pierre-Marie Girard Pr Jacques Lebras
Directeur de 'MEA Président du Conseil Scifgtie de 'MEA
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PROJETS DE RECHERCHE EN MEDECINE TROPICALE :
Appel d'offres de I'année 2007

Le Conseil d'administration de I'l MEA a décidé de mettre & la disposition des chercheurs
travaillant en Médecine Tropicale, une somme globale de 50.000 Euros pour I'année 2007, afin de
doter des projets de recherche qui auront été choisis par le Conseil Scientifique. Le choix d'un
théme particulier n'a pas été considéré pour |'appel a projets de recherches de |'année 2007.

Une courte déclaration d'intention peut étre soumise a I'avis du Consell Scientifique avant le 15
septembre 2007, si le proposant veut un avis sur la conformité aux conditions de I'appel d'offres.

Conditions :

1 - Les projets de recherches appliquées pourront concerner tous les aspects cliniques,
biologiques, psycho-sociaux et sociaux-économiques de la Médecine Tropicale et Santé
Internationale. Une priorité sera donnée aux projets réalisés en totalité dans le Sud, mais seront
€galement recevabl es des projets conduits & la fois au Nord et au Sud, ou encore des projets
réalisés au Nord en faveur des populations migrantes.

2 - Cesprojets pourront étre réalisés par une équipe travaillant ou non avec I'| MEA. Les projets
conduits au Sud devront nécessairement impliquer une équipe locale.

3 - La somme globale allouée & chaque projet ne pourra dépasser 15.000 Euros. |l est précisé que
les dépenses correspondant a des voyages (voyage + frais de mission) ne pourront excé-der 30%
du total alloué, sauf sil sagit de recherche-actions nécessitant une présence con-stante ou
renouvel e d'un chercheur du Nord sur leterrain. Les fonds devront étre dépensés ou engageés
dans un délai maximal de 2 ans suivant leur notification au demandeur. Le principal investigateur
ne pourra pas étre rémunéré par le financement IMEA.

4 - Chaque travail devra donner lieu & un rapport final qui sera soumis au Conseil Scientifique et
qui comportera notamment la ou les publications se référant au projet. Un rapport annuel d'étape
devra étre adressé a I'l MEA. Ces publications se devront de mentionner |a participation financiere
del'IMEA.

5 - Les sommes allouées pourront, sur demande, étre gérées par I'l MEA.

6 - Le principal investigateur est responsable de prendre toutes |es assurances couvrant les
risques associés a la recherche biomédicale.

7 - Les projets peuvent étre :

soit des projets ne nécessitant pas un financement important et qui seront réalisés total ement
grace au soutien de I'l MEA,

soit de projets de taille plus importante mais qui pourront bénéficier d'une subvention pour une
étape d'initiation et/ou de faisabilité.

Danstousles casil faudra préciser les autres financements obtenus ou en cours d'obtention et leur
origine.
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IMEA 2008 GRANTS : Research projects in Tropicatliiee

IMEA will provide in 2008 a total amount of 50 080ros to fund research projects in tropical
medicine, selected by IMEA's scientific council.résearch topic in this field are eligible thisare

If the applicant wants advice on his project adexgyuaith the conditions of the call for proposals, a
letter of intention may be submitted to the scientiouncil before September 15th 2008.

Conditions :

1. Research projects can relate to all clinical, bigical, psycho-social and socio-economic
aspects of tropical medicine and international tieal
Projects entirely conducted in the developing caastwill be prioritized ; however those
conducted both in the developed countries and ¢éveldping countries and those in the
developed countries in favour of migrant populasiovill also be considered.

2. Projects conducted in the developing countries nmystlve a local team. Partnership are
strongly encouraged.

3. The total allocation to each project will not exdels 000 euros. Of note, travel expenditures
(journey and daily allowance) may not exceed 30%heftotal amount, except in the case of
an immediate action requiring a permanent or repéatttendance in the South of a
researcher from the North. All funds are to be $meErcommitted two years at most after
notification to the applicant.

4. Each project must be concluded by a final repartyeé submitted to the IMEA's scientific
council accompanied by the reference(s) of relaallication(s). A progress report has to
be sent yearly to IMEA. All publications should tr@m IMEA's financial involvement.

5. Upon request, funds can be managed by IMEA.
6. The main investigator is responsible that all riskked to biomedical research be insured.

7. Projects can be either nonexpensive and therefongptetely funded by IMEA ; or, larger-
scale research requiring funding for the initiationfeasability phase. In both cases, all
other financing sources, obtained or applied fae # be mentioned

For practical purposes :

Since June 27th 2008, application forms for profaading are available :

either at IMEA, and will be sent on request orlBIEA's web site :
imea.fr/imea-fichiersjoints/appeldoffres.df : imea.fr/imea-fichiersjoints/appeldoffres.doc
The deadline for project receipt is October 15tl020

Send all mail to : I.M.E.A. - Fondation Léon MBA

Faculté de Médecine Paris 7 - Site Xavier BichBEpartement de Santé Tropicale
16, rue Henri Huchard - B.P.416 75870 PARIS CEDBX 1

Téléphone: 01 57 27 78 12, Télécopie : 01 57 28176

E-mail :Jacques.lebras@bch.aphp.fr

\
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Projets soutenus en 2001 :

L'appel d'offres pour financement de protocolesedberche a recueilli 19 candidatures. Le
Conseil a finalement retenu 6 projets, qui ont fém@éd'un financement total de 61.280 euros
(organisme financeur : IMEA).

N° Titre — Responsable (Pays) pages

0101 Cohorte observationnelle des patients tragéstovaquone-proguanil 01
pour acces palustre simple d'importatiddlasmodium falciparum
Olivier Bouchaud (France)

0102 Evaluation d'un nouveau marqueur molécutiria chloroquino- 04
résistance dBlasmodium falciparumRémy Durand (Sénégal)

0103 Caractérisation génétique de la résistaresaleches délasmodium 12
falciparumhébergées par le vecteur. Fousseyni Toure (Gabon)

0104 Acces palustres graves et co-infection planihéhes chez I'enfant au 13
Séneégal. Jean-Yves Le Hesran (Sénégal)

0105 Facteurs génétiques d'hbéte, modulation gemsés immunitaires 14
spécifiques et susceptibilité au paludisme. Floeeviggot-Nabias
(Sénégal)

0106 Cours international francophone de médiat@erSanté Publique.

Kemal Cherabi (Afrique de I'Ouest)

Projets soutenus en 2002

L'appel d'offres pour financement de protocolesedberche a recueilli 20 candidatures. Le
Conseil a finalement retenu 6 projets, qui ont fém@éd'un financement total de 70.125 euros
(organisme financeur : IMEA).

N° Titre — Responsable (Pays) pages

0201 Etude des conséquences de la maladie de Ctiagmt la grossesse 21
dans une région endémique de Bolivie : aspect épalégiques.

Laurent Brutus (Bolivie)

0202 Complément a I'étude de la susceptibilitééti@ne a la trypanosomiase 26
humaine africaine. André Garcia (Sénégal, Coteontdy

0203 Paludisme chez la femme enceinte : caraatiénmsmoléculaire des 28
parasites placentaires et des parasites du saiph@éque de la mere a
I'accouchement. Nicaise Tuikue Ndam (Sénégal)

0204 Paludisme chez la femme enceinte : dosagasytoplasmiques des 34
cytokines inflammatoires et non inflammatoires di@nsang intravilleux
placentaire. Nadine Fievet (Sénégal)

0205 Etude des conséquences du paludishiasinodium falciparunet a 40
Plasmodium vivaxlurant la grossesse dans deux régions endémigques
Bolivie : aspect épidémiologiques. Sergio Mollind@olivie)

0206 Epidémiologie des événements de santé einig@act viro- Suspen-
immunologique chez le voyageur infecté par le Vitzéne tropicale. du

Olivier Bouchaud (France)

VIl
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Projets soutenus en 2003 :

L'appel d'offres pour financement de protocolesedberche a recueilli 28 candidatures. Le
Conseil a finalement retenu 8 projets, qui ont Bém@éd'un financement total de 76 550 euros
(organisme financeur : IMEA).

N° Titre — Responsable (Pays) pages

0301 Prévalence du portage nasal des souchetmpbylococcus aureagbez 44
les sujets entrants dans les services de chirdggiéidpital du point G a
Bamako (Mali). Sensibilité aux antibiotiques. Réimm phylogénétique.
Antoine Andremont (Mali)

0302 Génotypage des haplotypes dhfr 51-59-108 ldariafections 48
polyclonales &lasmodium falciparumdéveloppement et application
d'une PCR allele-spécifique multiplex couplée a smrade fluorescente.
Jérébme Clain (France)

0303 Le programme brésilien de lutte contre le AgiHa : les lecons d'un 51
modele. Guillaume Leloup (France-Brésil)

0304 Réle des cellules dendritiques dans la maldeliChagas congénitale. 57
Céleste Rodriguez (Bolivie)

0305 Traitement préventif intermittent pour ladutontre le paludisme au 62

cours de la grossesse au Bénin. Etude prélimidaifaisabilité et choix
des zb6nes d'intervention. Michel Cot (Bénin)

0306 Etude du rdle fonctionnel des mutations dempteurs des genes codant| 65
pour le Tumor Necrosis Factor alpha et I'interleekl0 dans la
susceptibilité génétique a la trypanosomose hunaieaine (THA).
André Garcia (Sénégal)

0307 Manifestations reliées a la lipodystrophiezles adultes infestés par le 69
VIH traités par antirétroviraux a Cotonou. Marcennou (Bénin)

0308 Enquéte sur l'utilisation du préservatif iéimiaupres d'étudiantes en Non
médecine. Marie-Madeleine Okome-Nkoumou (Gabon) réalisé

Projets soutenus en 2004 :

L'appel d'offres pour financement de protocolesedberche a recueilli 26 candidatures. Le Conseil
a finalement retenu 5 projets, qui ont bénéficig dinancement total de 60 000 euros (organisme
financeur : IMEA).

N° Titre — Responsable (Pays) pages
0401 Médicaments émergents dans le contexteeaialisation : produits 74
et acteurs, savoirs et usages au Bénin, au BuRdea et au Sénégal.
Alice Desclaux
0402 Evolution des mutations associées a la agsista la sulfadoxine- 79
pyriméthamine en Afrique : origine unique ou appami récurrente des
alleles dhfr triples mutants et dhps doubles mstaiibdoulaye Djimde
0403 Etude des réponses cellulair€s #alciparumdans le sang de cordon en 85
fonction de l'impaludation placentaire au BénindMa Fievet
0404 Etude comparative de l'efficacité thérapewgtide I'amodiaquine versus 87
sulfadoxine-pyriméthamine dans le traitement dugiame non
compliqué de I'enfant en milieu semi-urbain au Gabdncent Guiyedi
0405 Etudes épidémiologiques et virologiqueséfgdémie d'hépatite E a Non
Bangui en RCA. Narcisse Komas réalisé

VIl
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Projets soutenus en 2005 :

L'appel d'offres pour financement de protocolesedberche a recueilli 26 candidatures. Le
Conseil a finalement retenu 8 projets, qui ont Bém@éd'un financement total de 78 000 euros
(organisme financeur : IMEA).

N° Titre — Responsable (Pays) pages

0501 | Caractérisation moléculaire et phénotypiceeisiolats d®. falciparumen
fonction du statut clinique de l'infection palustteez I'enfant. Agnés
Aubouy (IRD) (Bénin)

0502 Evaluation du risque d'infection parasitp&e la consommation d'eau 95
potable en Tunisie. Aida Bouratbine (IP) (Tunisie)

0503 Epidémie d'encéphalite aigué au Nord du Hratn étude de la 99
transmission d'un nouveau virus. Tran Hien (IPe{Nam)

0504 Paludisme et grossesse : identification datgipes dd°. falciparum 100
exprimées a la surface de I'hnématie infectée. Sagfatni (IRD) (Bénin)

0505 Distribution des allotypes GM et KM des immaglobulines en fonction de | 101
la réponse clinique et immunologique au paludidgr@ence Migot Nabias
(IRD) (Bénin)

0506 Mise en place et évaluation d'un systemeide#lance environnemental 104
de V. Cholerae 01 dans la ville de Douala (projetg). Jirgen Noeske
(IP) (Cameroun)

0507 Manifestations reliées a la lipodystrophiar@imalies métaboliques chez 108
les adultes infestés par le VIH traités par ants@taux a Cotonou. Djimon
Marcel Zannou (Bénin)

0508 Etude de la cinétique de négativité des thgtmostic rapide du paludisme | 112

(TDR) sous traitement par les dérivés de l'artésnversus traitement par
I'amodiaquine seule. Sandrine Houze (France)

Projets soutenus en 2006 :

L'appel d'offres pour financement de protocolesedberche a recueilli 21 candidatures. Le
Conseil a finalement retenu 8 projets, qui ont fiérgd'un financement total de 60 000 euros
(organismes financeurs : IMEA, Gilead Sciences).

N° Titre — Responsable (Pays) pages
0601 Etude expérimentale du réle fonctionnel déatians de génes codant pour| 115
des cytokines, associées a une sensibilité paéreud la trypanosomose

humaine africaine. David Courtin (IRD) (Mali)

0602 Etude de la dynamique spatiale du choléeRéublique Démocratique du | 117
Congo. Renaud Piarroux (EA) (RD Congo)

0603 Essai clinique de l'efficacité d'un vacci@répeutique contre la maladie de| 120
Chagas chez le chien. Eric Dumonteil (Mexique)

0604 Caractérisation des genes et antigenes desitpa dd°. falciparumimpli-
gués dans le paludisme gestationel. Nicaise TuNdeam (IRD) (Bénin)

0605 | Evolution de la diversité génétique d'uneytation dePlasmodium 125

falciparumsoumise a des variations saisonnieres de l'inédsila
transmission du paludisme. Oumou Maiga (EA) (Mali)
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0606 | Tests fonctionnels recombinants de I'hémiaghet des virugnfluenza
H5N1 circulant en Asie. Béatrice Labrosse (INSERMance)

0607 Prévalence des parasites opportunistes idéggahs la population des 129
patients infectés par le VIH et avec une symptotogie digestive a
Kinshasa. Roger Wumba Di Mosi (RD Congo)

0608 Participation communautaire et rechercheqelan: étude comparative
paludisme et VIH au Sénégal. Bernard Taverne (S#nég

Projets soutenus en 2007 :

L'appel d'offres pour financement de protocolesedberche a recueilli 35 candidatures. Le
Conseil a finalement retenu 7 projets, qui ont fiéigd'un financement total de 69 000 euros
(organismes financeurs : Janssen-Cilag, Bristol#shgxjuibb, Sanofi-Aventis, Gilead Sciences,
donateurs privés).

N° Titre — Responsable (Pays) pages

0701 Etude de la dynamique spatiale du CholéRémublique Démocratique
du Congo (RDC). Phase 2 Renaud Piarroux (Univ) (RDC

0702 Le statut sensible ou résistant aux antipged dePlasmodium
falciparuminfluence-t-il son cycle de développement sexé@tine
Berry (Univ-IRD) (Cameroun)

0703 Conséquences du paludisme placentaire séiglgation de la réponse
immune néonatale spécifique Eefalciparum
Valérie Soulard (IRD) (Bénin)

0704 Faut-il administrer un traitement antipaleistux enfants fébriles dont le
test de diagnostic rapide (TDR) du paludisme egati&?
Jean-Francois Faucher (IRD) (Bénin)

0705 La politique burundaise de lutte contre IBIMFIDA face aux défis de la
reconstruction du systéme de santé et de la ratialsde I'épidémie.
Bernard Larouze (INSERM) (Burundi)

0706 Roéle des punaises aquatiques dans la trasismadeMycobacterium
ulcerans: Etude Bioécologique
Laurent Marsollier (IP) (Cote d'lvoire)

0707 Diversité génétique du gestdoroquine resistance transporter (pfcdg
Plasmodium falciparupdéterminant de la résistance a la chloroquine.
Véronique Hubert (Univ) (France)




IMEA — Rapport d’activité de I'Appel d’Offres

Projets soutenus sur le theme du Paludisme :

NO

Titre — Responsable (Pays)

pages

0702

Le statut sensible ou résistant aux antijpged dePlasmodium
falciparuminfluence-t-il son cycle de développement sexédéidine
Berry (Univ-IRD) (Cameroun)

0703

Conséquences du paludisme placentaire s@igldation de la réponse
immune néonatale spécifique Bsmodium falciparumvalérie Soulard
(IRD) (Bénin)

0704

Faut-il administrer un traitement antipakistux enfants fébriles dont le
test de diagnostic rapide (TDR) du paludisme egatiE? Jean-Francois
Faucher (IRD) (Bénin)

0707

Diversité génétique du gestdoroquine resistance transporter (pfcdg
Plasmodium falciparupdéterminant de la résistance a la chloroquine.
Véronique Hubert (Univ) (France)

0604

Caractérisation des genes et antigenes desitpa dd°. falciparum
impliqués dans le paludisme gestationel. Nicaisi&tie Ndam (IRD)
(Bénin)

0605

Evolution de la diversité génétique d'uneutetpon dePlasmodium
falciparumsoumise a des variations saisonnieres de l'inéedsila
transmission du paludisme. Oumou Maiga (EA) (Mali)

125

0608

Participation communautaire et recherchégelan: étude comparative
paludisme et VIH au Sénégal. Bernard Taverne (S#nhég

0501

Caractérisation moléculaire et phénotypiceisolats d@lasmodium
falciparumen fonction du statut clinique de l'infection psthe chez
I'enfant. Agnes Aubouy (IRD) (Bénin)

0504

Paludisme et grossesse : identification degipes dé°. falciparum
exprimées a la surface de I'hnématie infectée. Sagtani (IRD) (Bénin)

100

0505

Distribution des allotypes GM et KM des immaglobulines en fonction
de la réponse clinique et immunologique au paludidatorence Migot
Nabias (IRD) (Bénin)

101

0508

Etude de la cinétique de négativité des thgtostic rapide du
paludisme (TDR) sous traitement par les dérivésad@simine versus
traitement par I'amodiaquine seule. Sandrine H¢bzance)

112

0402

Evolution des mutations associées a la agmista la sulfadoxine-
pyriméthamine en Afrique : origine unique ou appami récurrente des
alleles dhfr triples mutants et dhps doubles mstaiibdoulaye Djimde

79

0403

Etude des réponses cellulair€s falciparumdans le sang de cordon en
fonction de l'impaludation placentaire au BénindMa Fievet

85

0404

Etude comparative de l'efficacité thérapewtide I'amodiaquine versus
sulfadoxine-pyriméthamine dans le traitement dugiame non
compliqué de I'enfant en milieu semi-urbain au Gabdincent Guiyedi

87

0302

Génotypage des haplotypes dhfr 51-59-108 ldarisfections
polyclonales &lasmodium falciparumdéveloppement et application
d'une PCR allele-spécifique multiplex couplée a smrade fluorescente.
Jéerébme Clain (France)

48

0305

Traitement préventif intermittent pour ladutontre le paludisme au
cours de la grossesse au Bénin. Etude prélimidaifaisabilité et choix
des zb6nes d'intervention. Michel Cot (Bénin)

62

Xl
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0203

Paludisme chez la femme enceinte : caraatiénsmoléculaire des
parasites placentaires et des parasites du saiph@éque de la mere a
I'accouchement. Nicaise Tuikue Ndam (Sénégal)

28

0204

Paludisme chez la femme enceinte : dosatgesytoplasmiques des
cytokines inflammatoires et non inflammatoires di@nsang intravilleux
placentaire. Nadine Fievet (Sénégal)

34

0205

Etude des conséquences du paludishiasinodium falciparunet a
Plasmodium vivadurant la grossesse dans deux régions endémigues (
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N°0101
Cohorte observationnelle des patients traités partavaquone-proguanil pour acces palustre
simple d’'importation a P. falciparum
Investigateur : Pr Olivier Bouchaud

Rapport final
Recrutement des cas : (555 inclus) S Agbrall, McB|Jd&® Campa, PH Consigny, JL Delassus, R

Durand, G Galeazzi, N Godineau, S Houze, V Jeadtil® Bras, D Lusina, S Matheron, A
Perignon, J Salomon, L Tegna

Delafontaine

J Verdier | Pasteur

StAntoine

L Mourrier

R Ballanger

K Bicétre

Bichat Cl Bernard

100

80 ’/8w/
. gy~
4

40
période
20 18

2002s2 2003s1 2003s2 2004s1 2004s2  2005s1 2005s2 2006sl 2006s2

- Age moyen : 38ans[9-79]

- Sexratio: 19

- Origine : 89% Afriaue

- Prophylaxie: 57% sans (n=532)

- Payscontamination : 22% IVC, 19% CAE, 16% MAI, 9% SEN, 9% COM
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2. Visites de suivi

Aucune J3 seul J7 seul J3/J7 J3/J30 J7/330  J3/J7/330 Hors
fourchette

3. Evénements indésirables Signe, symptéme ou anomalie cliniquement signifiegtparu ou
aggraveé pendant la durée de I'étude, qu’il y aihon un lien de causalité avec le produit (réef GCP-

ICH 5, 17)
total a Jza J7a J3on 489 459 354 252

% 3832115

Autres

Ulcération buccale

Eruption/Rash

Prurit

Céphalées

Asthenie

Vomissements
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3. Evaluation subjective de la tolérance

- Bientoléré (sans El) : 62 %Tolérance moyenne (Bl TTT): 24%

- Maltoléré (EITTT) : 8%

- Trés mal toléré (EIG*): 6%** (dont 71% vomissemeatsians 79% des cas surviennerg)a J
* El entrainant : pathologie avec séquelle, pathatogiettant en danger la vie du sujet,

** hospitalisation ou prolongation d’hospitalisation

*** déces (réf GCP-ICH 1.503. Réponse parasitologique

- Clairance parasitémie 3 369% (n=422) (pour les patients ayant fgi{7J30 : 71%)
Clairance parasitémie &:18% (n=337)(pour les patients ayant f&i7030 : 95%)

5. Réponse clinique

- Clairance fievre a3): 95% (n=428)
- Clairance fievre a7 100% (n=325)

6. Evaluation subjective de l'efficacité

- Efficace : 71% (RCPA)

- Efficacité moyenne : 24% (RCA/FGE(+3)J
- Peu efficace : 3% (RCA/FGE (+y)J

- Pas efficace: 2% (ETP/ETT-rechute)

7. Chimiosensibilité et concentration plasmatique

-Le phenotypage n’a pu étre réalisé si la parasiétest insuffisante ou si le prélevement est akéré
réception au CNRPaludisme.
-Le dosage n'a pu étre réalisé par la pharmacie dass le strict respect des conditions
d’acheminement des préléevements.
PAS OU PEU EFFICACEPHENOTYPE SENSIBLE DOSAGE ADEAT

(CI50 < 40nM) (12pts) (ATOV > 8,95ug/L) (12pts)
12/202 pts 3/5 testés 1/4 ddgsé&sonclusion

- Pas d’EIG liés au traiteme:Ras d’El « inattendus » ( cf RCP Malarciigl)le plus fréquent:
vomissements vergJ lien avec le palu TGuérison clinique et parasitologique verse patient
pése en moyenne 78kg, quancedt (+) : lien avec le dosage ?



IMEA — Rapport d’activité de I'Appel d’Offres

N° 0102

" # $

B %&&' () $$ *

L'impact de la résistance a la chloroquinePddalciparumsur la mortalité due au paludisme est maintenant
bien connu et au cours de la derniere décennien&dde des souches résistantesPddalciparuma été
identifie comme un objectif prioritaire de santdligue en zone d'endémie.

Les données historiques montrent que la résistarleechloroquine a émergé a la fin des années 4050
Cambodge et au Vénézuela, de maniéere indépendardat de s'étendre a travers le sud-est asiatijue e
I'’Amérique du Sud. Dans les années 1970, I'Afridael'Est a été touchée probablement par des souches
résistantes asiatiques et la résistance a la cplore peut étre maintenant considérée comme urigoneb
mondial & I'exception de I'Amérique centrale, durpmur méditerranéen et de Madagascar.

Si la pression médicamenteuse a été identifiée @omdes facteurs clés pour I'émergence et lasitiffudes
souches résistantes, on ne sait toujours pas paul@gmergence de cette résistance n'a pas eernié\frique
ou le paludisme atteint beaucoup plus de sujetslgas les autres zones d'endémie.

Des études récentes ont montré le réle d'un geiggeypfcrt, dans la résistance a la chloroquine. Ce géne
code pour une protéine transmembranaire localiaés th vacuole digestive du parasite. Le ggficet est
entiéerement séquencé et comprend 13 exons.

Dans ce gene, un jeu de mutations ponctuellessssicig a la résistance a la chloroquine. Ces rooati
entrainent des changements d'acides aminés piliewipat autour de la position 76 qui est considéoieme

la mutation clé. Les parasites chloroguino-sensilpeggsentent un haploiype CVNIIVK (positions 72-76)
considéré comme l'alléle sauvage. Les allélestagggssont CVIET pour I'Afrique et I'Asie et SVMNibur
I'Amérique du Sud et la Papouasie-Nouvelle Guinée.

La surveillance de la chloroquino-résistanceRdefalciparumest effectuée au moyen d'études d'efficacité
thérapeutique sur le terrain (t@stvivo) éventuellement complétées par des études debdg@sn vitro des
isolats et/ou des tests génomiques. Des étudestedamonduites par nous (Checehal, 2002) ou par d'autres
auteurs ont confirmé que tous les isolats issehelSEin vivo portent un allele mutampifcrt.

Cependant, comme nous l'avions montré précédemiaettrrélation génome-vitro n'est pas parfaiteréind

et al, 2001 Molecular and Biochemical Parasitology14 95-102) etin vivo de hombreux isolats issus de
succes thérapeutiques sont porteurs de I'haplotypent, soulignant ainsi le role de l'immunité dinsontréle
deP.falciparum.

Il est apparu quand méme intéressant de précisatdar épidémiologique de ce nouveau marqueustpfet
et, en particulier, l'objectif de ce projet étatmieux évaluer I'association entre les mutatiangéshepfcrt et la
chloroquino-résistand@ vitro. Notre attention s'est portée principalement asiplolymorphismes affectant les
régions comprenant les codons 7@ 2@ depfcrt.

Nous avons concentré nos effort dans un premiepdesur I'étude de l'impact de la clonalité dans la
détermination des phénotypes et sur celle des yggwtar il nous est apparu que pour étudier gndent les
relations entre les let les polymorphismes génomiques nous avionstegsanouveaux oultils.

La mise au point de la méthode d'analyse de fraggndiabord sur le géne msp-2 (voir publicatioroBrete en
annexe) puis sur le géne msp-1, nous a permisattappga preuve que les différents clones présgats un
isolat peuvent moduler le résultat de 1g,@k cet isolat en fonction de leurs proportionatiats qui varient au
cours du temps.
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Ainsi nous avons suivi sur quelques patients lastdhtions des résultats de détermination degs &la
chloroquine (et a d'autres antipaludiques) au cdess24premieres heures (HO, H2, H4, H12, H24) suivant un
traitement antipaludique. Comme il est montré Tabl# pour un exemple de patient traité par la gairles
Clso peuvent varier de maniére parfois importante antfon de I'neure du prélevement sanguin.

Patient 22 HO H2 H4 H12 H24
CIS,
chloroquine 256 267 201 208 113
(nM)
CIS,
Quinine 448 263 234 136 170
Tableau 1

De notre point de vue, la polyclonalité des isokttta dynamique des clones que nous avons puenettr
en évidence au cours de ce travail a un impachsuie projet a deux niveaux :

- certaines valeurs de &gcomprises entre 40 et 80 nM (zone cible de notogep auraient pu sortir de
cette zone si la détermination avait été effecaiéraun prélevement obtenu quelques heures avant ou
apres celui qui a été étudié. Ceci relativise geameht les corrélations génome-vitro dans cette .zOpe
phénomene pourrait d'ailleurs expliquer a lui ggdrquoi il est observé un mélange d'haplotypes
sauvages et mutants dans cette zone alors qu'ausdése 60 nM tous les isolats sont mutants et qu'en
dessous de 40 nM tous les isolats sont sauvagis tf&s rares exceptions prés qui pourraient égalem
tenir au fait qu'un clone minoritaire de l'isoldt é&té amplifié avant séquencage).

- le continuum des valeurs observées pour les &la chloroquine pourrait s'expliquer par la pnese
simultanée dans l'isolat de clones, en proporti@rsables, ayant des valeurs discrétes. Il devdenic de
plus en plus difficile de savoir si la résistancdaachloroquine est due a un géne unigpfert, ou
(comme c'est plus probable) a plusieurs genes ufort

Pour tenter d'apporter un élément de réponse @ dethiére question, nous avons entrepris
I'étude du polymorphisme du microsatellite présagams un intron defcrt proche de la position 220
(comme nous l'avions annoncé dans le rapport irtdimire de I'année 2002).

La séquence du microsatellite est du type (TAAA)A)T. Dans un premier temps, nous avons étudié des

isolats provenant du Cambodge, d'Afriqgue de l'dsg Comores et de Madagascar. Les isolats ayant une
séquence de type sauvage CVMNK ont présenté umpaobhisme important dans le nombre des répétitions

microsatellitaires : (TAAA)3,4(TA)7 a 22. Au conira les isolats ayant une séquence de type mutdeTCont

tous montré le méme nombre de répétitions: (TA.AAJ15. Ces résultats sont en faveur d'une dissgtioim

de la chloroquino-résistance en Afrique issue dlane unique provenant d'Asie.

Nous avons ensuite étudié des isolats provenadivees pays d'Afrique sub-saharienne ayant ung &la
chloroquine comprise entre 1 et 80 nM. Nous avars abservé 3 zones :

- de 1 & 36 nM, les isolats montrent un polymonpleismportant et le microsatellite (TAAA)3(TA)15 stepas
détecté.

- de 37 a 47 nM, il existe toujours un polymorptaset le microsatellite (TAA.A)3(TA)15 est présetiez
guelques isolats.

- au dessus de 48 nM, seul le microsatellite (TAZAA) 15 est détecté.

Ces résultats sont a superposer pour leur intetimétavec la répartition de l'allgidcrt K76T dans des zones
de Ck a la chloroquine qui apparaissent comme tres psoch
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Au vu de ces données, il semble que la résistatecerdoroquine observée en Afrique nécessite nd fo
génétigue commun, sans doute issu d'un cloneaBsbrigine asiatique. En particulier I'haplotypelET

n'est pas retrouve chez les isolats trés sengibi3 nM). Au dessus de 60 nM, I'haplotype CVIEpaxait et a
un réle causal dans la résistance sans toutefoi®pandosser la totale responsabilité de cesisteice. On ne
peut exclure qu'un (ou plusieurs) autre(s) genei@jviennent en particulier pour les résistaneebalit niveau
a la chloroquine.

Le polymorphisme observé dans la zone 40-60 nMsidisn sur le plan des mutations ponctuellepfde
gue sur celui des microsatellites, ne remet pasmase ces hypotheses. D'aprés nos résultatsdtaié plus a
la dynamique des clones et a la variabilité teamide la détermination dessgdu'a un réel phénoméne
génétique.

L'association de génotypes mutantgptiadrl avec la résistance a la chloroquine reste varsditn les
auteurs et l'origine géographique des isolats dégsrminations des codons 86, 1034, 1042 et 1248naldr
des isolats de notre série sont en cours et laltatssseront donnés dans le rapport définitifel@rojet début
2004.

Nous avons renoncé a l'étudeag car il a été démontré ces derniéres années queneen'est pas causal
dans l'établissement de la résistance a la chloreqleP. falciparum Il est & noter qu'aucun nouveau gene
candidat pour la chloroquino-résistanceRddalciparumn’a été proposé depufcrt.

Nous allons maintenant poursuivre notre étude désiatance a la chloroquine Befalciparumau moyen du
projet: « analyse du transcriptome par puce a ABNIdnes d@. falciparumayant subi une pression
antimalarique in vitro » (directeur scientifiquR.: Durand), financé par le programme PAL+ et conaug
génopole de l'Institut Pasteur.

Annexes : Publications en rapport avec le projet :

Durand R, Huart V, Jafari S, Le Bras J, 2002. Radpigction of a molecular marker for chloroquingstant
falcipaium malariaAntimicrobial Agents and Chemotherapy, 2684-2686. (IF = 4.21)

Checchi F, Durand R, Balkan 5, Vonhm BT, Kollie Bherson P, Baron E, Le Bras J, Guthmann JP, 2002.
High Plasmodium falciparumesistance to chloroquine and sulfadoxine-pyrinmathe in Harper, Liberia :
results in vivo and analysis of point mutatiofisansactions of the Royal Society of Tropical Miediand
Hygiene, 96664-669. (IF = 1.72)

Jafari S; Le Bras J, Bouchaud O, DuranBl&modium falciparuralonal population dynamics during malaria
treatmentThe Journal of Infectious Diseases, in prébs= 4.86)

Ariey F, Fandeur T, Durand R, RandrianarivelojddieDuchemin JB, Robert V, Mercereau-Puijalon O, Le
Bras J. Genetic evidence that a uniglesmodium falciparumahloroquine resistance allele (CVIET) emerging
in Asia has invaded Africa. Article en préparation.

Communication affichée : Kaddouri H, Jafari S, D&, Le Bras Plasmodium falciparumétude de la
fluctuation clonale d'isolats de patients impalupsanalyse de fragments du gémsp-1.Poster au 10'
actualités du Pharo, Paludisme et Recherche, Marsept. 2003.
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Plasmodium falciparum clonal population dynamics duing malaria treatment
Sayeh Jafari, Jacques Le Bras, Olivier BouchaunhyRéurand

Centre National de Référence pour la Chimioseiitgillil Paludisme, Université Paris V et Assistance
Publique-Hbpitaux de Paris, Hopital Bichat-Claudzriard, Laboratoire de Parasitologie, 46 rue Henri
Huchard; 75877 Paris Cedex 18, France.

Informed consent was obtained from all patientg Stady was approved by Bichat-Claude Bernard Hlspi
ethics committee.

This work was supported by the French Ministry ebkh (Direction de la Veille Sanitaire), by thefch
Ministry of Research and Technology (VII3PAL) andtbe Leon Mba Institut de Médecine et d'Epidéngao
Africaine (MA) Foundation. S. J. ithe récipient of a WHO/TDR Research Training grant

Reprints or correspondence : Dr Rémy Durand, HBBitdat-Claude Bernard, Laboratoire de Parasiielotp
rue Henri Huchard, 75877 Paris Cedex 18, Francand>h33 1 40 25 78 81. Fax: 33 1 40 25 67 63.
E-mail: remy.durand@bch.ap-hop-naris.fr

Summary :

We have developed a new fragment analysis methodier to enumerate the clones and to quantify thei
proportions withinrPlasmodium falciparurisolates. We enrolled prospectively 20 adult pasievith
uncomplicated malaria returning to France fromaagisub-Saharan countries from January 2000 to July
2001. The analysis of clonal populations was perém on blood samples obtained on ten samples : one
before oral quinine treatment, and nine duringfittse 96 hours of the treatment. Chloroqujpfert and
antifolinics dhfr resistance genotypes were also determined. MuRpfalciparumgenotypes were detected
in 19 patients (95%) : two, three, four and fivegigpes were found in respectively four, nine, fand two
patients. Disappearance and reappearance of somesalvere observed within few hours. Individuahe®
represented from 0.4% to 99.4% of total parasiteBuaprisingly, resistance genotypes varied acogrth
the time of blood collection in 10 of 15 subjeasted. These findings may have important implicetio
regarding the interpretations of resistance studies

Key words
Plasmodium falciparum, clonal population dynamiagment analysis, genotyping, drug resistance
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Le principal objectif est de rechercher chez leteer les souches dre falciparumrésistantes aux
anti-malariques et préciser la variabilité génafye de ces souches dans les populations vecterielle

de la ville de Bakoumba.

Nous avons capturé 396 moustiques dans la vilBat®umba pendant la grande saison des pluies
du 25 mars au 07 juin 2002. Ces moustiques ortigséqués au laboratopire sous microscope
binoculaire et nous avons pu identifier un seulpdigbe dont les glandes salivaires contiennent des
sporozoites donc un seul moustique infecté. L'mmdmorozoitique est alors estimé a 0,0025 avec un
taux d'agressivité de 1,22 piqdres par homme piaetun taux d'inoculation entomologique de
0,0030 pigare infectante par homme par nuit spigiire infectante par homme par an. Par ailleurs,
nous avons systématiquement réalisé la PCR ni@M@UNOU et al., 1993) sur les 395 glandes
salivaires négatives en examen microscopique ehoes a permis de détecter 2 autres glandes
salivaires contenant des sporozoites soit un taoeadilation entomologique global de 3 pigdres
infectantes par homme par an.

Au total, nous disposons actuellement de 3 isalatsporozoites sur lesquels nous analysons les
genes de résistance aux anti-malariques. Poualind'analyse par double PCR (COWMAN et al.,
1988; PETERSON et al., 1988) des genes codantlpaéshydroptéroate synthétase (DHPS) et la
déshydrofolate réductase (DHFR), deux enzymes gquéés dans la résistanceRidalciparuma la
pyrimethamine et a la sulfadoxine (P/S), n'a pamede détecter des mutations responsables de
cette résistance. Enfin, nous estimons que le noa captures est tres limité et ne permet pas
d'avoir des données plus représentatives de la kimeepériode de capture plus étalée dans I'année

est actuellement envisagée par notre équipe.

12
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- Maitrise de biologie cellulaire, option génétiqueléculaire, Univ. Rennes 1 (avril-juillet 2003)

- DEA Biologie, génétique et immunologie des ini@a$ parasitaires, Univ. Paris 6 (janvier-juin
2004)

Juliette GITARD, internat de biologie en pharmacie, Paris (mabloet 2003)

Jean Birame &RR, DEA de Biologie, Univ Cheikh Anta Diop, Dakar {obre 2003-juillet 2004)

Résumé du programme de recherche :

L’objectif de ce programme est de confirmer I'eaiste d’une association entre plusieurs facteurétggres
affectant I'érythrocyte et la résistance a I'infent par Plasmodium falciparumet d’étudier I'impact de ces
facteurs sur la réponse immunitaire spécifique @ugisme.

Les antigenes du groupe sanguin ABO, ainsi quettage du trait drépanocytaire, de I'alpha-thalasséet

du déficit en G6PD seront recherchés auprées d’'oherte d’enfants vivant dans la zone d’étude deiNia
(sud-est de Dakar) ou le paludisme est endémiguersmission saisonniere d'ao(t a décembre. Les
associations entre la présence de ces facteuesreétdau de susceptibilité a l'infection plasmoeliaeront
déterminées. Le niveau de susceptibilité indivitu@l I'infection parP. falciparumsera établi grace aux
données parasitologiques relevées a plusieursespentre juin 2002 et juin 2003. Les réponses initaires
humorales dirigées contre des protéines recomtdnames antigenes MSA-1, MSA-2 et Pf155/RESA des
stades sanguins asexuésRidalciparumseront déterminées par le dosage par ELISA deselgiGotypes
d’lgG plasmatiques spécifiques. Les pouvoirs diition de la croissance parasitaire, et d’agglditbmades
hématies infectées, par les plasmas des enfanbeit ggalement évalu@s vitro. L’analyse finale consistera

a rechercher I'existence de différences qualitativa quantitatives des réponses immunitaires hue®ra
spécifiques entre les enfants porteurs ou non deteudrs génétiques trouvés associés a la résistance
I'infection parP. falciparum

Etat d’avancement du travail :

Le projet de recherche a été accepté par le Catiiithique de la Direction des Etudes, de la Rediesrt de
la Formation du Ministere de la Santé au Sénégé, @éroulement de I'enquéte de terrain a été iiondé
par le retour en mai 2002 d’un formulaire de cotement ddment signé par les parents ou tuteursrdasats
concernés par I'étude.

- Suivi parasitologique :

L’enquéte de surveillance parasitologique s’esbdée dans 2 villages de la zone de Niakhar enine2002
et juin 2003, en s’appuyant sur le suivi de cohmité® au méme endroit par le Dr AAGCIA dans le cadre de
son projet d’épidémiologie génétique du paludis/e total, 7 déterminations de la densité parasitéidP)
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ont été obtenues pour 464 enfants agés de 2 asl@etame partageant pas de lien direct de pareet. L
mesures de DP ont été effectuées au moyen de gayttesses, afin de définir pour chaque enfantDihe
moyenne ajustée sur les facteurs de risque enwmentaux et comportementaux. Sur les 5 premiers
passages, I'indice plasmodique moyen était faildeiant de 21.2% a 34.7%, reflétant la faible istgnde la
derniere saison de transmission du paludisme, catigé a une saison des pluies de faible ampleur.

- Prélevements sanguins :

Deux prélevements de sang veineux ont été effeetusi® et apres la saison de transmission, en juin
2002 (419 prélevements) et en janvier 2003 (40@ypeénents).

- Etude de génétique humaine :

Les antigénes du groupe sanguin ABO ont été détésrpar sérologie et se répartissent en 52%
(groupe O), 27% (groupe A), 19% (groupe B) et 2%61ige AB).

L’ADN génomique a été extrait de fagon automatéé&eccasion d’'un stage de FIdOT-NABIAS &
'INSERM U 399 a Marseille (février-mars 2003, aedu C CHEVILLARD ), dans le cadre du plan

IRD de formation individuelle 2003. La déterminatipar PCR-RFLP du trait drépanocytaire (stage
Internat / J ®ITARD) conclut a 13.5% d’enfants porteurs de 'Hb ASt &80 sujets typeés, seul 1
enfant est homozygote Hb SS. La détermination @&-RFLP du déficit en G6PD est en fin de
réalisation : I'étude de la mutation en positio® 3tage Maitrise / SHRLEAU) conclut a 39.7%
d’enfants porteurs du variant G6PD A incluant 14&&/porteurs a I'état hémi- ou homo-zygote. La
mutation additionnelle en position 202 est en caolerslétermination (stage Internat / JIARD). Le
portage de I'alpha-thalassémie sera recherché@RBri&rsqu’une méthodologie simplifiée aura été
précisée (collaboration INSERM U 399).

- Préparation de I'étude immunologique :

Des mises au point de dosages d’'anticorps spéeffipar ELISA ont été faites.

Plusieurs sera humains ont été testés sur uneelige®. falciparum afin de faire le choix de ceux qui
assurent une croissance parasitaire optimale. Whd®ces sera servira a enrichir le milieu deucaltdes
isolats parasitaires, pour I'étude fonctionnells daticorps spécifiques.

Planification du travail restant (période octobre 203-juin 2005) :

- Les IgG plasmatiques ainsi que les isotypes d'tti@és contre des protéines recombinantes de MSP-
MSP-2 et Pf155/RESA seront dosés par ELISA (stagad DIB S\RR).

-Le réle fonctionnel des anticorps spécifiques ugmir d’inhibition de la croissance parasitaire, et
d’agglutination des hématies infectées) sera étsdiéla souche de référence FCR3 et sur 2 isokats d
P. falciparumdont la collecte est prévue pendant la saisonaghsinission 2003 (stage DEA / SLPEAU).

- La détermination par PCR de l'alpha-thalassémia sffectuée avant la fin de I'année 2004.

- L’analyse et la publication des résultats esvpeéoour juin 2005.

Bilan financier de la section budgétaire 5540MIG55

Le financement obtenu aupres de 'lIMEA en noven2}@l a servi a I'achat d’équipement et de
petit matériel pour le laboratoire, ainsi que dectiés et de consommables pour les besoins du suivi
parasitologique, du traitement des tubes au labioeatopérations d’aliquotage) et de I'étude de
génetique humaine. Contrairement au budget prapdsdement, il a été choisi de ne pas rétribuer
de personnel en raison i) des difficultés pour nibtdes fonds complémentaires, et ii) de la nétessi
d’achats en produits et matériel de laboratoirer pegiactions menées depuis juin 2002.

Autres supports financiers :

L’enquéte de terrain a commenceé en juin 2002 gaagecrédits internes de 'UR 010 et aux fonds PAL+
attribués au programme d’épidémiologie génétiqueémans la méme zone et sur la méme population
d’ensemble par A GRcCIA depuis septembre 2001.

Une demande de fonds aupres du Programme PAL+mA2602 n'a pas abouti. Les équipes associées gtaien
I'H6pital Principal de Dakar (B NOYE), I'Unité d’'Immunologie de I'Institut Pasteur deakar (RPERRAUT)

et 'Unité d'Immunologie Moléculaire des Parasitis|'Institut Pasteur de Paris §dUIN). De la méme

facon, une demande de fonds auprés de MIM / TDie eefusée en février 2003. Notre programme y était
associé a celui d’A 8RCIA, avec pour autres collaborateurs le Service dasfiatogie clinique de

I'Université Cheikh Anta Diop de Dakar (Oa@E), le Centre International de Recherche Médicale de
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Franceville au Gabon (FOURE), 'INSERM U399 a Marseille (A BSSEIN et I'antenne parisienne de I'UR
010 a Paris (P ELORON).

Publications scientifiques en relation avec ce progmme de recherche :

MIGOT-NABIAS F. Facteurs génétiques d’hdte, modulation des r@&sorisxmunitaires spécifiques et
susceptibilité au paludisme. Atelier Programme PAL+¢Pathogénése, physiopathologie et préventien de
manifestations graves du paludismétars 2002 Dakar (Sénégal).

DIENG AB, MIGOT-NABIAS F, FAYE B, ROUGET F, GAYE O, GARCIA A. Surveillance clinique passive du
paludisme dans une cohorte d’enfants vivant en zbeedémie au Sénégal. Atelier Programme PAL+ :
« Recherche sur le paludisme et les maladies tiasdes associées, pour les pays en développement
Avril 2003, Anglet (France).

DIENG AB, MIGOT-NABIAS F, FAYE B, GAYE O, GARCIA A. Contrble génétiqgue du niveau d’infection a
P. falciparum: résultats préliminaires. Etude des ressemblaf@esliales (Niakhar — Sénégal). Atelier
Programme PAL+ : « Recherche sur le paludismesetnaladies transmissibles associées, pour lesgrays
développement sAvril 2003, Anglet (France).

GARCIA A, DIENG AB, ROUGETF, MIGOT-NABIAS F, LE HESRANJY, GAYE O. Environment, behaviour and

familial resemblances iRPlasmodium falciparumnfection levels in a population of Senegalesddcén.
Microbes Infectionen révision
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Rapport final
Objectifs :

. Evaluer la prévalence de la maladie de Chagaslebéemmes enceintes au moment de

'accouchement ;

Evaluer la prévalence de la maladie de Chagas odatgchez les nouveau-nés ;

Mesurer l'impact de la maladie de Chagas duragidssesse ;

Déterminer I'existence de facteurs de risque dedladie de Chagas congénitale.

Matériels et méthodes :

Depuis le 08 Mai 2003 jusqu'au 30 Juin 2004, tolge$emmes enceintes venant accoucher a la
maternité de I'hdpital de Yacuiba (sud du pays)eacute;teacute; incluses dans I'étude aprés gue le
consentement écrit a été recueilli.

Avant l'accouchement, les données générales camtdmmere ont été recueillies (age, résidence,
aspersions d'insecticides, antécédents obstétridéuulement de la grossesse en cours,...),

Un prélévement sanguin a été réalisé au bout dyt gdour la réalisation de deux techniques
sérologiques (ELISA et hémagglutination indire@ejisée diagnostique et pour la recherche de
Trypanosoma cruzi par la méthode du micro-hématncri

Apres l'accouchement, un prélevement de sang dloca été réalisé afin d'effectuer une recherche
de Trypanosoma cruzi par la méthode du micro-héenigéachez le nouveau-né.

Il a ensuite été procédé a un examen cliniqgue dugau-né (poids de naissance, mesure du taux
d'hémoglobine, évaluation de I'age gestationnghes cliniques d'infections,...).

De méme, un suivi de I'enfant a été proposé a ta afin d'effectuer des prélévements sanguins au

premier et au septieme mois de vie pour réalisem@mes techniques sérologiques que pour la mére

et rechercher Trypanosoma cruzi par la méthodeidworhématocrite.
Les enfants pour lesquels le diagnostic d'infectiomgénitale a été posé (micro-hématocrite positif)
ont été traités par Benznidazole (10mg/kg/jour peh@ mois).

Résultats :

L'étude n'a débuté qu'en mai 2003 en raison dedeedel'acheminement de certaines commandes et a la
demande des autorités locales en raison du tradgferctivités de la maternité de I'hdpital deuitae vers
le nouveau centre maternel et infantile de la dtiemai.

Au total, 1251 femmes enceintes ont été observiées mai 2003 et juin 2004 soit 1270 naissancepéliés
de jumeaux et 1 grossesse triple). Le suivi deargsfs'est poursuivi jusqu'aux premiers mois daéa 2005.
Pendant la période d'étude, la mortinatalité aeao17 enfants (1,3%) et 11 nouveau-nés sont @morts
cours de la premiére semaine de vie (11/1259 @it @e mortalité néonatale précoce).

Le tableau | indique les principales caractérigfde la population de I'étude. Ce tableau monteday
proportion de la population des femmes enceintda d&gion de Yacuiba, infectée par la maladie dagas
(séropositives) est particulierement élevée (44%).

Les aspersions d'insecticide dans la région safisé&s de facon peu réguliere et peu massive (B2¥%gent
a la fois a réduire l'incidence du paludisme eliedmaladie de Chagas.
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Variable Pourcentage Intervalle de
(n =1251) ou moyenne confiance
(e.s) (95%)

Age des meres (13 a 48 ans) 24,4 (0,2) 24,0 - 24,7
Nombre de visites prénatales réalisées (0 a 10) (0308) 3,7-3,9
Aucune visite prénatale 7,8% 6,3-9,3
Nombre de gestations antérieures (0 a 12) 1,7)0,06 1,6-1,9
Primigestes 36,2% 33,5-38,8
Antécédents d'avortements 14,0% 12,1-159
Antécédents d'enfants mort-nés 2,6% 1,7-35
Résidence en milieu rural 15,4% 13,4-17,4
Maison aspergée d'insecticide 52,1% 49,2 -549
Méres séropositives (Ac anti-T. cruzi) 44,2% 41470

La recherche de Trypanosoma cruzi dans le sanghggifue des adultes est souvent peu productivaséph
chronique de la maladie avec une parasitémie aibkej et donc rarement réalisée. Néanmoins, cette
recherche a été entreprise dans I'ensemble deldgbion des femmes enceintes de I'étude.

Chez les méres séropositives (en phase chronigua)x de parasitémie périphérique est de 2,9%4P9.
Il a de méme été mis en évidence la présence dsifegr circulants chez 3 méres séronégativesattatstine
incidence des phases aigués de la maladie de Ca@g4% dans la région. En fait, une quatriemerfem
enceinte a été diagnostiquée en phase aigué, pdeia 0,6% ce taux dans la population d'enq4és83).

Classiquement, le taux de séropositivité augmerdae Bage de la population étudiée (figure 1)

et donc avec le nombre de gestations antérieliges€f2).
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Trés logiqguement, I'age et le fait d'étre priminoultigeste influent sur le taux de prévalence sgjigue de la
maladie chez les femmes enceintes :
40,2% de séroprévalence chez les femmes agéesinde aeo30 ans contre 59,2% chez les plus de 30
ans (RR=1,5[1,3-1,7]) et
33,8% chez les primigestes contre 50,2% chez ldsgestes (RR = 1,5 [1,1-1,7]).

De méme, les femmes résidant en milieu rural sembples a risque d'étre séropositives (54,8%) gse |
femmes résidant en milieu urbain (42,5%) : le reseplatif RR est de 1,3 (1,1-1,5).

Les femmes enceintes séropositives (infectéesapanladie de Chagas) ne présentent pas plus de
complications de la grossesse que les femmes Sfives.

Il n'y a pas davantage de naissance prématuréaiptke poids de naissance, de mortinatalité ou de
pathologies de la grossesse chez les femmes séhagmgue chez les femmes séronégatives.

Cependant, les femmes séropositives ont présevai@dge d'antécédents d'avortements (16,9%) que les
femmes séronégatives (11,8%) : le risque relatiéssmé a 1,4 (1,1-1,9).

Parmi les 4 femmes en phase aigué de la maladig, Fésenté une parasitémie positive a Trypanosoma
cruzi et 2 ont transmis la maladie a leur enfant.

Parmi les 551 naissances de meres infectées (sérop® en phase chronique), 35 se sont avéréestdas
par Trypanosoma cruzi (a la naissance ou au prenuer de vie); ce qui porte le taux de transmission
congénitale a 6,4%.

La figure 3 ne semble pas indiquer I'existenceadh@tation entre la variation mensuelle du taux de
séroprévalence des meres et celle du taux de tisgiemcongénitale.

Tout au plus, il apparait que la transmission coitgke est maximale entre les mois de mars & juimed
année sur l'autre.

L'incidence de la maladie de Chagas congénitalacui¥ba au cours d'une année (mai a avril) a éB8dms
sur 1055 naissances évaluées soit 2,6% ou 268eSsgmble de la période d'étude, il a été obsEraas
pour 1243 naissances évaluées soit 3% ou 30ad#imme sur 14 mois (dont deux périodes maximales de
transmission). Ce taux d'incidence fait de la meldé Chagas l'infection congénitale la plus preEvia dans
la région, loin devant la toxoplasmose, la rub@olda syphilis.

La population d'étude a été divisée en trois caiégaselon le résultat de la recherche de Trypanaswuzi
chez I'enfant et le résultat de la sérologie dadae.

La population se compose ainsi de 35 enfants iédants de méres infectées (M+B+), de 516 enfants no
infectés nés de meres infectées (M+B-) et de 68dhenon-infectés nés de méres non-infectées (M-B-
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Le tableau Il montre la répartition de certaingdacs de risque selon les 3 catégories de coupessm

enfants distingués auparavant.

Tableau Il : Distribution des facteurs de risque skon les catégories de couples meres-enfants

Variables (n = 1251)

Couples méres-enfants

Proportion de multigestes

Proportion de jumeaux

Antécédents d'avortements

Proportion de nouveau-nés de sexe fémi

Proportion d'accouchements par césarie

Proportion de femmes > 30 ans

Proportion de méres a parasitémie positi

M-B- (n = 690)

57,5%
OR=1

2,9%
OR=1

11,8%
OR=1

ni¥d,5%
nas,2 %
OR=1

15,5%
OR=1

vO,3%
OR=1

M+B-(n = 516)

72,1%
OR =1,9 (1,5-2,4)

2,3%
NS

17,0%
OR=1,5(1,1-2,1)

49,3%
NS

11,4%
NS

27,9%
OR =2,1(1,6-2,8)

1,7%
OR=6,1(1,3-28,4

M+B+ (n = 35)

85,3%
OR = 4,3 (1,6-11,2)

14,3%
OR = 5,6 (2,0-15,9)

20,6%
NS

39,4%
NS

32,3%
OR =2,7 (1,3-5,6)

44,1%
OR =4,3(2,1-8,7)

20,0%
OR =86 (17,1-432,9)

NB : OR obtenus par régression logistique ; clagseiférence constituée par le groupe M-B-

Les naissances multiples, par césarienne, issuees multigestes, agées de plus de 30 ans ou

dont la mere a présenté une parasitémie péripleagumoment de lI'accouchement, sont

significativement plus nombreuses dans le groupeedéants infectés nés de meres infectées. Ces
variables semblent constituer autant de facteurssdae de transmission congénitale de la maladie

de Chagas.
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Le tableau Ill montre certains aspects cliniqudsi@bgiques en relation avec les catégories de
couples méres-enfants distinguées auparavant.

Tableau Il : Aspects cliniques et biologiques sefvles catégories de couples méres-enfants

Variables (n = 1251) | Couples méres-enfants |
M-B- M+B- M+B+
(n =690) (n=516) (n = 35)
Proportion de nouveau-nés de faible poids | 4,9% 4,5% 20,6%
(< 2500 g) OR=1 NS OR =49 (2,0-12,1)
Proportion de nouveau-nés prématurés 8,1% 6,6% 18,2%
(< 37sem) OR=1 NS OR =2,5(1,0-6,4)
Proportion de syndromes de détresse 0,7% 0,4% 3,2%
respiratoire NS NS
Proportion de nouveau-nés morts avant 1 0,4% 0,8% 11,8%
semaine OR=1 NS OR = 30,2 (6,5-140,9)
Proportion de mort-nés 1,2% 1,5% 2,9%
NS NS
Proportion de nouveau-nés anémiés (< 13,5g/dl) %1,3 9,5% 25,7%
OR=1 NS OR =2,7 (1,2-6,0)
Proportion de nouveau-nés avec Apgar bas a 2,1% 2,9% 6,2%
(<7) NS NS

NB : OR obtenus par régression logistique ; clagseférence constituée par le groupe M-B-

Les nouveau-nés infectés sont significativemerg phémiés, prématurés et de faible poids de
naissance que les autres nouveau-nés. La conbmbdei la maladie de Chagas congénitale a la
mortalité néonatale précoce est notablement élevée.

La figure 4 montre la proportion de nouveau-nésdtés (taux de transmission congénitale parmi les
meres séropositives et taux d'incidence dans lalpbpn globale) selon les catégories de faible
poids de naissance. Plus le poids de naissanééegstet plus la proportion de nouveau-nés
congénitalement infectés est faible.

Les odds ratios mesurant le risque de transmigsingénitale pour chaque catégorie de poids de
naissance, calculés par régression logistique,d®8t6 (1,0-13,1) pour les poids compris entréd200
et 2500 grammes et de 8,9 (2,5-31,6) pour les pofdseurs a 2000 grammes. |l est difficile en
I'état de déterminer si le faible poids de naissast la cause ou la conséquence de l'infection
congénitale.

Conclusions :

L'incidence de la maladie de Chagas congénitalmigansemble des naissances de Yacuiba est
estimée a 2,6% chaque année. Les nouveau-né£mamit significativement davantage

prématurés, anémiés et de faible poids que lessantiuveau-nés. La maladie de Chagas congénitale
contribue aussi a la mortalité néonatale précoce.

L'un des principaux facteurs de risque de transarissongénitale est représenté par la présence au
moment de l'accouchement de parasites circulantsldasang périphérique de la mere.

Cette étude a été conduite grace aux financemertik@d et de I'MEA.

La Paz, le 15 décembre 2005 - Dr. Laurent Brutus
URO010 " Santé de la Mére et de I'Enfant " IRD (tnside recherche pour le développement)
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N°0202

Susceptibilité génétique a la Trypanosomose Humain&fricaine :
complément d'étude

Responsable : Dr. André Garcia

Résumeé

Ce projet financeé par I'MEA en 2002 s'inscrivaaind le cadre d'une large étude sur la suscepibilit
a la THA. Il devait permettre d'augmenter le nondlamalyses génétiques dans un échantillon de
malades de Cote d'lvoire, afin d'augmenter la puiss de I'étude et de tester de nouveaux genes
candidats.

Les résultats de cette étude devaient notammeaeatiterile choix des analyses a réaliser sur une
seconde étude effectuée sur des malades de R@mubl@mocratique du Congo.

Le recueil des données de terrain de cette étuderdegmation est achevé et les analyses génétiques
réalisées a partir de janvier 2004 au Centre Natidu Génotypage.

Les différents objectifs de ce programme ont &&lras et les résultats obtenus sont extrémement
intéressants. lls permettent pour la premieredeisémontrer I'existence d'une association ense de
polymorphismes génétiques humains et une susdépfit@sistance a la maladie du sommeil.

Ces résultats ont été présentés a Pretoria enre0b5 dans le cadre de la 27éme Réunion
Scientifique Internationale sur la Recherche éifutie contre les Trypanosomoses.

Un article a été publié :

D. Courtin, L. Argiro, V. Jamonneau, G. Cuny, LDN; P. N'Guessan, L. Abel, A. Dessein, C.
Laveissiere, A. Garcia : Controle génétique dédttion a Trypanosoma brucei gambiense chez
I'hnomme, réle de certains polymorphismes des geo@ant pour L'IL-10 et du TNF alpha.
Interest of tumor necrosis factor-alpha-308 G/A arterleukin-10 -592 C/A polymorphisms in
human African trypanosomiasis Infection, Genetiod Bvolution 6 (2006) 123-129 (format pdf,
135 Ko).
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N°0203

Paludisme chez la femme enceinte : caractérisationoléculaire des parasites placentaires et
des parasites du sang périphérique de la mere a teouchement

Responsable : Nicaise TUIKUE NDAM

Section budgétaire : 5640AUB90
Financement : Fonds IMEA 2002, IRD UR 010

Résumé du programme de recherche :

L'infection aPlasmodium falciparumau cours de la grossesse représente un importdsiéme de santé
publique en zone d'endémie palustre. L'infectiamr@itle risque d'anémie maternel et est a I'oeigias
complications pouvant affecter l'issue de la gresseElle représente un facteur aggravant de |hidiigr et
de la mortalité infantile et peut également corglaides retards de croissance chez l'enfant.

La séquestration des parasites dans le placenstitcerie phénomene communément décrit qui caisetter
paludisme associé a la grossesse. De nombreuskes étmtent d'établir une association entre laipfialté
des clones parasitaires et la physiopathologie\aritre les génotypes particuliers et la sévéetdrdection.

Notre projet avait pour but de déterminer dansnemjer temps si les parasites placentaires coaatitune
population génétiquement distincte des parasitesadg périphérique de la femme a lI'accouchemergt. Pu
d'étudier le profil transcriptionnel des génesesstre parasites associes a la grossesse et cé&xdss
personnes non enceintes.

Le travail effectué peut étre séparé en trois ¢respi

I. Homologie parasitaire dans le sang périphériqude placenta et le cordon

Le projet de recherche a été accepté par le CatltBique de la Direction des Etudes, de la Retigeet de
la Formation du Ministere de la Santé au SénégatHercheur initialement identifié pour mener ce
programme (Dr Agnes Aubouy) n'a pu le faire pows deésons personnelles, et le projet a été repaptés
accord de la Direction de I'lMEA, sur Nicaise Tugkhidam, qui en a assuré la responsabilité.

Un suivi clinique et parasitologique de 306 femmaeseintes a été réalisé de juillet 2001 & mai 2002
dispensaire de Thiadiaye, a 200 Kms de Dakar, pding Fievet et Jean Yves Le Hesran, de |'unitél0R0
de I''RD de Dakar.

Ceci nous a permis d'identifier 60 méres présenta@tinfection placentaire a I'accouchement, etodeparer
au cours du 2e et 3e trimestre 2003 les marque8RIMt MSP2 et CRT dans les populations parasitaire
présentes dans différents compartiments anatom{géephérie, placenta et cordon).

Une technique de PCR fluorescente couplée a ungsarde fragments sur séquenceur ABI PRISM 3100
(Perkin Elmer) a été utilisée pour I'étude du payphisme alléligue MSP1 et MSP2. Cette méthode qui
permet non seulement une discrimination de fragsn@miplifiés a la paire de base pres, présentantaga
de pouvoir quantifier le nombre et |la proportiolatige des clones de P. falciparum dans les isdiats
patients ou des lignées de parasites.

A partir des échantillons sanguins (placentaireippérique et de cordon) des 60 femmes présentant u
infection placentaire, une PCR de détection alBipirum a permis d'identifier 39 femmes présentauat
infection placentaire et périphérique, ainsi qudetimes présentant une infection placentaire ebddon.
Nous avons donc constitué 39 couples (placent@ipénie) d'infection et 11 couples (placenta-cordor)été
formés.
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Les résultats relatifs au polymorphisme MSP-1 ePMSont révélé une infection polyclonale dans lasiju
totalité des isolats. Seule une infection monod®na été mise en évidence dans le placenta.lisna
qualitative a montré un Iéger chevauchement eafr@dpulations parasitaires isolées des trois cdmmgants
anatomiques, ce qui est en droite ligne avec &sduientes publications dans le domaine.

Cependant, I'analyse quantitative des différemtsed identifiés a révélé que les clones divergaats
représentaient qu'une fraction minoritaire au deita population totale, les alléles identiquesésgntant
plus de 80% de génotypes identifiés dans les diftérsites.

Cette approche quantitative a permis de montreirapertante homologie entre les populations paaasi
obtenues des trois compartiments sanguins contraired ce qui a jusqu'ici été rapporté. Ces obtsensa
soutenues par des études antérieures montranigpagition spontanée des parasites dans la circolat
périphérique chez la femme aprés I'accouchemerst peumettent de suggérer que le placenta constitue
I'organe majeur de maturation des parasites spéeside la femme enceinte.

Cette étude a généré des données dont l'analysearmrmis de mettre en évidence une importante
homogénéité génotypigue entre les populations paires circulant en périphérie et ceux séquestads le
placenta et a pu faire I'objet d'un article (1).

II. Mutation K76T du géne CRT

D'autre part, I'étude du géne CRT visiblement mpimlgmorphe a révélé chez la femme a l'accouchement
taux particulierement élevé (90%) de mutants K#pliqués dans la résistance a la chloroquine. Cette
observation nous a inspiré I'analyse des prélevenpeavenant des mémes femmes en début de grossesse
ainsi que la comparaison avec un groupe témoindatennulligestes.

Il est apparu qu'a la premiére parasitémie positiveours de la grossesse, 78% de femmes étdiectiéies
par des isolats portant exclusivement la mutatidg6Kalors que 53% seulement |'étaient dans le group
témoin mais avec un taux de co-infection élevé (85%

Ces données montrent de fagon évidente l'impalet pleession médicamenteuse sur les souches détgsiras
associés a la grossesse entrainant la sélectipmédetypes résistant aux médicament de prophylaxie.

Cette étude complémentaire montre pour la preniddgejue les femmes enceintes infectées par

P. falciparum hébergent plus de génotypes porgamiitation K76T que les individus non enceinteguetla
fréquence de ces mutants augmente au cours deslsegse. Ces observations ont également faittlhbje
autre article (2).

29



IMEA — Rapport d’activité de I'Appel d’Offres

lll. Geénes variants des parasites placentaires

Une quatrevingtaine d'échantillons supplémentaieesang périphérique et placentaire impaludéstéent é
récoltés auprés de femmes infectées a I'accouchetparallélement aupres de femmes non enceintes e
novembre et décembre 2003 & Guédiawaye, une bamlieche de Dakar. Les parasites fraichement isolés
des compartiments placentaires et périphériquestérétudiés sur les plans phénotypique et moléeula

La caractérisation du phénotype d'adhésion a atis&é sur un modele d'adhésion en condition siatgr
du CSA placentaire préalablement développé audabiog. Des parasites ainsi caractérisés ont étaitsxde
I'ADN et de I'ARN pour une étude moléculaire prafen

La transcription des membres de génes var codautigéne variant de surface PFEMP1 a été étudiéRpa
PCR quantitative et séquencage, afin d'identiGegdne var préférentiellement transcrit dans legpita. Les
différents groupes de parasites ont été comparés/aau des membres de gene var préférentiellement
exprimés dans chaque groupe.

Ce travail a permis de montrer que le paludisméagesnel est causé par des phénotypes de P.dalaip
particuliers, exprimant des antigenes variantsutiase spécifiques (VSAPG) qui médient la séquastra
des HP dans le placenta par interaction avec t#égqglycanes a chondroitine sulphate (CSPG) preselat
surface des syncytiotrophoblastes. Dans le cas debnnaissance de la CSA, le r6le d'un varideiIPfL a
été clairement démontre.

Nous avons ainsi mis en évidence une sur-exprespixifique des génes appartenant a la sous-famille
var2csa chez les parasites isolés de placentas (3).

Le financement obtenu auprés de I'MEA en nover@b@l a servi a I'achat de réactifs et de consormesabl
pour la biologie moléculaire ainsi qu'une missiorNwvembre 2003 a Dakar de Nicaise Tuikue Ndam pour
recueillir des échantillons parasitaires.

Publications :

(1) Journal of Clinical Microbiology, June 2005, p. P93383 Vol. 43, No. 6

Demonstration of a High Level of Parasite Poputatitonmology by Quantification of

Plasmodium falciparum Alleles in Matched Periphgdhcental, and Umbilical Cord Blood Samples.
Sayeh Jafari-Guemouri, Nicaise Tuikue Ndam, Gwlaglgdin, Emily Renart,Sokhna Sow, Jean-Yves Le
Hesran and Philippe Deloron.

(2) Journal of Antimicrobial Chemotherapy April 6, 20055 (5) : 788-91.

High prevalence of Plasmodium falciparum pfcrt K'#@titation in pregnant women taking chloroquine
prophylaxis in Senegal.

Gwladys Bertin, Nicaise Tuikue Ndam, Sayeh Jafareouri, Nadine Fievet, Emily Renart, Sokhna Sow,
Jean-Yves Le Hesran and Philippe Deloron.

(3) Journal of Infectious Diseases 2005 :192 (15 JubB1-35.

High Level of var2csa Transcription by Plasmodiwitiparum isolated from the Placenta (BRIEF REPORT)
Nicaise G. Tuikue Ndam, Ali Salanti, Gwladys Berfikadeleine Dahlbaéck, Nadine Fievet, Louise Tyrner
Alioune Gaye, Thor Theander, and Philippe Deloron.

30



IMEA — Rapport d’activité de I'Appel d’Offres

31



IMEA — Rapport d’activité de I'Appel d’Offres

32



IMEA — Rapport d’activité de I'Appel d’Offres

33



IMEA — Rapport d’activité de I'Appel d’Offres

N°0204

Paludisme chez la femme enceinte :
dosages intracytoplasmiques des cytokines inflamnwites et non inflammatoires
dans le sang intervilleux placentaire
Responsable du projet : Dr Nadine Fievet UR10 IRid@ Sénégal

Collaborateurs::

Ibrahima Diouf (étudiant en thése a I'Universitéetiih Anta Diop de Dakar),

Souleymane Doucouré (Technicien Dakar),

Alioune Gaye (Médecin Chef de I'hdpital Roi Bauddm Guédiawaye), Philippe Deloron (UR10 IRD Paris).

Introduction

Il se produit au cours de la grossesse normaleimnainomodulation générale, dont les origines et les
mécanismes se trouvent dans le placenta. Un négudlibre des réponses de type TH1 et TH2 nécesaair
I'acceptation de I'allogreffe faetale se met ainsipdace. L'immunomodulation cellulaire, essentiglént de
type Thl, est plus importante au niveau placentpitau niveau du sang périphérique. Ceci se trauhuiune
inhibition des cytokines déléteres pour la gross¢$sEN-alpha et IFN-gamma) [1]. A l'inverse, lepo@ses

de type TH2 sont favorisées [2] et on observe wggngntation des cytokines bénéfiques pour la gsssse
(IL10, TGF-beta) [3]. Une partie de ces cytokinasmaégalement un réle important dans le déclenchedse
l'accouchement, mettant en évidence la fragilitéyditeme [4].

L'infection palustre chez la femme enceinte s’acpagne d’'une infestation placentaire importante amigo

due a un phénomene de séquestration. Celle-ci éstigine d’'une réduction du poids de I'enfanta |
naissance et d’'un risque accru de morbidité et ddalité néonatales [5, 6]. Plus spécifiquemeng @#té
décrit chez les enfants de meéres impaludées unersg précoce d'acces palustres et un risque accru
d’anémie [7, 8]. De plus, il existe un phénomene dgoadhérence des hématies parasitées au
syncytiotrophoblaste qui aboutit & une séquestralio parasite. Ce phénoméne se situe uniquemestlelan
placenta. Une des raisons de cette restrictiouldise chez les femmes enceintes est la spécifieisésouches
plasmodiales a adhérer a un récepteur placeniaicbpndroitine sulfate A [9-11].

Au cours de cette infection, les processus immugiglees locaux et plus particulierement les réponses
immunes du sang intervilleux sont impliquées damsdéveloppement et le contrble du parasite. Le
développement des parasites dans le placenta prewogdéséquilibre dans les réponses immunologigaes
les cytokines entrainant des réponses de Type THilensuit des sécrétions locales augmentées d'IFN
gamma et de TNF-alpha [12-14]. Cette réponse inflatire qui entraine des dommages fonctionnels dans
les villosités placentaires, et par conséquentpéesirbations des échanges foeto-maternels, esti@ssoun
faible poids de naissance [12, 15]. Les sécrétitifN-gamma par les cellules mononucléées (CMN3atg
intervilleux sont associées a une protection cohiméection [16], ce qui suggere une implicatioe da
réponse cellulaire locale dans la construction’idariunité anti-parasites placentaires. D’autreg,darrole

de I'lL12 (cytokine majeure de la régulation derééons d’'IFN-gamma) dans la régulation des cedlule
sécrétrices d'IFN-gamma (CD4, CD8) présentes damdacenta n’'est pas encore bien déterminé. Urle seu
étude décrit des perturbations des sécrétionsmikioes d’IL12 dans le cas des co-infections VIHigsme
[17].

Objectifs

Dans le cadre du présent projet, nous avons exfadaé@ponse immune placentaire avec les objeatifsaants
: 1) comparer la capacité des différents typesealelles mononucléées a répondre a la multiplicaties
parasites au niveau placentaire et 2) identifigickdlules sécrétrices des cytokines.

Ce travail permettra : 1) de compléter nos prédiédieavaux réalisés au Cameroun (augmentationailes t

plasmatiques de TNF-alpha et d'IFN-gamma dans leEseptas parasités et taux équivalents d’IL10)) ete?
déterminer la part des CMN placentaires dans pda&ons immunologiques a I'infection par falciparum
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Matériel et méthode

Inclusion des sujets dans I'étude :

Ce programme s’est déroulé dans la maternité duBRadoin a I'hdpital de Guédiawaye située dans un
guartier périphériqgue de Dakar. Ce centre de sdnmaide une population d'environ 1 million d'habitaet
réalise 6500 accouchements par an. La transmighiompaludisme est faible, inférieure & une pigdre
infectante/homme/an [18]. Toutefois, il existe demes de marécages permanents (niayes) propices au
développement des anopheles. La prévalence patistiela population a été estimée a moins de 106 [
Nos travaux réalisés en 1998 et 1999 ont montrgéealence d'infection palustre placentaire dremviL0%
pendant la saison des pluies (Septembre - Décembre)

Nous avons inclus les femmes a l'issue de I'accenngnt avec les criteres suivants : résidente ai@uége

ou Pikine pendant la grossesse, agée de plus desl@rossesse de plus de 7 mois, enfant né Yarand'un
accouchement normal. Le protocole a été expoadearime et son accord demandé pour participetuadée

Un questionnaire a été posé sur le déroulementadgdssesse et la prise d'une chimioprophylaxiea U
prélevement hépariné de 10 ml de sang veineux aéél&é et le placenta a été recueilli. Nous avon
sélectionné 17 femmes présentant une infectioneptade et 12 sans infection placentaire. Pour whaq
femme dépistée positive a l'inclusion (test ICT Mt&a P.f. “Rapid test foP. falciparumantigen®); un
traitement antipalustre, et une supplémentatiorieeront été donnés (suivant le schéma thérapeutigue

I'hopital).

Traitement du matériel biologique

Les prélevements périphériques et les placentdsnétmansportés rapidement au laboratoire de 'UR1
'IRD ou ils étaient traités dans I'heure suivdat¢éouchement. Pour chaque placenta, il a étésééahe
apposition et un frottis pour rechercher les péasiLe sang intervilleux placentaire a été réctiggar
perfusion avec du PBS hépariné stérile [16]. Ldépement de sang veineux de la mere était traitéade
méme maniere que le sang placentaire.

Mesure de la production de cytokines intracytopigsies

Aprées une période de mise au point : 1) choix daéthode de perfusion du sang intervilleux en fionctle

la logistique a la maternité et des possibles eoim@tions du sang intervilleux par du sang foetati2étique

de dosages des différentes cytokines en fonctisradégenes utilisés; comparaison des résultate eahg
total et cellules mononucléées concentrées, noosagtudié les réponses cellulaires. Nous avoré db
comparé les pourcentages cellules sécrétant lekiogs en réponse a une stimulation par un mitogeRg
pour les monocytes et PMA/ionomycine pour les lyowpfttes) et un antigene (hématies parasitées (HP) pa
P. falciparun) ainsi que des contrdles entre les compartimeanglsns périphérique et intervilleux dans les
différents groupes de sujets. L’'avantage de larogtde de flux sur les dosages sérologiques aftrdlifier
simultanément une cellule par un marquage de régeptle surface spécifiques, et les cytokines |texiau
niveau intracytoplasmique.

Les monocytes ont été identifiés par I'expressiorCiD14 et du CD33 et les lymphocytes par les mangue
CD3, CD4 et CD8. Les monocytes ont été marqués fesucytokines : IL10, IL12 et TFN-alpha et les
lymphocytes pour les cytokines IFN-gamma et TNFalp
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Résultats/Discussion

Comparaison de la production de cytokines par leaoaytes
Les pourcentages de monocytes qui sécrétent del'diprés stimulation par le LPS ou les hématieasitaes
sont faibles et équivalents entre le sang périphéret le sang intervilleux.

A l'inverse les pourcentages de monocytes qui $&arée I'lL12 et du TNF-alpha aprés stimulatiom |z
hématies parasitées, sont significativement augisedans le sang périphérique par rapport au sdeg in
villeux (p de wilcoxon = 0,027 et 0,025 respecties). Les réponses au LPS vont dans le méme sdas ma
ne sont significatives. Nos résultats confirmentcontrole de ces deux cytokines inflammatoires tdéé
pour le placenta dont la régulation négative dansddcenta est nécessaire.

Cependant, la présence de parasites dans le @aeeigimente le pourcentage de monocytes qui setkte
I'lL12 et diminue le pourcentage de monocytes @arétent du TNF-alpha.

Ces résultats suggerent 1) une immuno-régulatianndenocytes placentaires par rapport aux monocytes
circulants et 2) une dichotomie de réponse a lagmée de parasite dans le placenta. Nos résutiatsle
TNF-alpha sont cohérents avec ceux de Perkins efuialobservent une diminution de la capacité des
monocytes a produire du TNF-alpha avec la préseafeceparasites sous forme d’hémozoine dans les
monocytes [20] mais contradictoires avec d’autteslés qui observent une augmentation des taux de TN
alpha quand les placentas sont impaludés[12, 1},l25 techniques de dosages sont différentesset le
premiéeres études ont mesuré des taux de cytokenes lds plasmas ou les surnageants de cultureols
avons pu identifier les cellules sécrétrices de -H\fha et observer que les lymphocytes CD4 et GBi@rét
aussi des cellules sécrétrices de TNF-alpha.

Une diminution du taux d’'IL12 dans le sang intdetik a été montrée chez des sujets séropositifs lpou
VIH associé &. falciparum[21]. Cependant nos réponses augmentées en ILXeheujets impaludés sont
en accord avec leur comparaison sur leurs popokatéronégatives impaludées ou non.

Comparaison de la production de cytokines paryesghocytes
Le niveau d’activation des lymphocytes par des gditees peut étre exprimé par I'expression du marqieu

surface CD69. Nous avons observé un pourcentagdyrdphocytes CD6Y supérieur dans le sang
périphérique par rapport au sang placentaire. ®iffies approches ont montré une immunomodulatisn de
lymphocytes placentaires (Diouf 2004, Kauma 19€®pendant, les pourcentages de lymphocytes (CD4 et
CD8) qui sécrétent de I'lFN-gamma ou du TNF-alppaea stimulation par le PMA/IONO ou les HP sont
équivalents entre les deux compartiments sanguin.

Par ailleurs, la présence de parasites dans lemilacaugmente significativement le pourcentage de
lymphocytes CD4 et CD8 qui sécrétent de I'lFN-ganuualu TNF-alpha dans les deux compartiments aprés
stimulation par le PMA/IONO. Cette différence n'esis retrouvée aprés stimulation par les HP. Nadtsds
pour I'lFN-gamma confirment ceux déja observé ddimutres études [12, 14, 16] et montre que les
lymphocytes sont des cellules sécrétrices de TNRaatjui doivent étre prises en compte dans I'inéegtion

des régulations immunologiques.

En conclusion, nos résultats suggerent une presdien parasites sur les réponses des cellules
immunocompétentes du sang intervilleux et péripjuéri Les parasites inhibent les monocytes dans leur
production de TNF-alpha, mais stimulent les répsnee IL12. L’IL12 une cytokine majeure pour la
stimulation des sécrétions d'IFN-gamma par les lyogytes semble jouer un rble prépondérant le sang
intervilleux.

Valorisation des résultats
Ce travall fait I'objet d’'un article qui sera sowsou peu et un résumé est soumis pour le congiésaM
Yaoundé en octobre 2005 au Cameroun (en annexe).
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Title : MONOCYTES INCREASE TH1 CYTOKINES INPLASMODIUM FALCIPARUMINFECTED
HUMAN TERM PLACENTA

Introduction (500 char)

Pregnant women are at increased risk for maladeParfalciparumaccumulates in the placenta. The immune
mechanisms of placental malaria are largely unknovtacental inflammatory responses via IFNand
TNF- secretion are involved in functional damage dfasland troubles of feto-maternal exchanges. IFN-
and TNF- control parasite growth and need to be produceidglpregnancy. The monocyte cytokine IL-12,
enhanced during normal pregnancy, is a major IFNrecursor.

Methods (750 char)

At delivery 17 P. falciparum infected and 12 non-infected women were recruitedhe maternity of
Guediawaye, near Dakar Senegal. For each womam pleccenta and 10 ml heparinized venous blood sampl
were collected immediately after delivery. The imipaf placenta parasite development on cytokine
production by monocytes (CD14+), lymphocytes (CDahd CD8+) in intervillous and peripheral blood
mononuclear cells was investigated and comparetér &f vitro stimulation by phorbol myristate acetate
(MPA)/ionomycine or lypopolyssacharid (LPS) andf&ciparum infected erythrocytes (IE), flow cytomet
has been used to detect intracellular cytokindgrmphocytes (IFN-, TNF- ) and monocytes (IL10, IL12,
IFN- ).

Results (1250 char)

Cytokine productions were compared in peripheraht@rvillous blood compartment. The
proportion of CD4 and CD8 cells secreting IFNer TNF- were similar in both compartments
after stimulation by MPA/iono or IE. The proportiohmonocytes secreting IL12 or TNF4n
response to IE were higher in peripheral than terinllous blood (both p= 0.03).

In P. falciparuminfected placentas, the proportions of placentafi€ and CD8+ cells secreting
IFN- and TNF- after stimulation by MPA/iono were increased (CDg=0.08 and 0.02; CD8+:
p=0.01 and 0.02 respectively).

We observed a dichotomy in monocytes responsessponse to LPS. In infected placentas, the
proportions of peripheral and placental monocyeeseding IL12 were increased (significant for
placental p=0,043), while those secreting TNRkvere lower (significant for peripheral p=0.08).
falciparumvia hemozoine may down-regulate TNFresponses and allow IL12 responses.
Interpretation (250 char)

IL12 is maintained and is an important factor tduoe protective IFN- response by CD4+ and CD8+. IL12
and IFN- may synergistically allow protective response lacpnta malaria. TNF- production by CD4+
and CD8+ is upregulated in infected placenta.
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N° 0205

Etude des conséquences du paludismdPéasmodium falciparumet aPlasmodium vivax
durant la grossesse dans deux régions endémiquesBidgivie (Amérique du Sud)

Equipe : Dr. Sergio Mollinedo, Dr. Laurent Brutus

Rapport final

Objectifs :

Evaluer les prévalences des infections paludighes es femmes enceintes au moment de
'accouchement ;

Evaluer les conséquences de ces infections santé ges meéres (anémie) et du nouveau-né (faible
poids de naissance).

Matériel et méthodes :

De décembre 2002 a ao(t 2004, toutes les femmesngex venant accoucher dans les deux hopitaux
de Bermejo (sud de la Bolivie) et Guayaramer’'n drau pays) ont été incluses dans I'étude aprés que
leur consentement écrit a été recueilli.

Avant l'accouchement, les données générales camtdmmere ont été recueillies (age, résidence,
aspersions d'insecticides, antécédents obstétridéuxulement de la grossesse en cours...).

Un prélévement sanguin a été réalisé au bout dyt dour la recherche de parasites chez la mere
(frottis et goutte épaisse de sang périphériquaréslau Giemsa) et pour la détermination du taux

d'hémoglobine (Hemocue®).

Aprés l'accouchement, des empreintes de sang pd@reeant été réalisées a partir d'un morceau de
placenta préleve sur la face maternelle. Les emigebnt été colorées au Giemsa.
Il a ensuite été procédé a un examen cliniqgue dugau-né (poids de naissance, mesure du taux
d'hémoglobine, évaluation de I'age gestationnel...)

Résultats :

518 accouchements ont été réalisés a Bermejo 8talGiayaramer’n pendant la période d'étude. Compte
tenu des accouchements gémellaires et des mo(ex@ss des analyses), ce sont 504 accouchements a
Bermejo et 991 accouchements a Guayaramer’'n qdir@aément été pris en compte dans l'analyse.

Le tableau | montre les caractéristiques des fenandenction des deux maternités.

Tableau | : Caractéristiques des femmes de I'étude

Variables Bermejo Guayaramer’n Différence
(n =504) (n=991)

Age moyen (années) 24,2+0,3 23,2+0,2 p < 0,001
Milieu rural 22,7% (19,0-26,3) | 6,9% (5,3-8,4) p 01
Maison aspergée d'insecticides 50,3% (45,8-54,8) ,0%%51,8-58,1) | NS
Nombre de gestations antérieures 1,9 + 0,09 2,080 p =0,02
Primigestes 28,4% (24,4-32,3 31,5% (28,6-34,4) NS
Nombre de visites prénatales 3,7+0,1 4,7 + 0,06 < 0m0o1
Aucune visite prénatale 7,8% (5,5-10,2) 1,9% (18)-2 p < 0,001
Faible poids de naissance (< 2,5 Kg) 4,8% (2,9-6,6) | 5,0% (3,6-6,3) NS
Anémie maternelle sévére (Hb < 8 g/dl 6,3% (44)-8, 6,7% (5,1-8,3) NS
P. vivax(sang placentaire) 3,0% (1,5-4,5) 2,5% (1,5-3,5) S N
P. vivax(sang périphérique) 7,6% (5,2-9,9) 4,5% (3,2-5,8) | p=0,01
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Les deux populations different quelgue peu : I'tddgle Bermejo recrute davantage de femmes provelian
milieu rural que Guayaramer’n. Les femmes sont epanne plus agées d'un an a Bermejo qu'a
Guayaramer’n et réalisent moins de visites préestdla proportion de femmes sans aucune visiteafakn
est de 7,8% a Bermejo contre 1,9% a Guayaramer’n.

Les deux zones se ressemblent quant & la propaitimouveau-nés de faible poids ou de femmes Eageu
d'anémie sévére. De méme, la prévalence de paledikentaire 8lasmodium vivaxst comparable entre
les deux hopitaux.

Dans les deux régions, seules 50% environ des ma@u été aspergées avec des insecticides aliitele
contre les vecteurs du paludisme. L'espéece Plasmmddiciparumn'a été mise en évidence que dans la seule
région de Guayaramer'n et en faible nombre : 0,4%sde sang périphérique des méres (4/991). Laritéajo
des infections étant due$avivax les analyses ne porteront donc que sur cetteespé

La figure 1 montre la distribution mensuelle deSvatences dB. vivaxdans le sang périphérique chez les
femmes au moment de l'accouchement, dans les dgitaitx (méme distribution).

La saison de transmission parait commencer en rareegt se terminer en juin chaque année.

Le tableau Il montre les conséquences de l'infegilacentaire &. vivax

Conséquences sur le taux d'anémie maternelleaitede faible poids de naissance, pour les dedgrnités
confondues.
Tableau Il : P. vivaxet faible poids de naissance et anémie maternefiévere

Variables Placentas Placentas RR Différence
infectés non infectés (IC 95%)
Proportion de faible poids17,9% 4,6% 3,9 p = 0,001
de naissance (< 2500 g) (7/39) (65/1419) (1,9 -8,0)
Proportion de femmes | 15,4% 6,3% 2,4 p =0,024
séverement anémiées | (6/39) (88/1395) (1,2-5,2)
(Hb < 8 g/dl)

Le risque de faible poids de naissance augmergguerle placenta de la mere est infectéPpaivax De
méme, on observe une augmentation du taux d'ars&wéze des méres dont le placenta est infecté par
P. vivax

Ces résultats sont illustrés par les figures 2:et 3
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Le tableau Il montre que ce sont les multigestésgnt les plus exposées au risque de faible lwEds

naissance lorsque le placenta est infectdpaivax

Tableau Ill : P. vivaxet faible poids de naissance et anémie sévere sdlmrang de gestation
Variables Placentas Placentas RR Différence

infectés non infectés (IC 95%)

Taux de faible poids chez les | 14,3% (3/21) 5,5% (42/758)| 2,6 p = 0,090

primi et secondigestes (0,9-7,6)

Taux de faible poids chez les | 22,2% (4/18) 3,5% (23/661), 6,4 p < 0,001

multigestes (au-dela de la (2,5-16,6)

seconde grossesse)

Taux d'anémie sévere chez les9,5% (2/21) 4,9% (37/745)] 1,9 p=0,35

primi et secondigestes (0,5-7,4

Taux d'anémie sévére chez les 22,2% (4/18) 7,8% (51/650)| 2,8 p =0,028

multigestes (au-dela de la 1,2-7,0

seconde grossesse)

P. vivax est associé a un risque majoré de faitildspe naissance ou d'anémie maternelle sévénstard de
P. falciparum Toutefois, a la différence de falciparum ce sont les multigestes qui semblent les plus

exposées aux conséquences du paludishe/&axdurant la grossesse.

L'origine du faible poids de naissance est multifgorielle.

Il a été procédé a une analyse en régressiont@gguiltiple afin de déterminer dans notre poputati@&tude

quels étaient les facteurs associés a la dimingtiopoids de naissance des enfants. Le résultatte
analyse figure dans le tableau IV.

Tableau IV : Facteurs influencant le poids moyen daaissance
(Analyse en régression linéaire multiple, n = 131tonstante a 3627 grammes)

Variables Différence p IC 95% de
(en grammes) la différence

Accouchement prématuré - 756 < 0,001 (- 857 ; - 656)
Primigeste - 245 < 0,001 (-302; -188)
Nouveau-né de sexe féminin - 140 < 0,001 (- 1891L)-
Secondigeste -133 < 0,001 (-196 ; - 69)
Infection placentaire a P. vivax - 243 0,001 (- 39B5)
Résidence a Guayaramer'n -83 0,002 (-135;-31)
Sans visite prénatale -132 0,04 (-261;-4)
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Dans la population étudiée, les causes classiqudsminution du poids moyen de naissance sontuefes.
La naissance prématurée (-7509), d'une mere prineige2459) ou secondigeste (-130g), sans visitegtale
(-1309), d'un nouveau-né de sexe féeminin (-140g¥ytitment autant de facteurs de risque habituefaitke
poids de naissance.

A cela s'ajoute le fait de résider dans la régimazonienne de Guayaramer’n (-80g). Ce dernier daetst
difficile a interpréter tant il doit intégrer de ftiples aspects comme I'état nutritionnel des meaggrésence
d'entéroparasites, ou des différences d'ordre &oammmique.

Enfin, le fait d'étre infecté p&. vivaxau niveau du placenta constitue aussi une causadgligeable de
diminution du poids de naissance (-245g ; IC eb@@ et 4009g). Le paludisme a P. vivax constituecdon
probleme de santé pour le couple mere-enfant erigol

Le tableau V montre le calcul des risques attribesatle faible poids de naissance et d'anémie nediern
sévere chez les exposés (infectésarivay et dans la population générale.

Tableau V : Risques attribuables de faible poids ef'anémie sévére
associés a l'infection placentaire paP. vivax

Variables Prévalence Risque Relatif Risque Risque
(IC 95%) attribuable attribuable dans
chez les exposés la population
Faible poids de 4,9% 3,9(1,9-8,0) 74% 7,2%
naissance
Anémie maternelle | 6,5% 24(1,1-5,2) 59% 3,8%
sévére

Comptes tenus de la prévalence observée danspuptdation d'étude tant du faible poids que deéliaie
sévere et des risques relatifs de faible poidsanédie associés au paludisnte. &ivax le risque attribuable
dans la population de faible poids de naissanceRiévivaxest de 7% et celui d'anémie sévere de pres de 4%.

Ces risques sont comparables a ceux qui sont éalpolur les populations de femmes en Afrique sub-
saharienne a savoir entre 8 et 14% pour le risgfaillle poids lié &. falciparumet entre 2 et 15% pour le
risque d'anémie sévere lid*afalciparum

Bien que I'especR. vivaxsoit considérée comme une especldesmodiummineure et sans gravité, ses
effets durant la grossesse sont loin d'étre néajhigs et s'averent comparables a ceux de l'espece
P. falciparum

Conclusions :

- Il existe bien en Amérique latine des infectipasustres durant la grossesse, aussi bRerfa@ciparumqu'a
P. vivax

- Les infections placentairesPa vivaxentrainent une augmentation significative du @eiXaible poids de
naissance des enfants et d'anémie sévére des meres.

- Si l'effet de l'infection paP. falciparumest communément plus marqué chez les primigestks,de
I'infection aP. vivaxsemble notablement plus accentué chez les mukiges

Cette étude a été conduite grace aux financementR@ et de I'MEA.

La Paz, le 15 décembre 2005

Dr. Sergio Mollinedo, Anciennement responsabledeilé de Parasitologie et des Maladies Tropicales
(UPAMET) INLASA (Institut National des Laboratoirele Santé)

Dr. Laurent Brutus, UR010 " Santé de la Méere etiigant "

IRD (Institut de recherche pour le développement)
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N°0301

Prévalence du portage nasal des souches S&aphylococcus aureaushez les sujets entrant dans
les services de chirurgie de I'H6pital du point G 8amako (Mali). Sensibilité aux antibiotiques.
Réparation phylogénétique.

Responsable du projet : Professeur Antoine Andnémo

\*2J

Laboratoire de Bactériologie, Hbpital Bichat-Clalgkrnard,
46 Rue Henri-Huchard - 75018 Paris.
Tel. 01 40 25 85 00 - Fax : 01 40 25 85 81
antoine.andremont@bch.aphp.fr

Rapport final du 21/12/2006

1 - Rappel des objectifs

L'objectif du projet était de caractériser la ptémae de portage, la résistance et la diversit@slervoir nasal
de Staphylococcus aureus a Bamako (Mali) car aestémistiques ont été peu étudiées dans les pagsid.

Cette étude s'inscrit dans le cadre d'un projet phste visant & étudier la biodiversité du résenasal de S.
aureus. Dans ce projet des collections de soudmtsecueillies dans diverses villes, actuellengarhako
(Mali), Tlemcen (Algérie), Chisinau (Moldavie), FafFrance) selon une méthodologie strictementtigea
a des fins de comparaisons phénotypique et moiéeula

2 - Méthode:

Nous avons étudié 300 sujets (>15 ans et < 80esmignt en urgence de facon consécutive dansviesaie
Chirurgie de I'Hopital du point G entre Mars etnJ2005. Chaque sujet a eu un écouvillon nasal@itprd
15 heures apres l'arrivée. L'étude n'a pas contesrgtijets arrivant aprés 15h I'aprés-midi, leagiome ou
les jours fériés. Les souches ont été détectéanibeu de Chapman et les informations cliniquetséia
rentrées dans un fichier Epi-info.

Les antibiogrammes et l'identification d'espéceasetdréalisés & Bamako par les collaborateursenstiu
projet (Dr. Aminata Maiga et Dr. Ibrahim Maiga).sL.suches ont ensuite été transportées dans notre
laboratoire ou elles ont été caractérisées par.ldlinata Maiga, a I'occasion de son séjour eh tan
gu'Assistante associée (Financement : Ministeré\ffages Etrangeres).

La sensibilité des souches a été vérifiee et image a été réalisé par la technique du " Multéoeéguence
typing ". La séquence type (ST) de chaque isoéanalysée sur la base www.nlst.net, et leurogiéylie
déterminée (Neghbor-Joing et Bootstrap).

3 - Résultats:

La prévalence du portage de S. aureus était de(R2966). Les porteurs différaient des non portguansr le
sexe (51% versus 37% de femmes), et 'age moyewveféls 52 ans) (p<0.05) mais pas pour les antét®de
d'hospitalisation, I'état de santé initial et &ulide résidence.

Une souche était résistante a la méticilline (désok la kanamycine et la tétracycline). Pour ea@res, les
taux de résistances a la pénicilline, la tétraogcét I'érythromycine étaient respectivement de 87%63),
78.5% (n =51), et 6% (n = 4). Les 66 souches @tagparties en 15 ST dont une nouvelle.

Les 6 principales ST regroupaient 80% des souc8&45 (n=19, diffusion mondiale), ST152 (n=15, décr
une fois au Danemark), ST8 (n=6, diffusion mondjg&3 291 (n=5, origine non documentée), ST5 (n=4,
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diffusion mondiale), et ST88 (n=4, dont 3 souclessibles et une résistante a la méticilline, (etta été
décrite dans 4 pays, mais uniquement chez des apuésistantes).
Les souches du ST88 sont en cours de caracténigatiopléte. Parmi les 9 ST minoritaires (conte2ant
souches maximum), une nouvelle ST proche du STé& eetouvee.

4 - Conclusion :

La prévalence du portage nasal de S. aureus a Bafiuli) est identique a celle retrouvée dans Bgsp
industrialisés mais les souches sont particulipoes la résistance a la tétracycline et pour léadibersité.

5 - Poursuite du travail :

5 -1: La caractérisation des souches va se pomesyrace au reliquat de financement actuellement
présent sur notre compte (3 81,15 euros au 21/P9/65 résultats seront comparés a ceux des souches
isolées des autres zones géographiques ou le préfétégalement réalisé.

5 - 2 Le Dr. Aminata Maiga souhaite revenir au tabaire pour poursuivre son travail dans le cadraal
thése de 3éme cycle. Une demande de bourse awpf&J& est en cours.

6 - Communications :

Barbier, F., A. Maiga, J. Mohler, C. Janraud, Lmand-Lefevre, E. Borsali, S. Elbaz, B. Fantin, A.
Andremont, and R. Ruimy. 2006. Portage nasal coitaatrde Staphylococcus aureus (SA) sensible a la
meéticilline et de staphylocoques a coagulase néggatirteurs de Staphylococcal Cassette Chromosa@ne m
(SCCmec) a I'entrée a I'hépital. Abstract 195/4B&FM, editor. 26éme Réunion Interdisciplinaire de
Chimiothérapie Anti-Infectieuse (RICAI), Paris, I@cembre 2006.

Duval, V., I. Maia, A. Maiga, L. Brasme, D. Forle Madoux, V. Vernet-Garnier, and C. De Champs56200
Epidémiologie des béta-lactamases a spectre éfgnduites par les entérobactéries a Bamako, MaRk094
et 2005. Abstract 370/66p. in SFM, editor. 26émarfRen Interdisciplinaire de Chimiothérapie Anti-
Infectieuse (RICAI), Paris, 7-8 Décembre 2006.
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7 - Intégration des résultats dans I'étude de la bdiversité du portage nasal deés. aureus.

L'apparent retard a la publication des résultata geésente étude (en dehors de leur présentaticongrés
de la RICAI 2005 est du a ce que ce travail s'mgegomme indiqué dans l'introduction a un enserphig
vaste visant a décrire la biodiversité du portaggahde S. aureus en fonction des conditions ddede
populations.

Comme indiqué plus haut, au paragraphe 1, dappet des objectifs du projet, des campagnes de
prélevements ont été réalisés dans 3 autres sitéeemcen en Algérie (CHU), a Chisinau en Moldavie
(Hopital Principal) et a Paris (Hopital Bichat).

Ces campagnes ont été réalisées (grace a desdinants indépendants) en suivant exactement la méme
stratégie épidémiologique que celle réalisée a Rargrace au présent financement) et les résultats
concernant les caractéristiques du portage nasal dereus et des souches isolées peuvent donc étre
compareées.

C'est d'ailleurs cette comparaison qui était restiés, les résultats bruts et individuels d'un pays ayant
peu de sens. Nous avons donc décidé d'attendidesjdennées soient complétes pour écrire un manlescr
regroupant. Ce travail est maintenant quasi acheveé.

Pour information les données chiffrées actuelles s suivantes :
Algérie : 89 souches, Moldavie : 93 souches etd&gari04 souches.

Les premiéres analyses montrent qu'il existe unditside tres intéressante entre les différentspds
prévalence du portage de S. aureus ne semblerpasditificativement différente entre les différsnt
populations étudiées.

En revanche, la répartition phylogénétique deslsmsisemble varier entre les localisations géoggajelsi
avec cependant des clones trés largement disséd@néde monde et dont la caractérisation plusvinfaire
I'objet de travaux ultérieurs.

Enfin, la sensibilité aux antibiotiques des soudwdifférente de pays a pays, ce qui signe que le
différences de pression de sélection entre lesipélyent sur la résistance des souches potentielt
pathogénes (ici S. aureus pris comme exemple)iawedeur réservoir naturel. Ceci a des consémgsnc
directes sur le choix de l'antibiothérapie probatalvis-a-vis des infections staphylococciquessdans
différents pays.

L'ensemble de ces résultats sera soumis pour ptiblicau cours du premier trimestre 2007.
Publication :

JOURNAL OF BACTERIOLOGY, June 2008, Vol. 190, No. 11, p. 3962-3968

The Carriage Population of Staphylococcus aureus Wali Is Composed of a Combination of Pandemic
Clones and the Divergent Panton-Valentine LeukaeRbsitive Genotype ST152

Raymond Ruimy (1), Aminata Maiga (1,2), LaurencenAnd-Lefevre (1), Ibrahim Maiga (2), Amadou
Diallo (2), Abdel Karim Koumare (3), Kalilou Ouatta(4), Sambou Soumare (5), Kevin Gaillard (1)ndea
Christophe Lucet (6), Antoine Andremont (1), andvadd J. Feil (7).

Received 14 December 2007/Accepted 20 March 2008
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N°0302

Génotypage des haplotypes dhfr 51-59-108 dans legections polyclonales
a Plasmodium falciparum: développement et application d'une PCR
allele-spécifique multiplex couplée a une sonde fiwescente

Responsable du projet : Jérdme Clain (France)

Maitre de conférence - Université Paris Descarkesculté de Pharmacie
Laboratoire de Biologie Animale et Parasitaire E820
4 av de I'Observatoire 75 006 Paris
jerome.clain@univ-paris5.fr

Rappel du contexte et des objectifs scientifiques :

L’association pyriméthamine/sulfadoxine est utgis®uramment en Afrique pour le traitement et la
prévention du paludismeR falciparum La résistance de. falciparuma la pyriméthamine compromet
I'efficacité de cette association, la présenceatagites triples mutants N511-C59R-S108N pour heegiafr
étant associée a la probabilité d'échec du traitema& la plus élevée. C'est la combinaison de ces 3
mutations (parfois également de 2 mutations) sor@me clone -ou haplotyplafr- qui est informative pour
prédire la capacité de résistance d'un isolat.

Haplotypes
Clone Mutations 51 -59 - 108Phénotype
Sauvage N C S Pyr
Simple mutant S1I08NN C N | Pyr’ ‘
Double mutant 1N511+S108N 1] c N Pyr
Double mutant 2 C59R+S108N N ﬂ N Py
Triple mutant ~ N51[+C59R+S108NI R N Pyr?

C:Cys;l:lle;S: Ser;N: Asn; Rrg

En grasacide aminé mutant :

Pyr, Pyr" Pyr®: sensible, tolérant et résistant a la pyriméthamin
Dans les régions de forte transmission du paludisetée information n'est pas disponible pour teddts
polyclonaux a cause des limites des outils molé@dautilisés.

Les objectifs scientifiques annonceés dans le pa#gpbsé étaient :

a. Améliorer les outils moléculaires actuellement disiples pour surveiller la résistance a la
pyriméthamine, en particulier dans le cas destsgalyclonaux.
b. Décrire les haplotypes de résistance du gifie-les différentes combinaisons de mutations en

position 51,59 et 108 sur le méme clone- danséigi®ns ou la fréquence des isolats polyclonaugleste.

Résultats obtenus :

A ce jour, le premier objectif (a) a été réaligéyapermettre la réalisation du second dans |leecde deux
études en cours au laboratoire. Nous reviendransesudeux points dans les secti®é&sultatset
Perspectivesrespectivement.

Ce projet repose sur la mise au point d'une métlooidgnale pour détecter directement les trois tots en
position 51, 59 et 108 du gedbfr et étre slr qu’elles sont portées par le méme clypeds des expériences
préliminaires et un nouvel examen de la bibliograpihest apparu que la méthode initialement ne¢en
(combinaison d’une PCR allele spécifique couplébydridation d’'une sonde fluorescente) était peu
spécifique, présentant un risque élevé de fauxifsost de faux négatifs.

48



IMEA — Rapport d’activité de I'Appel d’Offres

Nous avons donc adopté une autre méthode nomméeSBCR. Le principe est le suivant. La région
d’intérét est amplifiée par PCR et les amplicon# smsuite séparés a I'état simple brin en contitiwon
dénaturantesyngle Srand Gonformational Blymorphisn). Dans ces conditions, I’ADN simple brin adopte
une conformation tridimensionnelle spécifique dedguence et permet donc de différencier différents
mutants selon leur profil de migration électropHtioxée.

L’inconvénient majeur de cette méthode est qu’'aaaeégle ne permet de prédire les conditions deatigr
adéquate. Celles-ci doivent étre déterminées dmfagpirique.

Nous avons donc fait varier cing paramétres pawvir des conditions permettant de différencies tea
haplotypeghfr d’intérét (tableau ci-dessus). Ces paramétres:sont

1) la taille de I'amplicon : onze amorces dans le gihfeont été synthétisées ce qui a permis de tester
neuf produits de PCR de taille différente (de 218 pb) délimitant la zone d'intérét ;

2) la température de migration : 4°c, 15°C ou 25°C ;

3) le tampon de migration : Tris Borate EDTA, Tris Aaté EDTA, Tris Glycine EDTA,

4) la présence ou non d’additifs dans le gel telslegugycérol et I'éthylene glycol ;

5) la porosité du gel d’acrylamide déterminée papsmetres C (% de crosslinker) et T (%

d’acrylamide).

Apres avoir testé les conditions « classiques »nuit pas donné de résultats satisfaisants, nourssa
entrepris une démarche quasi systématique poumnaéts de bonnes conditions. Ce travail répétitif e
fastidieux, réalisé en grande partie par Mme Emmb@iRenard (technicienne de recherche dans notre
laboratoire), a permis d’identifier plusieurs cdiadis qui répondent partiellement a nos exigenessépart.

Les résultats de la meilleure de ces conditions m@sentés dans la figure 1.
Figure 1. Analyse des mutations N51I, C59R et S1p8NPCR-SSCP.

Conditions de migrations : amplicon de 233 pb sTlycine EDTA ; 10%T, 2%C ; 4°C ; 250V ; 20 heures
Témoins : ADN dont les haplotypdbfr sont déja connus ayant servi a la mise au poitda dethode.

témoins isolats
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Le gel montre clairement que le triple mutmTNSJ.I +C593‘+5108\l) peut étre Wentifié par son profil
électrophorétique unique, ainsi que les deux deuigtants IRN (N51+C59R+S108N) et| CN
(N511+C59+S108l). Ce sont ces trois haplotypaisfr qui sont associés aux échecs thérapeutique a la
pyriméthamine/sulfadoxine.
La présence du triple mutant et des doubles mutkamts des isolats dont les génotypes avaient taénuéés
par des méthodes conventionnelles (RFLP et séggengat été identifiés sans ambiguités.
En revanche, méme si leurs profils sont |égéremiéiérents, il est délicat de différencier le sag@dNCS)
du simple mutant (NR). De plus, certains mélanges d’haplotypes (pgdigche des témoins) ne peuvent pas
étre clairement identifiés.
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Ainsi nous avons développé une méthode original@eumet d’identifier en une seule migration lesgr
génotypes en position 51, 59 et 108 du gihifeassociés aux échecs thérapeutiques a la pyrimigiam
sulfadoxine. Cette méthode est d’'une grande siitdkt d’une grande rapidité car elle repose unitgre sur
une PCR et une migration électrophorétique. Ellmeépas en jeu de réaction de digestion enzyn&tiqu
(RFLP), ni de séquencage d’ADN, ni d’hybridationlénulaire. Elle est donc peu colteuse, ne nécqsasite
de matériel sophistiqué (a I'exception de I'apdaad?CR) et pourrait donc étre utilisée dans delbrenx
laboratoires simplement équipés.

Publications :

Ce travail a fait I'objet d’'une communication affie au congres de la Société Francaise de Pavggitol
Maiga O, Renard E, Le Bras J & Clain J. Détermamates haplotypes dhfr triples mutants associés a |
résistance a lI'association pyriméthamine/sulfadexinez P. falciparum par PCR-SSCP. Congres de la
Société Francaise de Parasitologie, Paris, 15-¢éndlére 2005.

Un article est en cours de rédaction pour présémtméthode et son application au génotypage pie tri
mutant du gendhfr deP. falciparumassocié a I'échec thérapeutique a la pyriméthamiifadoxine.

Perspectives :

Nous travaillons actuellement & I'amélioration desénsibilité de la méthode pour pouvoir identifigns
ambiguité des mélanges de différents haplotgbésdans les isolats polyclonaux, et & sa spécifiaté p
pouvoir mieux différencier I'haplotype sauvage dume mutant. Cet outil va étre appliqué a deux
programmes développés en collaboration avec ratgatoire. Dans le premier programme, notre outil
permettra d’identifier rapidement et & moindre degtisolatsihfr triples mutants a partir de centaines
d’isolats de terrain dans le but de faire une éhisrique de ces triples mutants.

Dans le second programme, nous évaluerons leseinéqa des haplotypdbfr dans deux populations du
Mali ou l'intensité de la transmission du paludisest différente pour évaluer I'impact de la trarssiun sur
I’évolution de la résistance.
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N°0303

Le programme brésilien de lutte contre le VIH/Sida les lecons d'un modele

Guillaume Leloup (France-Brésil)

MISSIONS : Les crédits IMEA ont permis le financement degnmiissions au Brésil :

1 - Mission G.Le Loup, mars 20@4 semaine a Rio de Janeiro, 3 jours a Sao Paglgoers a Brasilia).
Entretiens avec les partenaires scientifiques patEndu projet de recherche

- Fondation Getulio Vargas, Professora Sonia Fleury

- Universidade estadual de Rio de Janeiro (UERS)itlito de Medicina Social, Pr Kenneth Camargo

- Programma Nacional dst/aids, Brasilia

- Coordinacao estadual dst/aids, Sao Paulo (SP)

Entretiens préparatoires avec divers responsablemtervenants de la politique brésilienne de latbatre le
sida.

2 - Mission B.Larouzé a Bélem (12-13 juillet 2004)
Préparation du projet de recherche avec la coatidimdst/aids de I'état de Para.

3 - Mission G.Le Loup, octobre 2004

- 2 jours a Rio de Janeiro : entretiens avec UERdrdation Vargas (Finalisation des partenariats,
organisation de la recherche)

- 4 jours a Bélem : rencontre avec responsabla dedrdination dst/aids de I'état du Para pour gne&p
programme de recherche

- 1 journée a Brasilia : finalisation le projetr@eherche avec le programme national dst/aids

- 6 jours a Sao Paulo : finalisation du programmeetherche avec coordination dst/aids de I'étSate
Paulo, rencontre avec la coordination municipal&Egélaboration du programme de recherche avec le
secrétariat municipal de santé de Guarulhos.

En outre, entretiens préparatoires avec diverorssgles ou intervenants de la politique brésibeta lutte
contre le sida. Ces missions ont permis de precwitact avec les futurs partenaires du programme de
recherche dans ses trois sites (Bélem, Sao PaBlasgitia), programme qui a été soumis a 'ANRS Ide
I'appel d’offre de septembre 2004e solde disponible a été utilisé pour la tracucen portugais du
programme de recherche.

RESULTATS :

1) Mise en place, dans le cadre du « site » BdesllANRS, d'un coopération scientifique associgoatre
organismes : INSERM U707/Université Pierre et M&iegie ; Ecole Normale Supérieure de Cachan (Groupe
d’Analyses des Politiques Publiques) ; FondationtuBe Vargas, Ecole Brésilienne d’Administration
Publigue ; Université d’Etat de Rio de Janeiro,titns de Médecine Sociale). Obtention de lI'accoud d
ministere brésilien de la santé sur le projet dbeeche.

2) Rédaction d’'un projet de recherche (en annegpps, en vue de son financement, aupres de 'ANRS.
Demande de bourse a SIDACTION. Obtention des fiearsnts ANRS et SIDACTION

3) Synthése des premiéres observations sur lén@trdes recherche bibliographiques sous la fatimee
thése de médecine : G. Le Loup. De I'équateur@pidue du capricorne : défis et lecons d’'un paggital
sur le VIH/SIDA, ppl120, Faculté de Médecine d’AnseR005, félicitations du jury et proposition par |
faculté de médecine pour étre présentée a desggibnaux.

4) Préparation de deux articles scientifiques (amns).

Le programme brésilien de contrdle de I'épidémiaida : entre exceptionnalisme et normalisation.
L’apport de la sociologie politique aux théories dontréle de I'épidémie de VIH/SIDA : revue de la
littérature et proposition d'un modéele.
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OBJECTIFS DE LA RECHERCHE :

Au moment ou le programme brésilien sida/mst (metadexuellement transmissibles) est reconnu comme
un modele de référence pour les pays a moyen etrehasiu, I'objectif de cette étude est d’analyser
I’évolution de ce programme en réponse a la pasgoh de I'épidémie brésilienne, du point de vae ()

la coordination entre prévention, dépistage etemaeént du VIH/sida ; (2) leuarticulation avec le systéme
public de santé ; (3) I'accés des populations pesiau systéme de santé ; (4) la durabilité de lailisation

et de I'exceptionnalisme brésilien et les modalitéda normalisation de la réponse brésilienne&gidémie

de sida .

Pour mener cette analyse, une attention prioriteéra donnée aux facteurs sociaux et politiquasymoent

aux capacités de coopération entre les divers @cpeiblics et associatifs et au mode de pilotagke efestion

par les divers niveaux d'autorité publique.

PROBLEMATIQUE DE LA RECHERCHE :

La paupérisation de I'épidémie de VIH/sida au Brésili s’accompagne de son intériorisation et de sa
féminisation, transforme les conditions de son iébat

1-Quelles sont les conditions et les modalitésadiahsition entre un programme vertical et un programme a
forte composante horizontale au sein du Systemeuénde Santé ? Quels rapports s’établissent emtre |
niveau fédéral et le niveau local ?

2-Quelssystemes d’actionrse mettent en place, notamment dans des cont@daierinent enchasseés, et sur
qguels modes de coordination formelle ou de coojpératformelle reposent-ils ? Quatsodéles de contrdle

de I'épidémie résultent des actes des opératecasixoet de ces modalités d’interdépendance et alfegh?

3- Quels changements s’operent dans les théorigsteiments de contréle de I'épidémie des principa
opérateurs en réponse a sa paupérisation ?

4- La paupérisation de I'épidémie induit-elle uracbement de laapacité de formulation et d’action des
assujettis de la politique sida/mstc’est-a-dire des patients et des groupes vulnésablQuels acteurs ou
groupes d’acteurs s’expriment-ils en leur nom ? IQ@ent les conséquences de ces changements sur la
politique sida/mst ?

5- Les modalités d'interdépendance et d’échangee efgs acteurs aux théories, modes opératoiresxet a
portefeuilles relationnels variés ont-ils un impagtl’accés a la prévention, au dépistage et aux soidgs
populations pauvres ?

6-Comment expliquer la durée prolongée de la phbseceptionnalisme brésilien ? La paupérisation de
I'épidémie et I'horizontalisation de la politiquafluent-ils sur les modalités deormalisation et sur la
durabilité de réponse brésilienne ?

HYPOTHESES DE RECHERCHE :

Hypothése 1 la durée prolongée de I'exceptionnalisme brésiliee cloisonnement fonctionnel entre
prévention et traitement et la centralisation fa#du programme sont des effets induits du systBawtion
national, ce systeme d'action étant caractérisé ypesr forte coopération entre autorités fédérales et
associations, un relatif cloisonnement entre aid®rifédérales et opérateurs publics locaux, et une
légitimation mutuelle entre programme fédéral stifations internationales.

Hypothése 2 I'horizontalisation du programme redéfinit ledatens hiérarchiques et financieres entre
autorité fédérales d'une part et opérateurs pubdicsassociatifs locaux d'autre part, en accroissant
coopération verticale. L’horizontalisation modifés processus de territorialisation de la politiquesida.

Hypothése 3: I'horizontalisation du programme transforme lgmie de sida en un probleme public local et
pose le probleme de la définition du contenu dubl@rme public ; le sida est envisagé soit comme un
probleme politique (I'épidémie comme conséquence lalepauvreté et de I'exclusion de populations
vulnérables) soit comme un probleme techniqueifi&mie de sida contrblable par des mesures detdgpis
et de prévention).
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Hypothése 4: la définition localedu probléme publiest le résultat du jeu des opérateurs locaux digrsgs
de santé et de la capacité de formulation et daales populations pauvres. Cette capacité paubatlysée
a partir des concepts de défection et de priseadde(Hirschman, 1970 ; annexe n°4).

Hypothése 5: les systemes locauKacteurs sont caractérisés par des alliancesvwatagnt fortes entre des
organismes indépendants par ailleurs et agissaptigeipe selon des logiques différentes, les yadiiques
et les autres plus techniques : d’'une part I'atlea@NG/sida - coordinations étatiques et municgpalda/mst
et d'autre part I'alliance acteurs politiques mupéeix - équipes de santé familiale , chacune cempévec
les structures hospitaliéres ; en revanche, ladiaation entre les opérateurs des deux allianddsibte.

Hypothése 6 :la coopération entre acteurs locaux définit un mobtlal de réponse a I'épidémie et explique
les limites de l'intégration locale entre les commgates de la politique locale sida/mst au seinydteme de
santé. En outre, ces modalités de coopération eeSeacteurs caractérisés par leur territoire idacteur
théorie du contréle de I'épidémie et leur « pomtdfe » de patients spécifiques, ont un impact airgur
I'accés des patients et de populations pauvrepeélaention, au dépistage et aux soins.

Hypothése 7 :le processus de normalisation brésilien est unegssacs hétérogene national et local ; a
I'échelon local, les modalités de normalisationtfonction de la définition du probleme public ddaset des
modes de coopération entre acteurs techniques.

MATERIELS ET METHODES :
a) Meéthodes

L'enquéte sergualitative. Les informations seront collectées par :

- des entretiens semi-directifsindividuels et confidentiels,

- I'observation directe des coopérations entre opérateurs de la politsiple@mst et des modalités de
mobilisation et d’action collective des populatigraivres,

- une étude documentaire(compte-rendu de réunions, rapports d'activitéjgisp etc.) a partir des
documents obtenus auprés des différents intervenant

- I'analyse secondaire des données d'étudesalisées par des tiers et des publications relderet
internationales.

Une enquéte qualitative est particuliérement adaptiur analyser les stratégies des acteurs eel@sons
gu'’ils entretiennent, I'action collective qui ersuite, la régulation des systemes d’action.

Cette enquéte s’appuiera sur les outils et la ndéliogie développés, dans le cadre de la socioldgg
organisations, pdtanalyse stratégique et systémiqueour décrire les acteurs, leurs stratégies, lee s
d’action concrets (Crozier et Thoenig, 1977 ; Feirgl) 1988 ; Thoenig, 1998).

L'analyse stratégique et systémique s’est en affigé€lée particulierement fructueuse pour analysser |
politiques publiqgues (Mény et Thoerl@®89), en particulier les politiques de lutte centr sida, a I'échelon
national (Setbon, 1993 ; Setbon, 2000) ou localrr@n 1998), le fonctionnement de services hospitl
(Kuty, 1975), les coopérations entre acteurs loggax exemple, Thoenig, 1994), en particulier latiga
publique territoriale (Duran et Thoenig, 1996), poea citer que des travaux réalisés en France.

La démarche de recherche ésluctive. « (le raisonnement organisationnel) ne cherclsedpaérifier des

hypotheses développées de facon générale et hotexte il cherche a reconstruire « de lintérieua
logique, les propriétés structurelles et les redlegeu particuliéres a un ordre local ». (Friedb&©88).
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b) Terrains d’enquéte

Nous réaliserons notre étude a I'échelon fédéralietrois terrains locaux.

Le choix de ces terrains d’enquéte est le résditatmissions préparatoires que nous avons men280dn
pour élaborer cette recherche. Ces missions expigra nous ont notamment permis d’obtenir le souties
différents participants, en particulier le directedu programme national sida/mst et les directeles
coordinations étatiques concernées, d’effectudrawvail de recherche documentaire d’élaborer lesngres
hypotheses de recherche et de définir les tercbdmgjuéte.

1- La recherche sera menéd'é&helon fédéral auprés des responsables et intervenants que mouos a
identifiés, pour analyser le systeme d’action matiet I'exceptionnalisme brésilien.

Les principaux organismes et intervenants a cesadt :

- Le ministere de la santé, et en son sein, lerprome national sida. Des entretiens seront réadigés les
responsables du programme national, en particddisrservices de prévention, de traitement, de owirdn
avec les ONG et de l'assessoria de planejamentgabagao. Au sein du ministére seront également
interviewés les responsables du programme de &anikale.

- Les représentants de la Banque Mondiale ayatitipgra la négociation et a la signature des ascAiDS,

en particulier AIDS 111

- Les organisations non gouvernementales, en disdint celles qui participent de maniere permanarite
concertation au sein du programme et celles qus é&re intégrées de fagon permanente, ont prigarte
active aux négociations des accords AIDS.

- Les représentants des Etats et des Municipaktésnpiveau national au sein du programme et des leur
structures représentatives au sein du ministeta sienté (CONASS, CONASEMS).

2- La recherche sera également mendé@chelon local pour analysefhorizontalisation de la politique
brésilienne et la mise en place de coopératioreddscLe choix de ces trois terrains locaux daitregdtre, au-
dela des contingences locales, de dégager desaréggilet ouvre la voie & une généralisation psHive et
prudente.

Les terrains locaux serotmbis municipalités bénéficiant de la politique d’'incentivos du migis de la santé.
Le choix d'un territoire de niveau municipal pougtlide permet cependant d’'étudier commentétgs
c’est-a-dire les coordinations étatiques et lesétadats d’états a la santé, opérateurs majeuta pelitique
sida/mst, interviennent localement dans la stratdgicontrole.

Deux territoires municipaux seront situés diétat de Sao Paulg qui appartient a la région Sudeste. La
troisieme est située dafiétat de Para, qui appartient a la région Norte et a I'enserddeninistratif dit
Amazonie légale. Un tableau comparatif des prinegpa&aractéristiques sociales et sanitaires esepté
dans 'annexe n°5.

De nombreuses raisons nous ont conduit a cHsat de S&o Paulo C'est dans cet état qu'apparaissent les
premiers cas de sida a partir de 1981. Vingt aus tard, l'incidence de I'épidémie reste tres &e(#2,8
pour 100.000 en 2002) et I'épidémie diffuse progiresment vers l'intérieur de I'état et les plusifest
municipalités, en suivant les routes de trafic wpéfiants (Labrousse, 2003). L'expérience acqdases la
lutte contre le sida par le Secrétariat d’Etat e&5énté en a fait I'un des « inspirateurs » de |Etiguae
brésilienne et de nombreuses initiatives, étatiqignunicipales, ont été prises pour coordonn@olaique
sida avec les soins primaires.

L’état de Sao Paulo, fortement urbanisé, est les piighe du pays et dispose d'un réseau dense
d’infrastructures de santé, mais la population nvivdans la pauvreté y est nombreuse (14,1%), ditylar
dans l'agglomération et la ville de Sdo Paulo etsdl plupart des grandes villes de I'état, ou sbe
concentre dans de vastes territoires urbains diskan (Théry, 2000 ; Rolnik, 1999 ; Torres, 200®). sein

de I'état, deux municipalités seront retenus ptiudle, 'une dans I'agglomération de Sdo Paubytre, de
taille moyenne, située a lintérieur, sur l'une dmsncipales routes du trafic de stupéfiants. Lesixd
municipalités bénéficient de la politique d'incensis du ministere de la santé, et ont développépitants
programmes de soins primaires.
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Le second état que nous avons chdisiat de Para, s'inscrit dans le contexte géographique, éconoajiq
social et politique de I'’Amazonie (Droulers, 200Bgns ce vaste territoire, I'urbanisation est beapcplus
faible que dans I'état de Sdo Paulo, de méme qderiaité de population. Les structures de santéqoeb
sont moins développées, et a ces problemes detwsgscs’ajoutent d'une part les difficultés liéasxa
distances et a I'isolement géographique des pdpokaet d’autre part, la prévalence élevée d'ureeide de
pathologies infectieuses tropicales. Dans I'étaPdr, le premier cas de sida notifié date de 1988 dence
reste faible , en comparaison de S&o Paulo, avecas pour 100.000 habitants en 2002, ce chiffratét
toutefois probablement inférieur a I'incidence I&ele I'épidémie en raison de la sous notificatles cas.

Prés de 40% de la population vit au dessous dli deyiauvreté. L'état est caractérisé par une ishton
rapide et mal maitrisée ayant pour conséquencmissance récente de vastes quartiers urbainsésplilges

ou vivent les populations pauvres (Bourdier, 20@fest dans ces quartiers, en périphérie de Belam p
exemple, que lincidence de I'épidémie semble laspélevée. Les données disponibles indiquent que
'épidémie de sida se développe également en miligal, & distance des centres de diagnostic et de
traitement de I'état. Cing municipalités de I'étanéficient actuellement de la politigue d’'inceasivLa
municipalité que nous avons identifiée, situédradiieur de I'état, a plus de 1000 kilomeétres aleadpitale
Belem, présente une composante urbaine et une camigorurale et un programme de santé familial bien
implanté.

Sur ces différents terrains locaux, la recherchea senée dans plusieurslieux:

- les responsables administratifs des secrétari@santé et des coordinations étatiques

- les cadres dirigeants politico—administratifs mipaux tels que les préfets ou les conseillersioipaux de
santé ;

- les coordinations municipales sida/mst;

- les intervenants des structures opérationnediediagjnostic et de traitement des patients sénifisgsi

- les unités de soins primaires et les équipesudi amiliale.

- les acteurs des ONG traitant spécifiquement ouchosida, et en particulier les associations
communautaires qui se sont développés dans lesegagrauvres ;

- au sein des quartiers pauvres, les informategntingnts (responsables d’associations de quartier,

« entrepreneurs » politiques, membres des corlgedsix de santé, élus...) sur les modalités d’orgdiois et
d’action collective des populations vulnérablesrannexe n°4).

Cette enquéte permettra d’étudier les différentesposantes de la politique brésilienne sida/mdtétudier
plus spécifiguement quelques themes qui nous semdlee des révélateurs des modes de coopératite, t
gue, par exemple, la prévention et la prise engehalinique et thérapeutique des adolescents, anstitue
aujourd’hui une préoccupation majeure des diveésatpurs.

c) échéancier de la recherche

Trois missions préparatoires, mentionnées plus, loattété réalisées en 2004 a Rio de Janeiro, |BraS&o
Paulo et Belem avec un financement de I'IlMEA.

Les enquétes de terrain seront réalisées, pourdién fédéral (Brasilia) et I'état de Sdo Paulocaurs de
deux missions qui se dérouleront en 2005. En 2008¢ I'enquéte dans I'état de Para, nous expmiteies
informations recueillies (observation directe, etims semi-directifs, qui auront été trancritsfauet a
mesure de leur déroulement). Les articles et conwations seront élaborés et soumis au cours de cett
seconde année. Une attention particuliere ser@gartla diffusion des résultats dans le contexésilien
(congres, séminaires associant au-dela des padert# la recherche les institutions qui auront'ébget de
celle-ci, notamment programme sida national etat&ts de Sdo Paulo et du Para.
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COMPLEMENTARITE DES EQUIPES :

-Jean-Claude Thoenigest sociologue, spécialiste de la sociologie demrisations et de l'analyse de
I'action publique ; ses travaux ont porté notammsuat la régulation du systeme politico-administrati
francais, la gestion publique territoriale, la sdagie de I'administration ou encore I'évaluatiogscholitiques
publiques.

-Sonia Fleury, docteur en sciences politiques, est spécialistsydtéme de santé brésilien auquel elle a
consacré I'ensemble de ses recherches, a I'Ecdlenake de santé publique brésilienne puis a I'Ecol
brésilienne d’administration publique ; elle a ertjgulier étudié le mouvement sanitariste, la m&® du
systéme de santé, et la problématique de I'acoesains des populations défavorisées ;

-Bernard Larouzé, épidémiologiste, a consacré ses recherches idé®@pologie du VIH/Sida, des hépatites
et de la tuberculose ; il coordonne le site Brdsil’ANRS et, depuis plus de dix ans, la coopénafranco-
brésilienne sur le sida. Il participe actuellemémnin projet de recherche sur le sida et la tubeseutn milieu
carcéral brésilienGuillaume Le Loup, diplémé de l'Institut d’Etudes Politiques de RBaf1987) et titulaire
d'un DEA de sciences politiques, est médecin etatant en santé publique (école doctorale ED393EBPS
de Paris 6); par son expérience professionnelle @89 a 1997), il posséde une connaissance du
fonctionnement des administrations locales et dganisations non gouvernementales ; il parle paitug

-Kenneth Rochel de Camargcest docteur en santé collective ; au sein detitingde médecine sociale dont
il coordonne I'école doctorale, il a consacré uadip importante de ses recherches a I'épidémiéldésida
au Brésil, a la prévention de I'épidémie de VIHésiarésilienne, a I'intégration des différentes cosgntes
de la prise en charge et a I'analyse de la pawgtiénsde I'épidémie

RESULTATS ATTENDUS DU PROGRAMME DE RECHERCHE :

a) résultats scientifiques et retombées potensgelle

Nos travaux permettront

- de préciser, dans le contexte brésilien, lestastsociaux et politiques qui influent, a I'écmefédéral et
local, sur la coordination et la coopération eméi® différentes composantes du contrdle de I'épidémha
VIH/sida au sein des systémes de santé

- de définir un schéma explicatif de la participatdes populations vulnérables au systeme de sad&leur
capacité a se constituer en acteurs.

- d’analyser la relation entre modes de coordimatotre opérateurs et accés aux soins des pomdatio
pauvres.

- de proposer une définition nouvelle des procedsusormalisation.

Les résultats de ces travaux contribueront, surbdeses scientifigues, a adapter la stratégie deaben
brésilienne a I'évolution de I'épidémie, et a prepo des pistes concrétes de réflexion pour préteser
conditions et les modalités de I'adaptation du progne brésilien a des pays a bas et moyen revenus.

b) activités de formation

Le projet permettra de développer, dans le cadria deopération franco-brésilienne, plusieurs @#évde
formation :

Des étudiants brésiliens du niveau master et dalaties institutions brésiliennes partenaires seassbciés a

la réalisation de ces travaux de recherche (engi¢éterrains, analyse de données...).

Ce programme de recherche fera I'objet de la tlbseiversité de Guillaume Le Loup dans le cadre de
I'école doctorale « santé publique et sciencesidiimation » (Paris 6). Il bénéficiera de progmaes de
formations de la Fondation Getulio Vargas et destitut de Médecine Sociale de I'Université d’'Edat Rio

de Janeiro. Il participera a la formation d’étudsalorésiliens.
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N°0304

Réle des cellules dendritiques dans la maladie déh@gas congénitale

Responsable : Céleste Rodriguez (Bolivie)

Hypotheses et objectifs :

Les aspects de la réponse de I'hbte qui détermieelagrande majorité de nouveau-nés de méreséefec
par Trypanosoma cruzhe développent pas linfection sont peu connus. piaticipation des cellules
dendritiques (CD) dans I'activation des lymphocylesst un facteur déterminant de 'immunorégulatioat
aspect n'a pas été abordé dans le contexte deltlimale Chagas. Cette proposition de rechercheua p
objectif de déterminer la participation des cebutkendritiques et des immunomodulateurs présems léa
sang du cordon ombilical. Dans le cadre de cettestigation, le travail a pour objectif spécifiqienalyse
de la participation des CD en relation avec la nidpoimmune cellulaire et I'état d’infection des weaux
nés. Le travail d’investigation proposé a des basemntifiques (décrites plus bas) et I'objectibag terme
est de contribuer au développement d'interventmntectrices durant la période de gestation.

Antécédents et justificatifs :

La transmission ddrypanosoma cruziles méres chroniqguement infectées aux nouveaurstésbservée
dans 2 a 12 % des grossesses et est associéendalatte sévére et une mortalité élevée du nouvéau-n
(Azogue et al., 1985; Bittencourt, 1988). La production de cytokinlymphocytaires (IFN gamma,
interleukine (IL)-2, IL-4) est observée dans legdn cordon ombilical des nouveaux-nés infectéd panzi

La production de cytokines inflammatoires (IL-1heth-6, TNF-alpha) et anti-inflammatoires (IL-10,
récepteur soluble de TNF) est observée dans le damgrdon ombilical des nouveaux-nés non infepts
T.cruzi(Vekemanset al.,2000).

Etant donné qu’on observe des niveaux élevés damtis HLA-DR solubles lors d’infections par HIV Ié€i
et al., 1995), que la présence de ces molécules est ébezeles patients avec une hépatite C (Hesal.,
2000) et que les cellules dendritigues du cordobilizal ont la capacité de produire des niveaux&dede
HLA-DR soluble (sHLA-DR) (Balgansureat al, 2003), nous proposons de mesurer la productooned
marqueurs dans le sang du cordon. Le mécanismiegael sHLA-DR agit au niveau des lymphocytes T
n'est pas connu, mais il pourrait avoir un effetriomosuppresseur (Claes al, 1990). Egalement, il a été
observé qué. cruzia la capacité de réduire la synthese d’IL-12, NE-Rlpha, d’IL-6 ainsi que I'expression
des molécules HLA-DR des cellules dendritiquesadtéfes (Van Overtvelet al, 1999). Pour cette raison,
nous déterminerons aussi les niveaux de produdithnl?2. Il faut souligner que la détermination ¢e
production de TNF-alpha et IL-6 dans le sang ddaorsera réalisée dans une étude complémentaareche
par le programme Jeunes équipes associées IRD.

Justificatifs La maladie de Chagas atteint environ 18 millionpéesonnes en Amérique du Sud et représente
un probléme majeur de santé publique avec desdatfuins socio-économiques. La transmission veetidel

T. cruziau nouveau né est une voie importante pour dissroette parasitose. La morbidité et la mortalité
associées justifient largement cette investigaionconséquence, pour éviter que les enfants abairiacette
maladie, les mécanismes effecteurs impliqués do&teea identifiés.

Matériel et méthodes :

Sujets :

90 nouveaux-nés de méres chroniquement infect&ek pauzi on été sélectionnés, 30 porteursideruziet
60 libres de parasites. Les 30 premiers cas dediratle Chagas congénitale sont inclus dans I'étude
devrait durer quelques mois de plus. Les « témoi(enfants négatifs nés de meres infectées) sohitsi
raison des deux premiers enfants négatifs suiviaafue cas positif. Cette étude est développée @rdic
avec les regles étiques, et les meres ont donngedasentement aprés avoir recu une explicatiate ae la
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part des infirmiéres. En particulier, les nouvegs-tinfectés parf. cruzirecevront gratuitement le traitement
recommandé (Benznidazole, 10mg/kg/jour pendand6f).

Information clinique :

Un dossier médical de la grossesse a été obtenu ntlzes a travers un formulaire clinique
(PHO/WHO/CLAP, 1997). Apres l'accouchement, l'imfiiere a obtenu un échantillon du sang du cordon
ombilical (SCU). La parasitémie a été déterminéelgpaechnique de micro hématocrite et sera étupliée
tard par PCR. Les nouveaux-nés de meres chagasjguesvait pas des parasites ont été examinésaais
apres la naissance pour rechercher la présenderdess circulantes.

Préparation des échantillons :
Apres obtention du SCU et centrifugation (2.000 ra@min, 4 C) le plasma est en train d’'étre analyser
les déterminations plus haut.

Préparation des cellules :

Les cellules mononuclées ont été isolées du SCUusugradient de densité par centrifugation (Ficoll-
Hypaque). Apres lavage, elles ont été comptéessibdiées dans des plaques revétues de silaim(sil?)

a raison de 5x1®ellules/puits. Une fois séches, les cellules §igges en acétone 100% pendant 10min & -
20 C. lls ont été gardées a -20 C pour la déteddier©D4, CD8 et CD83.

ELISA pour sHLA-DR dans le plasma

Les plaques revétues avec 5ug/ml d’anticorps monaticontre HLA-DR (ATCC) ont été traitées avec 3%
de sérum albumine bovine (BSA). Elles son consengdmgelées et tous les échantillons seront analyse
méme temps. comme la courbe standard puis incuh&esles échantillons. Aprés lavage, il sera étilis
anticorps monoclonal contre HLA Il chaine B (ATC€&)njugué a la peroxydase (HRP). HRP sera détectée
avec le substrat TMB (BioRad Labs, CA, USA) et téactions seront arrétées avec 10 ¥5®. Les
colorations seront mesurées par un lecteur de plamae a 450nm.

ELISA pour IL-12 :
La production d’IL-12 sera déterminée par un kit&A de BioSource Europe (Nivelles, Belgique), audt
mesure que les échantillons soient décongelés.

Analyse phénotypigue de CD83, CD4 et CDS8 :

Les cellules dendritiques seront dénombrées arsdexpression du marqueur de surface CD83. Lelmmem
des lymphocytes CD4 et CD8 permettront de détemiieffet des cellules dendritiques sur I'activatide

ces cellules et la participation de ces subpopuiatidans la production de cytokines (programme ekeun
équipes associées IRD). L'identification de ceséuoles de surface se fera par incubation avecrde®igs

de souris dirigés contre CD83, CD4, CD8 (Immunotedarseille, France), suivie d’incubation avec des
anticorps de chevre anti-souris marqués (HRP) (Inotach). La présence des molécules de surface sera
révélée par le TMB (BioRad Labs). Les réactionsisearrétées par lavage dans de I'eau distilléanadlyse

des plaques se fera au microscope et comportéFetiae d’au moins 200 cellules par puits.

Analyse des resultats :

D’aprés notre expérience, les résultats des coratemts de cytokines et probablement les résullats
concentrations de sHLA-DR, son trés variables awee déviation standard assez large entre les gspupe
raison pour laquelle nos allons utiliser I'analggevariance avec un seuil de significatiorpae0.05 pour les
cas ou les variances seront homogénes, sinon tmadesparamétrique (test de Kruskall Wallis). Pour
I'analyse des pourcentages de cellules avec phgaaty surface CD83, CD4, CD8, nous allons applitpier
test de Fisher. Les effectifs (30 cas et 60 témalesraient permettre de mettre en évidence dé&relifces
significatives entre les différents taux de cyteldret molécules étudiées. L'analyse des résultatsettre au
moins trois mois une fois que tous les preuvegtnterminées. Nous pensons que dans les meitlearsas

le travail va étre fini pour le mois d’aolt ou sapbre en tenant compte que les échantillons onhdmise
récolter le mois de novembre 2005.
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Work Progress :

Between the Zlof April and the 2% of July 2004, 293 serum samples have been calldaten mothers,
umbilical cord vein and placenta. The results otediup to the moment are summarized in Table 1hdn
present year, as from the @f May, 210 samples were collected.

TABLE 1
ANALYSIS OF MICROHEMATOCRIT TUBES
SAMPLES COLLECTED IN 2004
Sample Number Mother Umbilical cord vein
(From 293 samples) (From 293 samples)

1056 ) +)
1071 (+) )
1072 ) +)
1088 ) +)
1211 ©)] +)
1225 ) +)
1226 (+) (+)
1229 ) +)
1234 ) +)
1246 (+) (-)

Eventhough, these are preliminary results it isriggting to note that congenital transmissiofl .o€ruziis
associated with a reduced level or circulating gigga in mothers (negative microhematocrit). By shene
token, only one of the three babies from motherth wievated numbers of circulating parasites (p@sit
microhematocrit) has acquired the infection. Howetléis pattern of congenital transmission remainbe
confirmed on completion of the present investigatio

From the 210 samples collected in the year 200Bpthers gave positive miicrohematocrit results gade
birth to 3 babies with negative microhematocrit @ndewborns with positive microhematocrit. Additidig,

1 mother with negative microhematocrit and her rawhwith positive microhematocrit. Finally, and ros
interestingly, 8 mothers were positive in microhésoat analysis in prenatal controls but their lesbhad a
negative microhematocrit. Nevertheless, it rema&inbe confirmed if these babies will be parasitalally
negative in future afterbirth controls.

Considering the number of samples from babies wgthgenital transmission af. cruziobtained, it will not
be possible to comply with the total number of sasgtially estimated in our proposal: “30 nouveawes
porteurs deT. cruzi' (see page 2 under “Sujets”). Henceforth, we aillalyse more cases of babies from
chagasic mothers without congenital transmission.

The samples are kept frozen and we are thawingfatamples at a time so as to make all the diftetests
considered for these studies, for each lot of saswg avoid freezing and thawing several times saafple.
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Levels in newborns from acute chagasic mothersatedea significant increased production in cord @am
from infected newborns in comparison with levelgdnd samples from uninfected babies and contRls (
0.01 and 0.001, respectively) (Table 1). In conjthe concentrations of SHLA-DR in cord of unirtest or
infected newborns from chronic chagasic mothersididvary significantly (Table 2).

CD4, CD8 and CD83 cell populations are not affettgdl -12 or SHLA-DR levels

No significant differences were revealed in thecprgages of cells positive for CD4, CD8 or CD82m:aft
comparing samples from Trypanosoma cruzi infectetireon infected babies from acute or chronic chagas
mothers (Table 3).

The results of this study will be the object okagarch publication in a peer review journal.

Table 1 : 1I-12 and sHLA-DR levels evaluated innfacted (n = 14) and Trypanosoma cruzi-infected &)
newborns from mothers in the acute phase of Chdgssise.

Group IL-12 Cord : p value sSHLA-DR Cord : p value
Uninfected newborns 0.16 0.17
Infected newborns <0.05 <0.01
Controls <0.05 0.06

Table 2 : 1I-12 and sHLA-DR levels evaluated innfacted (n = 27) and Trypanosoma cruzi-infected @)
newborns from mothers in the chronic phase of Céialisease.

Group IL-12 Cord : p value sHLA-DR Cord : p value
Uninfected newborns 0.4 0.13
Infected newborns 0.12 0.4
Controls 0.3 0.6

Table 3 : Frequency of CD4+, CD8+ T cells and Cd88&dritic cells in newborns from chagasic mothers
(values are shown as mean * SE)

Group CD4+ (%) CD8+ (%) CD83+ (%)
Mothers in acute phase :
Uninfected newborns 51+24 42 + 21 49 + 25
Infected newborns 46 + 21 52+ 40 66 = 33
Controls 44 + 19 43+ 19 43+ 20
Mothers in chronic phase :
Uninfected newborns 44 + 25 40+ 21 46 = 23
Infected newborns 43 + 17 34+12 29+6
Controls 44 + 19 43+ 19 43+ 20
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N°0305

Traitement préventif intermittent pour la lutte contre le paludisme
au cours de la grossesse au Bénin.

Etude préliminaire de faisabilité et choix des zorged'intervention
Responsable du projet : Michel Cot

Rapport final :

La subvention accordée par I''MEA en 2004 étaitidés a financer une enquéte de terrain au Bénin,
préalable a la mise en place d'un essai de prévedti paludisme pendant la grossesse comparant deux
traitements préventifs intermittents (TPI) par adtixine-pyriméthamine (SP) et méfloquine (MQ).

Ce projet avait pour objectifs d'étudier la répiami des structures sanitaires assurant les catisuls
prénatales et les accouchements autour de Cotbenttivité des maternités, les caractéristiquesfeiesnes
enceintes et des nouveau-nés, et de préciserdawmnilinfection palustre et son retentissemeriesuwuveau-
né. L'objectif final était de déterminer la ou kmes définitives de I'essai, apres en avoir dieit
caractéristiques épidémiologiques précises.

En I'absence d'implantation fixe de notre laboratau Bénin au début du projet, I'enquéte a dénsaug
forme de deux missions successives sur le tedaid,au 16 avril 2004, puis du 6 au 13 juin 2004.

Premiére mission :

La premiére mission (un épidémiologiste et unedgisite) a permis d'identifier plusieurs zones spisices
d'héberger I'essai de TPI (Cotonou, Porto Novod@ah)i, et d'effectuer une étude préliminaire, sgistees,
de l'activité des structures de santé présentamti@res les plus satisfaisants (deux materdiéSotonou et
deux maternités de Ouidah).

L'étude des registres d'accouchements de l'ang @Our les deux établissements situés dans ileap
(maternité Homel et maternité Saint Luc), bien sgea inégaux dans leur activité (plus de 6000
accouchements par an en 2003 pour la premiereeco@@ pour la seconde), a montré un recrutemeet ass
biaisé, les femmes accouchant dans ces structiamgsséuvent transférées (" référées ") d'une midéer
périphériqgue moins bien équipée pour une comptinatn cours de grossesse ou d'accouchement.

En témoignaient, les taux importants de référe(#8% des femmes accouchant a la maternité Honeel), d
césariennes (35% a Homel, 29% a Saint Luc) etat¥mfle faibles poids de naissance (<2500 g, i),
20% dans les deux maternités, taux équivalent lgsgarimigestes et les multigestes.

A Ouidah, ville de 35.000 habitants située en z=®mai-rurale a 30 km a l'ouest de Cotonou, deux
établissements publics effectuant I'essentiel desuchements ont été identifiés, la maternité Kiodglisée
au centre de la ville et I'hdpital " Zone " de domstion récente, a environ 5 km en périphérie.

L'activité de ces deux maternités était plus fagplé& Cotonou (un peu plus de 700 accouchemengnpar
Kindji contre 650 environ a I'hépital Zone), maésrecrutement était beaucoup plus représentali de
population générale, avec des taux de faibles pedsaissance de I'ordre de 15%, beaucoup plusenés
chez les primigestes que chez les multigestes certaine saisonnalité de la prévalence des nouvésuae
FPN (maximale vers avril-mai) laissait prévoir tuinffuence marquée du paludisme sur le poids desaace.

Enfin, la zone de Porto-Novo (40 km a I'est de Goty a été trés vite écartée en raison de la atialis
d'enquétes sur les femmes enceintes par les équuigegramme National de Lutte contre le Paludisme
(PNLP) dans cette ville.

Cette mission a été 'occasion de débuter, entmiéion avec nos partenaires béninois du PNLPrésa
formation du personnel hospitalier et de laboratoigcessaire, une enquéte de prévalence sur tigrag
gestationnel et ses conséquences en recueillaspgmiivement des données épidémiologiques et
parasitologiques sur tous les accouchements survdaas la zone de Ouidah (2 maternités) et dapisisa
grosse des maternités de Cotonou (Homel) a parie chi-avril 2004.
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Deuxieme mission :

La deuxiéme mission (deux épidémiologistes, untgiste) a permis de centraliser les données, lg'sera
les premiers résultats de I'enquéte de prévalenckarréter le choix définitif de la zone d'eskaiille de
Ouidah. Entre les deux missions, nos collaboratéwfBNLP et le personnel formé par nos soins @uréade
recueil des données des maternités.

A l'issue de cette phase, du fait de I'excellentkalsoration instituée entre le PNLP et notre égugt de
I'affectation de deux chercheurs de I'IRD, bioltegsa Cotonou pour le compte de notre UR, il alétédé
de prolonger lI'enquéte de prévalence pour une dotéle d'une année. Cette prolongation a permasplus
grande puissance dans I'exploitation des résuéttsjrtout d'observer les variations saisonniéeda
transmission du paludisme dans la zone.

Un médecin épidémiologiste (Lise Denoeud), effattsan master de santé publique a l'université &g
2, a fait de ce travail son sujet de stage, sogaparvision de M. Cot. Les résultats (avril 20Gvél 2005)
de I'enquéte sont exposés dans son mémoire de($)age

(1) Denoeud L, Fievet N, Aubouy A, Ayemonna P,iKmR, Massougbodji A, Cot M. Is chloroquine
chemoprophylaxis still effective to prevent lowthiweight? Results of a study in Benin.

Article soumis a I'International Journal of Epidemiology : Abstract

Background

In areas of stable transmission, malaria duringmaeacy is associated with severe maternal andlfoeta
outcomes, especially low birth weight (LBW). Theadation between placental malaria and LBW was
measured in Benin to evaluate the efficacy of weehkloroquine (CQ) chemoprophylaxis before its
replacement by intermittent preventive treatment.

Methods

In two sites in Ouidah, all deliveries between A@fA04 and April 2005 were studied. Malaria infeatwas
searched on placental blood smears. Women werd asikit CQ intake during pregnancy, and CQ dosages
were performed in the urine of 166 of them. Mulifbgistic regressions were used to study the facto
associated with LBW and the effects of CQ chemolpytaxis on placental malaria and LBW.

Results

Among 1090 singleton live births, prevalences afcphtal malaria and LBW were 16% and 17%
respectively. After adjustment, there was a bolierassociation between placental malaria and LBW
(adjusted OR=1.43; P=0.10), while primigraviditgnfale sex, low ANC attendance and high blood pressu
remained associated with LBW. More than 98% ofvieenen declared a regular chemoprophylaxis and CQ
could be detected in 99% of the 166 urine sampliéisough there was no significant effect of CQ kean
placental malaria, protection from LBW was stijhiwhen women took a CQ prophylaxis, with a duratio
effect relation (test for linear trend: P<0,001).

Conclusions
In spite of an elevated resistance of P. falcipaiw@Q, a routine weekly prophylaxis in pregnantwvem
proved to be highly effective in the preventiorL&W in Benin.

Keywords
chloroquine chemoprophylaxis; intermittent treattnén falciparum malaria; Benin; pregnancy
complications; low birth weight.

Article publié :
Is chloroquine chemoprophylaxis still effective tqrevent low birth weight ? Results of a study in

Benin. Lise Denoeud, Nadine Fievet, Agnés Aubouy, Padmgnna, Richard Kiniffo, Achille
Massougbodiji, Michel Cdtlalaria Journal, 200{format pdf; 265 Ko).
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N°0306

Etude du réle fonctionnel des mutations des promotes
des génes codant pour le Tumor Necrosis Factor alptet I'Interleukine 10
dans la susceptibilité génétique a la Trypanosomostumaine Africaine
Responsable : Dr André GARCIA

Rapport d'avancement

L'objectif général de ce projet était d'étudiendée fonctionnel des mutations 308 du promoteurgdne
codant pour le TNF-alpha et 592 du promoteur degé&aant pour I'lL-10.

Les objectifs spécifiques étaient de réaliser desges de TNF-alpha et d'IL-10 a partir des sédersujets
dont on connait a la fois le statut malade/non delat le génotype pour chacune des mutationyriearer
ces taux de sécrétions dans différents groupedafformuler des hypothéses préalables sur lesnisfoas
d'action de ces mutations.

Ce programme de recherche a été entrepris a la dai premiers résultats d'une analyse d'associatio
génétique (financement Coopération francaise etAMB02) menée sur une population ivoirienne.

Deux polymorphismes de genes codant pour des effiectie la réponse immunitaire ont été trouvescaso

a des risques variables de survenue de la maladierdmeil. Il s'agit de la mutation (G/A) en pasiti308 du
promoteur du gene codant pour le TNF-alpha et dadgation (C/A) en position 592 du gene codant pour
I'L-10.

Pour ce qui est du TNF-alpha, les résultats inditjgae les sujets porteurs de la mutation a Iatozygote
(AA) ont un risque significativement accru de déygler la THA et ce dés les premiéres années dtixpos
au risque.

Concernant I'lL-10, nos résultats montrent quesigsts porteurs de la mutation en position 592lsggdient
homozygotes AA ou hétérozygotes AC, ont signifi@tient moins de risque de développer la THA(1).

Ces résultats, les premiers dans le domaine, smare préliminaires et il est extrémement importates
confirmer (ou non) sur une autre population expdg&remment au risque d'infection. Cette étude de
réplication en Républiqgue Démocratique du Congtgareenée trés récemment.

Au cours de cette analyse de réplication les rdsulti'ont pas permis de confirmer ceux obtenus @e C
d'lvoire mais on mis en évidence le role impor@atdeux autres polymorphismes de génes codantdesur
cytokines. Il s'agit du gene codant pour I'Inteklaa 6 (IL-6) et de celui codant pour I'lL-1alphp(2

A la vue de I'ensemble de ces résultats il nouara ppportun d'adapter le protocole initialemertppsé
aupres de I'IMEA et de nous intéresser a un phge laventail de cytokines.

Nous avons ainsi comparé les taux de cytokines kdasérum de trois types d'individus provenant @R
des malades atteints de THA, des sujets fortemémopssitifs au Card Agglutination Test for
Trypanosomiasis (CATT) chez qui le parasite n'agtésiécelé et des témoins.

Nos résultats confirment lI'importance de la répomseunitaires et de son controle dans la THA etignant
I'importance de I'lL-10 et de I'lL-2 dans le phérgmma de séropositivité sans confirmation parasitqlag Un
article est actuellement sous presse dans la fetrapical Medicine and International Health " (3).

Ce phénomene de séropositivité avait été précédatrmuderit par notre groupe en Cote d'lvoire et et

permis d'évoquer un processus de contrble dedtinfe par des sujets présentant un systéeme imnignita
adapté (trypanorésistance/trypanotolérance humaine)
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Publications :

(1) D COURTIN, J MILET, V JAMONNEAU, C SESE YEMINKGA, V KANDE BETU KUMESO, C
MIAKA MIA BILENGUE, C BETARD and A GARCIA Associabn between human African
trypanosomiasis and IL6 gene in a Congolese pdpuldbf Genet Evol, 2007 7:60-6@ormat pdf, 220 Ko).

(2) D COURTIN, V JAMONNEAU, JF MATHIEU, M KOFFI, MILLET, C SESE YEMINANGA, V
KANDE BETU KUMESO, G CUNY, C MIAKA MIA BILENGUE andA GARCIA Comparison of cytokine
plasma levels between human African trypanosomidsap. Med. Int. Helth 2006 11: 647-F8rmat pdf,
140 Ko).
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N°0307

Etude LIPOCOT
Manifestations reliées a la lipodystrophie chez demdultes infestés par le VIH
traités par antirétroviraux a Cotonou
Responsable : Pr Marcel Zannou (Bénin)

1- Introduction

La lipodystrophie chez les patients vivant avedlld sous traitement antirétroviral hautement actif
(HAART) est peu documentée en Afrique. Dans ledbd@aluer l'incidence et la sévérité de la lipodyshie
chez des adultes infectés par le VIH et traitésHfART a Cotonou, I'étude LIPOCOT a été soumise a
I'IMEA qui a accepté et octroyé le financementalpriemiére année du projet.

L'objectif de LIPOCOT est de suivre pendant 24 nuoie cohorte de 80 patients VIH +, d'age supéonaur
égal a 15 ans, traités dans le cadre de l'inigdigninoise d'acces aux antirétroviraux (IBAARMphafe :

1) déterminer l'incidence de la lipodystrophie

2) décrire les manifestations cliniques de la lymtcbphie observées a Cotonou

3) déterminer la fréequence des anomalies glucjpdijues associées a la lipodystrophie

4) identifier les facteurs de risques cardiovasmsaassociés a la lipodystrophie.

2- Méthodologie utilisée :

Les patients ont été recrutés de fagon succesgigetiad'octobre 2004 parmi les nouveaux patiemsssous
HAART au Centre National Hospitalier Universitatte Cotonou, Service de Médecine Interne. Tousmatie
répondant aux criteres de mise sous ARV selondanes nationales et préts a démarrer le traiteorerdte
inclus sauf s'ils présentaient :

* une hypertension artérielle (T.A. supérieure @/3dmmHg)

* un diabete (glycémie a jeun supérieure ou égakgll)

* une hypercholestérolémie (cholestérol total sepé@a 2,20 g/l)
* un taux de triglycéride supérieur a 1,60 g/l)

* une grossesse

* une obésité

Chaque patient sélectionné a fait I'objet d'un etaniinique de base avec mesure des constanéadel’
(inspection, mesure de certains périmétres corpargdc un metre ruban, prise du poids et de le)tail

Un prélévement de sang pour les analyses biologifgigcémie, cholestérol total, HDL, LDL et
triglycérides) est fait a l'initiation du traitereuuis tous les 6 mois.

Un contrdle clinique est fait & J14 pour évalueolérance clinique immédiate du traitement. Letsesu
contréles sont faits a M1, M3 et tous les 3 moes kignes cliniques de la lipodystrophie sont nexttées tous
les 6 mois (impression du patient, du médecinsetiesures anthropométriques).

Le traitement ARV prescrit de premiere intentiol gatients est celui de premiére ligne recommapdéde
programme national (2 NUC + 1 non NUC).

Les outils de collecte sont constitués par un cabiadservation rempli & chague consultation.

Le tableau N° 1 résume le plan de suivi des patigaius dans I'étude.
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Tableau N° 1 : Plan de suivi des patients

(J0 [ 14 M1 | M3 [ M6 | M9 | M12 | M15 | M18 | M21 | M24 |

Eléments de suivi

« Consentement
« Données socio- démographiques X
« Antécédents

« Examen clinique

« Evaluation clinique de la lipodystrophie
* Mesures anthropométriques

+ Hémoglobine, CD4 (X [ X x| X [ X | [X |
- Glycémie, cholestérolémie totale, HDL, LDL, Tyigérides | X | | | IX | X | IX | [X |
|-Ordonnanced'’ARV [ X [ [X X [X [X [X [X [X [X [X |

* Mode de vie au cours du suivi
« Evénement cliniques
« Evaluation de I'observance

3 - Bilan des 12 premiers mois d'activités

3.1 - Recrutement des patients dans LIPOCOT

Le recrutement a été progressif et a duré 9 meiqpremier patient a été recruté le 07 octobre 200
dernier le 28 juin 2005.

Au total 89 patients ont été recrutés au lieu dpr@dus. En effet, au fur et & mesure que certaiaaements
ont amené a sortir des patients de I'étude, degaxvont été recrutés pour les remplacer. Dangjarité
des cas ces événements sont survenus au premgdmaitement.

L'évolution de la file active au cours des 12 pemimois du projet est présentée dans le table@u N°

En définitive 14 patients sont sortis sur les 8 dile active est de 75 patients.

Tableau N° 2 : Evolution de la file active au coursles 12 premiers mois

Octo4 |6 |1 |5
Novo4 |9 _____________Jo |14
Fevos |6 Jo 4

MasoO5 |16 J0o |58
I I I R -
Aodtos /o J1_ |76 |
Septos____|o |1 |75
. mta | 8 | 14 | 75
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3.2 - Analyse des cas sortis de |'étude

Quatorze patients sont sortis de I'étude, pouralssens diverses énumérées dans le tableau N° 3.

Tableau N° 3 Raisons de sortie de I'étude

Effectif sorti
Déces | 6

* Les cas de déces sont au nombre de 6 :

- Le premier a succombé a une pneumonie grave;a J 5

- Le deuxiéme est décédé dans un tableau d'infesctipportunistes multiples (gastro-entérites avec
déshydratation séveére, staphylococcie cutanée gés#é et une candidose oesophagienne) a M1 ;

- Le troisiéme est décédé dans un tableau de n@&erimgephalite grave aM 7 ;

- Les trois autres restants sont décédés respeetivea (J 14, M1 et M 8) a domicile ; les recheschetives
menées pour élucider les causes de déces n'oabpas.

* Les perdus de vue sont au nombre de 5 :

Deux des 5 ont quitté le Bénin pour résider adger : un au Togo a J 14 et l'autre au Camerddi3alLa
recherche active des trois autres a été vaine senaét rentrée au village pour un traitement tiawinel sans
laisser de trace (J14), aucun renseignement sdelesautres (J 14 et M 1).

* Les autres cas sortis de I'é¢tude au nombre denpartent :

- un lymphome grave aM 1 ;

- la deuxieme a déménagé loin de Cotonou justesdgmise sous HAART a J 7 et préfere poursuivre so
traitement dans un site proche de son domicile ;

- la troisieme pour cause de grossesse a M 1Idqisgsse nous a été signalée a M 11 avec un tere d
mois, ce qui suppose un début a M9).

3.3 - Le suivi biologigue réalisé

Le bilan biologique comprend :

- La numération des CD4, la NFS, le dosage dedatitine et les transaminases, qui sont pris ergelar
I''BAARV.

- La biologie spécifique a I'étude supportée pdinencement de I'lMEA est fait d'une unité d'exame
biologique comprenant : la glycémie, le cholestéstadl, cholestérol HDL et LDL, les triglycérides.

Le nombre d'unités réalisées a la date du 30 sbpteP®05 est consigné dans le tableau N° 4.
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Tableau N° 4 : Nombre d'unités de bilan biologiquespécifique réalisées

___Jo | M6 | M12
oto4 | 6 | 6 | | |
Novo4 | o9 | o9 | |
oeo4 | 12 | 12 | |
Jrvos | 15 | 15 | | |
Fevo5 | 6 | 6 | |
Masos | 16 | 16 | 2 |

Mois d'inclusion Effectif inclus

Ayilos | 8 | 8 | 3 |
Maio5 | 13 | 13 | 5 | |
Jyno5_______________ | 4 | 4 | 5 |
Jos | o | o | 18 |
Aodtos | o | o | 6 | |
septo5 | o | o | 12 | 2
. Jota | 8 | 8 | 5| 2

3.4 - les schémas thérapeutiques utilisés :

La plupart des patients sont sous le protocolatiertique de 1ére ligne de I''BAARV : 2 NUC + 1 NQIU

- 65 patients sont sous 3TC+ D4T + EFV
- 06 patients sont sous 3TC+ AZT + EFV
- 01 patient est sous 3TC+ d4T + NVP

- 02 patients sont sous 3TC+ d4T + NFV
- 01 patient est sous 3TC+ ddl + EFV

3.5 - Niveau d'observance :

La plupart des patients présentent un niveau d'eéisee élevé. Six (06) patients ont eu des diffésul
d'observance nécessitant des consultations spésfidiaide a I'observance.

3.6 - Les signes de lipodystrophie :

Les signes observés sont surtout ceux d'une lipatrgphie. L'analyse des données recueillies pérand'en
préciser la fréquence et les caractéristiques

3.7 - Les effets secondaires graves :

Un seul cas d'effet secondaire grave a été ndiifi&agit d'une patiente initialement sous 3TC4TD>- EFV
et qui a présenté une neuropathie périphériquenngmte et invalidante a M 2.

Elle a été alors mise sous 3TC + AZT + EFV, eltggeloppé 8 mois plus tard une anémie sévere
décompensée ayant nécessité une prise en chapjahés. Elle est actuellement sous ddl +3 TCVEF
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4 - La saisie des données :

Un masque de saisie des données a été concu danfoBrsion 6.fr. Toutes les données ont étéisgiau
fur et & mesure a partir du cahier d'observatianpadd¢ients

5 - Les prochaines étapes

Le suivi clinique et biologique se poursuit selerplan présenté au tableau 1 jusqu'a conduire kafite
active a 24 mois de traitement. Le terme du swswvivariable selon le moment ou les patients oninétés.

Le tableau 5 récapitule les échéances. Les demédients recrutés atteindront 24 mois de traitéraerjuin
2007 qui sera le terme final de I'étude.

Tableau N° 5 : Terme de suivi des patients

i2mois | 5 |3etrimeste |
ilmois | 6 |defrimeste |
1omois | 9 |detrimeste |
9mois | 13 |detrimeste |

8mois | 5 | |lertrimeste
7mois | 16 | |lertrimestre
6mois | 6 | |lertrimestre
S5mois | 11 | |2efrimestre
4mois | 4 | |Zefrimestre
o Jotal | 75 | | Juin2007

* L'analyse statistique complete des données aitesdf I'échéance finale de juin 2007. Toutefors amalyse
intermédiaire peut étre faite a tout autre moment.

« La rédaction d'une requéte financiere pour poursiiétude est faite. Cette requéte a été soumitRIEA.
La requéte prend en compte les frais de suivi biglee des patients jusqu'a terme. Les frais de
fonctionnement d'octobre 2006 a juin 2007 congtitaleun manque supplémentaire de 9 mois par rapport
projet initial. Ce qui a été également expliquégdarrequéte.

6 - Conclusion :
Le niveau d'exécution de I'étude est conforme an gé suivi prévu par le projet a douze mois. Des

difficultés ont été rencontrées dans le recruterdestpatients, avec un nombre important de sastis gees
raisons variées.
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N°0401

Médicaments émergents dans le contexte de la moatisation :
produits et acteurs, savoirs et usages, Bénin, Bura Faso, Sénégal
Dirigé par Alice Desclaux

Rapport d'activités 2005-2006
Rédigé par Emmanuelle Simon

Financements : IMEA & Prosodie Ministére de la Rerche Scientifique

Avant propos

Le programme « médicaments émergents dans le ¢endexla mondialisation », globalement soutenu par
plusieurs subventions et ayant bénéficié d'un foeament de Sidaction, a pour échéance début 2008. Le
présent rapport est un rapport justifiant des @ésvmenées par I'équipe avec I'appui financiel’déEA

pour la période 2005-2006. Le rapport scientifigge envoyé en fin de programme.

1. Rappel. Présentation du Projet

1.2. Obijectifs

En Afrique, on constate un développement tres eagélla circulation de médicaments hors du cadradb

du systeme de soin et des régles internationalesedeription biomédicale : produits pharmaceutiquetirés

du commerce, produits périmés, contrefacons, médings asiatiques, parapharmacie, phytothérapie,
« médicaments néo-traditionnels », etc.

Le but de ce projet est de produire des connaissas\r les usages, les savoirs et les acteurgjimdglidans

la diffusion et la consommation de ces médicamexus)a base d’'une approche anthropologique. Lgpro
abordera ces questions en se focalisant sur leduipggoutilisés pour le traitement du paludisme, rpleu
traitement de la douleur et pour répondre a desifiesle santé liés a la sexualité (IST et VIH/sgdmulants
sexuels, contraceptifs et abortifs). Des étudeesbportant sur une ou plusieurs de ces indicatsemont
menées dans trois pays d’Afrique de I'Ouest : laiBéle Burkina Faso et le Sénégal. En abordanni&mnes
guestions autour de divers problemes de santé,tdaingays, ce projet produira des analyses texsales
qui permettront simultanément d'accroitre les cmsaaces scientifiques et de fournir des pistes pou
l'intervention en santé publique.

Les objectifs spécifiques du projet sont :

- Décrire et analyser les « médicaments émergentdeurs contextes de vente (les inventorier posr le
indications thérapeutiques suivantes : paludisraledir, sexualité, IST, VIH/SIDA, décrire leurs textes
locaux de vente et d'approvisionnement).

- Décrire et analyser les roles et intéréts des wasdet thérapeutes impliqués dans la diffusion e ¢
médicaments.

- Décrire et analyser les représentations et usagiees médicaments (perception, processus décisionne
prise du médicament, effets ressentis, etc.).

1.2. Partenariats financiers

Le programme « médicaments émergents dans le ¢entexla mondialisation » a recu 70.574 euros des
organismes suivants :

Ministére de la Recherche, Appel a projets « Priesod 58.074 euros

IMEA : 12.500 euros

L'IMEA est I'organisme gestionnaire de ce programimenvention 5810DCL90).

1.3. Partenariats scientifiqgues

- Centre de Recherche Cultures Santé Sociétés (SBRECUniversité Paul Cézanne d'Aix-Marseille
(UPCAM)

- UR 10, Santé de la meére et de I'enfant, IRD Coton

- UMR 145, Prise en charge du VIH/sida, IRD Dakar
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1.4. Composition de I'équipe de recherche

Pr A. Desclaux, CReCSS, direction du projet, sup&m de la recherche, apports théoriques et gleaes
rapports.

B. Bila, doctorante en anthropologie, CReCSS, UPCARrospections concernant les meédicaments
émergents ayant pour indication la sexualité, NH/SIDA au Burkina Faso.

E. Simon, post-doctorante, anthropologue, CReCE£&EAM : prospections concernant les médicaments néo-
traditionnels du VIH/SIDA au Bénin, responsable cmmication interne pour le programme, responsable
bibliographie.

M. Egrot, CR1 IRD, UMR 145 : prospections concetriaa médicaments néo-traditionnels du VIH/SIDA au
Burkina Faso, responsable communication externelpquogramme.

B. Taverne, CR1 IRD, UMR 145 : prospections conasties médicaments néo-traditionnels du VIH/SIDA
au Sénégal.

C. Baxerres, doctorante en anthropologie, UR10, IRBospections concernant les médicaments du march
informel ayant pour indication le paludisme au Béni

D. Bonnet, DR 1, UR10, IRD : direction de la thdeeC. Baxerres, apports théorigues.

J.Y. Le Hesran, DR1, UR10, IRD : expertise en plaiie tropicale et en santé publique.

1.5 Contraintes de I'équipe

Aprés avoir terminé son CDD, E. Simon a pris ungéomaternité du 31 juillet 2005 au 12 novembre 2005
Elle a ensuite repris son activité.

M. Egrot en raison de son recrutement CR1 a I'lRDpetobre 2005 a réduit son temps de travail coasac
programme.

A. Lainé, post-doctorante, historienne, UR10, IRbitialement incluse dans I'équipe de recherchessou
condition de l'obtention d’'un poste de statutaine @NRS s’est finalement retirée. Les prospections
concernant les médicaments néo-traditionnels apant indication la drépanocytose au Bénin qui lui
incombaient n'ont pu étre que partiellement regrizar E. Simon.

Cependant, il est & noter que les objectifs pawissidans le programme « médicaments émergents »
s'articulent en bien des points avec un secondrpmge du CRECSS coordonné par M.Egrot et A. Traoré
« Anthropologie des traitements néo-traditionnels \dH/sida en Afrique de I'Ouest: Bénin, Burkina,
Sénégal ». Ce désistement d’A. Lainé contribue renao rapprochement des deux programmes.

2. Rapport financier

La totalité de la subvention IMEA a été consacréla &gne budgétaire « personnel » du programme sur
'année 2005. Deux CDD de chercheurs ont été étaolur un montant total (charges patronales coegjris
de 15.832,62 euros :

- CDD du 01/04/05 au 31/07/05, & 35 heures, E. 8imB. Simon a pu consacrer ce temps de travail a
I'élaboration d’une bibliographie annotée sur léerte des médicaments émergents. Elle a par ailteigren
place un yahoogroup pour coordonner les activiié$es trois sites du programme.

- CDD du 01/04/05 au 15/05/05, a 35 heures, M. EgiM. Egrot a consacré ce temps de travail a la
coordination du programme (communication scieniiiget a la mise en place du programme « Médicament
émergents » et ANRS 12111 (révision des budgeépapation de I'audition au comité d’éthique, etsiun

du 17/04 au 03/05 au Burkina Faso).

Ce soutien a été essentiel car il a permis d’assure continuité de la contribution de ces chercheen
attendant que la bourse post-doctorale d’Emman@&ahi®n et le contrat de chercheur de Marc Egratgaunt
étre mis en place. Ces postes étaient indisperssalideréalisation du programme de recherche.

3. Activités réalisées

2.1. Missions

C. Baxerres a fait deux missions au Bénin en 2D@%remiére du 3 au 14 avril 2005 lui a permis tengre
différents contacts institutionnels nécessairesraite en place du volet « médicaments du secteali¢le »

et de commencer I'exploration du terrain.

La seconde mission longue de novembre 2005 a 2066 lui a permis de démarrer I'ethnographie. Une
enquéte exploratoire a permis de déterminer deaxtigiss de Cotonou dans lesquels travailler (Ghegast
Yenawa), en plus du secteur du médicament modermgashd marché « Dantokpa » (marché du « serpent au
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bord de la lagune »), et ou ont été menées degwalliems et entretiens auprés de vendeurs du marché
« paralléle » de médicaments et de familles ayastethfants en bas age (de 0 a 10 ans) et étalierément
confrontées au probléme du paludisme.

A. Desclaux a fait une mission au Burkina du 6 @dé&rier pour un autre projet, au cours de laguelle a
pu recueillir des données sur notre programmeregen avec un promoteur d’un produit néo-tradiieindu
VIH/SIDA et observation d’'une conférence tenuecaiproduit.

M. Egrot a fait plusieurs missions qui furent caméas a des activités de coordination, d’animation
scientifique, d’investigations, d’encadrement ddéamts (notamment B. Bila, doctorante) :
Mission du 17 avril au 03 mai 2005
Mission du 07 octobre au 08 novembre 2005
Mission du 06 janvier au 08 février (dont une noastourte a Dakar du 09 au 20 janvier) 2006
Mission du 20 mars au 13 avril 2006
Mission du 19 juin au 20 juillet 2006

E. Simon a fait une mission longue du 11 janviel&septembre 2006. Elle était consacrée a laeniggace
du programme « Anthropologie des médicaments raghtibnnels du VIH/sida en Afrique de I'Ouest:
Bénin, Burkina Faso, Sénégal » sur le site Bénas Entretiens ont été menés aupres des différeeisra de
la diffusion des produits néo-traditionnels du \Alda (« inventeurs », promoteurs, vendeurs, piascnis,
etc.) et aupres des pvVIH consommateurs dans lles de Cotonou, Ouidah, Porto Novo et Abomey. Blle
aussi mené des activités de coordination scientfigu niveau du site Bénin (plusieurs réunions d&vec
Baxerres).

2.2. Données collectées

E. Simon a mis en place un groupe de discussienissb (yahoo-groupe) pour la coordination des sites
programme (échange d'information, calendrier devatta stockage de données de terrain, etc.). De
nombreuses données de terrain y sont déja stodkéésine partie des articles collectés par lesctieers :

- 44 fiches produits décrivant les produits collectdsle terrain

- 23 entretiens réalisés avec des pvVIH ou des preum®de produits néo-traditionnels du VIH/sida

- 48 articles de presse sur les « médicaments émengépresse papier et web-presse),

- 10 photographies de « médicaments néo-traditionnels

- divers documents institutionnels,

- 19 liens avec des sites web consacrés aux « méglta@mergents ».

Les chercheurs disposent, par ailleurs, d'un conmmschiffré de documents (papier, informatiquevimléo)
ayant trait aux « médicaments néo-traditionnelsinventaire exact de ces données est en couss @trpus
est toujours enrichi par la collecte de terraitagevue de presse. Une liste compléte des docsmetiectés
sur le seul site du Burkina a toutefois été réal(@1 documents).

Au Bénin, 38 traitements néo-traditionnels du Vibiéset 2 traitements néo-traditionnels de la drépgiose
ont été identifiés. 50 entretiens ont été menés &g différents acteurs de la diffusion de ceglpits (34
entretiens avec 17 promoteurs de produits, 14 t@rniseavec des pvVIH, 2 entretiens avec des vesdirir
produits et un entretien avec un prescripteur d’ARYbrable a ces produits). Des discussions infbesieu
des entretiens courts ont par ailleurs été menés différentes personnalités impliquées dans Igepen
charge du VIH/sida. Des questionnaires (57) onsiagi® administrés dans une ONG cotonoise de prise
charge des pvVIH a propos de I'usage des traitesneu-traditionnels du VIH/sida.

46 médicaments pharmaceutiques du paludisme ontodfgctés sur le marché informel du médicament
(boite, plaquettes, comprimés en vrac, sirop, ameganjectables).

Au Burkina Faso, 35 traitements néo-traditionneld/tH/sida ont été identifiés. Des entretiens datréenés
avec 66 personnes impliquées dans la diffusion ede produits (dont 8 chercheurs ou universitaires, 7
promoteurs de produits, 2 vendeurs, 14 soignabtgv¥IHY). 10 médicaments pharmaceutiques du marché

Pour 10 personnes interviewés supplémentairesmiausns pas encore d’informations, ces entretiengt faits par un chercheur impliqués dans
un programme connexe.
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informel ont été identifiés, ayant pour indicatiocontraception (1), IST (1) et modélisation dupsode la
femme (prise de poids, beauté de la peau, bealliigyga) en vue d'augmenter l'attrait sexuel (8).8
traitements néo-traditionnels et non conventionagént pour indication les troubles de la ménopé#Rjsdes
IST (2) et 'augmentation du plaisir et des perfantes sexuelles de la femme (14) ont été collettss.
formes galéniques observées sont hétéroclites piiaords (individuels ou en plaquette), gélules, @néatifs,
thés, tisanes, huiles, poudres, pommades, bonbons.

Des observations et entretiens ont été menés adp#esendeurs de « médicaments de rue ».

Au Sénégal, 7 produits néo-traditionnels du VIHdsiaht été identifiés. 20 entretiens ont été réakagprés de
7 pvVIH consommateurs de produits néo-traditionnels

2.3. Base de données bibliographiques

E. Simon a mené des recherches bibliographiquesiatisé les références fournies par les autreschbars
du programme et saisie sur le logiciel EndNote eargaine de références. Elle continue a entrdidess de
lecture pour chacune de ces références afin dalipeoen fin de programme une bibliographie annstéde
theme des « médicaments émergents ».

2.4. Ateliers de coordination

Mars 2005 : réunion a Ascona en Suisse lors dwgod AMADES, association qui réunit la majorité des
chercheurs impliqués dans cette recherche. Etpiésents : C. Baxerres, D. Bonnet, A. DesclauxEltot,

E. Simon, B.Taverne (impliqués dans les projet$}.cAlfieri et A. Sarradon (intéressées par le tagrivise

en place du programme, pistes théoriques a explmngls méthodologiques.

Décembre 2005 : réunion a Strasbourg. Etaient pte&sé. Egrot, E. Simon, (impliqués dans les pR)j& .
Bastien et A. Sankara (impliqués dans un prograconaexe anthropologie des traitements néo-tradigisn
du VIH/SIDA en Afrique de I'Ouest). Elaboration dgslles d’entretiens concernant les « médicameéts
traditionnels » avec inclusion des autres axes doagramme (autres indications et « médicaments
informels »).

Mai 2006 : réunion a Aix-en-Provence. Etaient pnése M. Egrot, C. Baxerres, B. Taverne, A. Desclau
Mise en commun des données. Poaint bibliographiguenéhropologie du médicament.

Novembre 2006 : réunion a Aix-en-Provence. Etamasents : C. Baxerres, A. Desclaux. Point concgrna
l'articulation des axes de recherche « médicamémisrgents dans le secteur informel » et « médicanstn
traitements non-conventionnels ».

2.6. Articles et communications

Baxerres C., 2005. Anthropologie du marché inforded anti-paludéens a Dak8eminaire Département de
sociologie Avril 2005. Université d’Abomey-Calavi. Cotonou.

Baxerres C., 2005. Accés aux médicaments en Afripid'Ouest : Le marché paralléle du médicament.
Approche d'anthropologie sociafeollogue international du Centre de Recherche suPioit des Marchés et
des Investissements Internationali®-23 décembre 2005. Dijon.

Baxerres C. 200&Présentation bibliographique, un courant de reclmerc I'anthropologie du médicament.
Un cas concret : I'injectionAteliers de 'UR10. IRD Cotonou. 4 avril 2006.

Baxerres C. 2006Enquéte d'anthropologie sociale sur le marché "flaf@' du médicament au Bénin.
Méthodologie et résultats préliminaires, RestitntidR10.Paris. 20 juin 2006.

Baxerres C. 2006Enquéte d'anthropologie sociale sur le marché "flal@’' du médicament au Bénin.
Méthodologie et résultats préliminaires, Restitntlondation Pierre FabreParis. 28 juin 2006.

Baxerres C. 2006Santé et recours aux soins a Cotonou, les médidameén marché "paralléle".
Méthodologie et résultats préliminaires, Restitatimstitut du Développement et des Echanges Endsgen
Ouidah. 9 octobre 2006.

Baxerres C. Bonnet D. Tingbe Azalou A. Le Hesrann 2007. Automédication et Paludisme a Cotonou,
Approche d’anthropologie socialépngres international d'épidémiologie tropicat@uidah. 23 janvier 2007.
Baxerres C. 2007Les offres et les usages du médicament industri@btnou. Etude anthropologique a
partir du marché informel du médicament, Réunionusiie UR10Cotonou. 29 janvier 2007.

Baxerres C. Le Hesran J.Y. Le marché paralléle ddicament en milieu rural au Sénégal, les atoutsed'
offre de soins populaireénthropologie et Sociétég&ous presse).
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Bila B. 2005. Les médicaments émergents en Afridael’Ouest. Séminaire Anthropologie de la santé.
CReCSS. UPCAM. Aix-En-Provence. 14 juin 2005.

Bila B. 2005. Itinéraires de personnes vivant alee¥IH au Burkina FasoSéminaire d’anthropologie du
sida CReCSS. MMSH. UPCAM. 24-28 janvier 2005.

Bila B. Egrot M. Desclaux A. 2006. Genre et traigamh du sida au Burkina FasiVieme Conférence
Internationale sur le sidal3-18 ao(t 2006. Communication affichée. ToroG@nada.

Bila B. 2006.Syntheése des travaux de 'IRSS dans le domainelldiSida. Journées Portes Ouvertes de
I'IRSS CGP. Ouagadougou. 1-2 juin 2006.

Bila B. 2006. Acces au traitement du sida au Bwakitaso ; les hommes vulnérablestelier Genre et
traitement du sida dans les pays du sud, Workshofhrédpology of ART in ressource-poor setting
NAARPS/CRECSS. 27-29 avril. MMSH. Aix-En-Provence.

Egrot M. 2005. Anthropologie des médicaments naditionnels du sida en Afriqu€ommunication pour
les conférences de la société des africanigt@guin 2005, Musée de 'Homme, Paris.

Egrot M. Traore A. Simon E. Taverne B. 2006. Anglologie des traitements néo-traditionnels du sita e
Afrique de I'Ouest (Bénin, Burkina Faso, Sénégadmes journées scientifiques de 'ANRSBurkina Faso.
21-24 février 2006. Ouagadougou.

Egrot M., Traore A. Simon E. Taverne B. 2006. Aofiulogie des traitements néo-traditionnels du sita
Afriqgue de I'Ouest (Bénin, Burkina Faso, SénégaBemes journées des Sciences de la SarBébo-
Dioulasso. 09-12 mai 2006.

Egrot M. 2006 Anthropologie des traitements néo-traditionnelssitla en Afrique de I'Ouest (Bénin, Burkina
Faso, Sénégal), Rapport ANRS 12111 intermédiai@d-2D06

Egrot M., Desclaux AAnthropologie du médicamefduvrage en préparation).

Lainé A. Bonnet D. A qui appartient le malade ? itidégté du savoir médical au Bénin, in L. Pordié, E
Simon. dir.Les nouveaux guérisseurs, le néo-traditionnalismbiegraphie (ouvrage en préparation).

Simon E. 2005. Que disent des ARV les traitemeétstraditionnels du sida circulant en Afrique deudest
?. Ateliers Anthropologie des antirétroviraux dans leays du sud20-22 avril 2005. MMSH, Aix-en-
Provence.

Simon E. 2006Médicaments émergents dans le contexte de la niwadi@an : produits etacteurs, savoirs et
usages, Bénin, Burkina Faso, Sénégal, Rapportrirédiaire IMEA 2005

Simon E. Baxerres C. 2008/édicaments émergents dans le contexte de la mwadian : produits et
acteurs, savoirs et usages, Rapport interne SiterB&05-2006

Simon E. Egrot M. Traore A. Taverne B. 2006. Anfiulogy of neo-traditional treatment for HIV/IADS in
West Africa.Abstract CDROM CDD1107 XVI International AIDS Coefece

Simon E. 2007 Anthropologie des médicaments néo-traditionnelsVild/sida en Afrique de I'Ouest: a
partir de la biographie d’'un médicament bénind@urs pour le Certificat International d’Ecolodgie@maine
et le Master Anthropologie de TUPCAM, MMSH. Aix-éProvence. 22 janvier 2007. ‘
Simon E. 2007. L’expérimentation des thérapies tnéditionnelles en Afrique : questions d'éthiquE}®
Conférence Francophone VIH/sid29-31 mars 2007 (communication acceptée).

Simon E. Pordié L. dirLes nouveaux guérisseurs, le néo-traditionnalismebmgraphie (ouvrage en
préparation). ‘
Simon E. Identity issues and neo-traditional tremtts for AIDS in West Africa AIDSIMPACT 8™
conférence internationalguillet 2007 (communication soumise). )
Simon E. Biography of neo-traditional treatments fAIDS circulating in Benin,AIDSIMACT 8™¢
conférence internationalguillet 2007 (communication soumise).
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N°0402

Evolution des mutations associées a la résistancéadsulfadoxine-pyriméthamine en Afrique : origine
unigue ou apparition récurrente des alléles Pfdhftriples mutants
et dhps doubles mutants ?
Responsable du projet : Djimdé Abdoulaye

Chef, Unité d’Epidémiologie Moléculaire et de Chimésistance
MRTC/DEAP/FMPQOS

Université de Bamako

BP 1805

Bamako- Mali

adjimde@mrtcbko.org

Section budgétaire : 5820DJI90

Rappel du contexte et des objectifs scientifiques :

L'efficacité de la sulfadoxine-pyriméthamine (SBjntne médicament antipaludique est compromise depuis
I'apparition et la propagation de Plasmodium falnipn résistant a la pyriméthamine.

Malgré cela, la SP reste le seul médicament recomatde pour le traitement préventif intermittentice le
paludisme pour les femmes enceintes en Afriquesahlarienne. De plus, la SP est utilisée dans les
combinaisons thérapeutiques a base d'artémisinmednaitement au paludisme non compliqué en Afrique

La résistance a la pyriméthamine est liée a l'actation de mutations au niveau des codons 51, @ el
164 du gene Pfdhfr chez le parasite. La présenctalldée triple mutant (N511+C59R+S108N) confére u
haut niveau de résistance a la pyriméthanminatro et augmente le risque d'échec thérapeutique B.la S

Malgré les avancées scientifiques dans ce domaigeguestion subsiste : la propagation de la eégistde
P. falciparum a la pyriméthamine aurait—elle urigioe unique, ce qui permettrait d'envisager degégies
limitant son expansion ou serait-elle due a I'aiparrécurrente de I'allele triple mutant, ce ooposerait de
limiter son usage ?

Gréce a I'étude de marqueurs polymorphes de typ®saitellite qui flanquent le gene Pfdhfr, des ésud
menées en Afrique du Sud, en Tanzanie (Roper 280B)us récemment, au Sénégal (Ndiaye 2006)
suggeérent que les alleles Pfdhfr triple mutantsumet origine commune. Une étude complémentaire nemont
que l'alléle Pfdhfr triple mutant retrouvé en Afrejest originaire d'Asie (Roper 2004).

Ces données suggerent que la migration d'un atletant ancestral, plutét que I'apparition récueratd
nouvelles mutations, dirige la propagation de $asténce a la pyriméthamine.

Cependant, une étude récente remet en questionasdenEn effet, McCollum et ses collaborateur®@0
suggeérent que l'alléle Pfdhfr triple mutant ausai¢ origine multiple a partir des isolats récottéas une
zone de transmission intense du paludisme au K&gstravaux ont été menés dans des zones
géographiques circonscrites en Afrique et sur unbre limité de parasites collectés chez des patient
impaludés (isolats).

C'est dans ce contexte que nous souhaitons conmesamifférents haplotypes Pfdhfr des isolats présdans

différents pays d'Afrique sub-saharienne ou I'eridiénest différente. Pour cela, nous avons proceaie
typage moléculaire des séquences polymorphes ds tyjcrosatellites flanquant le gene Pfdhfr (figlye
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Figure 1. Marqueurs microsatellites flanquants le gne Pfdhfr.

Obijectifs scientifiques annoncés dans le projet :

a. Mise au point d'une technique de PCR "multipfge¢mettant I'amplification simultanée des quatre
séquences microsatellites étudiées. Les taillezdeséquences amplifiées seront déterminées fdaseaiz
fragments sur séquenceur automatique.

b. Analyser la diversité génétique des alleles fPfabsociés a la résistance a la SP dans un eresembl
régions d'Afrique sub-saharienne ayant une endé&miariable.

c. Examiner si I'évolution de la résistance a la&eStRlue au flux d'un alléle de résistance unique Pfdhfr
ou a une sélection de mutants de maniére aléaoiptusieurs occasions indépendantes.

Résultats :

Une PCR "multiplex" permettant 'amplification deagre séquences microsatellites simultanément migge

au point et est fonctionnelle (figure 2A et B).tillsation d'amorces fluorescentes permet de maurgse
fragments contenant chaque microsatellite. Laetails microsatellites est déterminée par électregko
capillaire sur séquenceur automatique haut déebitBSM 3100 et analysée grace au logiciel GENESCAN
(figure 2C).

La combinaison des alléles situés au niveau deseglaai microsatellites permet de définir un haype S
s'il est associé a un allele Pfdhfr sauvage etapiokype R s'il est associé a un alleles Pfdhftenmutant.

Figure 2.
A et B. Migration sur gel d'agarose des amplifigs quatre microsatellites en positon -0.1 kb#@)5 kb
(b), +1.5 kb (c) et -3.87 kb (d) obtenus par PCRiltiplex" (A) ou par simple PCR (B) des isolats

monoclonaux triple mutants Pfdhfr (1, 2, 3, 4 et 5)

C. Profil d'analyses d'un amplifiat obtenu par P@HRiltiplex" d'un isolat monoclonal triple mutantd®ifr.
Pics rouges : marqueur de taille ; pics vert el bleagments microsatellites.
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Les alleles Pfdhfr triple mutants et sauvages deigddlats de P. falciparum provenant de 11 payfidée
sub-saharienne (Bénin, Cameroun, Congo, Comorese&uCote d'lvoire, Gabon, Sénégal, Mali, Ghana et
Ouganda) ont été déterminés par une méthode dfaratiin de I'ADN suivie d'une digestion enzymagqu

Le génotypage des quatre marqueurs microsatetliggssde part et d'autre du géne Pfdhfr a été teffegrace
a la PCR multiplex et a permis de mettre en évid@80 isolats monoclonaux parmi notre échantillen d
départ.

A partir des 280 isolats monoclonaux, plusieursledl ont été mis en évidence au niveau des quatre
microsatellites étudiés : 16 alléles au locus -&87184-224 pb), 16 alleles au locus -0.1 kb (183-pb), 11
alleles au locus +0.5 kb (85-111 pb) et enfin tadisles au locus +1.5 kb (196-204 pb).

La reconstruction des haplotypes Pfdhfr (figura Bermis de mettre en évidence une grande diversité
haplotypigue au niveau des isolats portant I'alRtthfr sauvage. En effet, 73 haplotypes S onidététifiés
pour les 75 isolats sauvages. Par contre, unesitédraplotypique plus réduite a été trouvée daggdupe
des isolats triple mutants. Nous avons mis en écigeld8 haplotypes R pour les 205 isolats tripleamist

De plus, 85 % des isolats triple mutants partageseméme haplotype avec l'alléle 194 pb au le8&7 kb,
l'allele 147 pb au locus -0.1 kb, l'allele 105 phl@cus +0.5 kb et l'alléle 202 pb au locus +1.88Fkarmi les
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haplotypes R restant, un seul isolat, originair€dee d'lvoire, présentait une différence au nivdesiquatre
loci microsatellites (192 pb/151 pb/103 pb/204 @h)ssi, aucun des deux groupes (R ou S) ne paitdgea
méme haplotype.

Enfin, I'haplotype d'un isolat thailandais portiadtele triple mutant était identique a I'haplogyprédominant
dans notre échantillon d'isolat africain.

Ces résultats confirment I'hypothese que les slléfdhfr triple mutants présent en Afrique et ereAmt une
origine commune. Cependant, la présence d'un lyggld®® présentant un profil différent dans notre
échantillon suggere une seconde origine de I'aRédéfr triple mutant. L'analyse de marqueurs
microsatellites plus proche du gene Pfdhfr suiszdat permettra de vérifier cette hypothése.

Figure 3. Polymorphisme des haplotypes Pfdhfr saugges et mutants : 85% des triples mutants portent
le jeu d'alléles 194/147/105/202, qui est I'empreangénétique de la souche asiatique importée en
Afrique.

Voir page suivante

Article publié :

A shared asian origin of the triple-mutant dhfr allele in Plasmodium falciparumfrom sites across
Africa. O. Maiga, A. Djimdé, .V. Hubert, E. Renard, A.bauy, F. Kironde, B. Nsimba, K. Koram, O.
Doumbo, J. Le Bras and J. Clain.

Journal of Infectious Diseases, 2007 : 196 (1 Jiity)nat pdf; 695 Ko).
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N°0403

Etude des réponses cellulaires R. falciparumdans le sang de cordon
en fonction de 'impaludation placentaire

Responsable du projet : Dr Nadine Fievet UR10 IRifo6ou Benin

Section budgétaire : 5830FIE90 P. falciparum imgation

Rapport scientifique d'étape

Résumé du projet :

A la naissance, les cellules dendritiques (CD) iquygles dans la stimulation des lymphocytes T ritans
l'initiation de la réponse immune primaire serai@sponsables du dysfonctionnement des réponses a
médiation cellulaire. Des études récentes montnemtéfaut de synthése de I'lL12 par les CD du nawnres.
Par ailleurs, I'nypothése de I'exposition in uiiles antigénes du parasite qui induirait uneaots
immunologique et modifierait la susceptibilité Genfant a I'infection et/ou a la maladie reste glaer.

Dans le cas du paludisme, notre objectif étaité@terthiner I'impact d'une infection placentairelssr
capacités des CD a produire de I'lL12 en réponseastimulation par des antigenes palustres.

Mise en place du projet :

Aprés une période de mise place des instrumentsldarouveau laboratoire de I'UR10 a Cotonou reétinde
a commencé en juin 2006.

Le recrutement des femmes & I'accouchement etléet@des sangs de cordon a été réalisé princiesiea
I'HOMEL la plus grand maternité du Cotonou (Hopitalla Mere et de I'Enfant la Lagune) et aussi ¢ians
centre de santé de Houenoussou, la maternité deessim et I'nopital de Zone de Suru Léré qui ossiaie
grosses maternités qui viennent en complémentlpoecrutement des accouchements parasités. Nous
travaillons avec les sages-femmes des maternigaseparticulierement avec 3 infirmiéres qui otét €
formées aux recrutements des femmes, aux dépislagesms et aux prélevements du placenta et dercord
spécifiquement pour notre enqueéte.

Au laboratoire, un technicien et un ingénieur dailVersité d’Abomey Calavi ont été formés a launalt
cellulaire et & la cytométrie en flux.

Les tests immunologiques ont été réalisés de septama novembre 2006 :

- Les prévalences de monocytes (CD14+), de celtidedritiques myeloides de type 1 et 2 (BDCAL+ et
BDCA3+) et de cellules dendritiques plasmacytoi@3CA2+) sont mesurées sur les cellules mononusléée
purifiées.

- Pour chaque type de cellule nous estimons I'sspe des marqueurs de costimulation HLA-DR et CD86
afin de mesurer l'impact du passage trans-placerdaintigenes soluble de P. falciparum sur ldalesl
présentatrices d'antigenes.

- Les CMN du sang de cordon sont stimulées pastil@sili spécifiques de chaque type de CPA et launges
des réponses se fait :

1) par dosages de cytokines intracytoplasmiqueX(ILAN-alpha) aprés 8H d'incubation et

2) par dosages des cytokines produites dans Ieageaints de culture aprés 18H d'incubation.
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L'expression de la molécule de co-stimulation CDB&tqueur de la maturation des cellules préseceatri
d'antigénes, est augmentée sur les monocytes (Q@i4ies cellules dendritiques myeloides de type 2
(BDCAZ3) dans les sangs de cordon issus d'accouctigragasités par P. falciparum par rapport a cesusi
d'accouchements non parasités.

Les conséquences de cette activation/maturatiateno des cellules présentatrices d'antigenesisagacité
a produire de I'lL12 sont en cours d'analyse.

Valorisation de ce travail :
Les résultats sont en cours d'analyse et un asticke soumis courant 2007.
Ce travail a été fait en collaboration avec le tabuire de Marita Troy Blomberg (Department of

Immunology, Wenner-Gren Institute, Stockholm Unsif) et Anne Hosmalin (Equipe Présentation de
I'’Antigéne par les cellules dendritique, InstitutoBin).
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N° 0404

Etude comparative de l'efficacité thérapeutique déamodiaquine
versus sulfadoxine-pyriméthamine dans le traitemendu paludisme
non compliqué de I'enfant en milieu semi-urbain alGabon
Responsable Scientifique chef de projet : Dr Guidcent

RAPPORT DU PROJET DE RECHERCHE REALISE ENTRE AVRIL 2005 ET
MARS 2006 A OYEM ET LIBREVILLE AU GABON.

Unité d'Immunophysiopathologie Infectieuse - IngtiPasteur

25, rue du Docteur Roux - 75 724 Paris Cedex T&l40 61 37 57 Mailguidyvin@hotmail.com
Co-Responsable Scientifique : Dr NSIMBA Basile

Investigateur Principal : Dr MOUROU-MBINA Jean Raima

Co-Investigateur : Dr MABIKA-MAMFOUMBI Modeste

Collaborations Institutionnelles :

- Programme National de Lutte contre le PaludisiReébB, Libreville, Gabon

Tél : 00 (241) 77 56 43 Dr MABICKA-MAMFOUMBI Modest(Directeur).

- Département de Parasitologie-Mycologie-Médecir@piCale Faculté de Médecine Université des Scince
de la Santé (USS) BP 4009, Owendo (Gabon) Tél/B&x241) 70 48 96 Dr MOUROU-MBINA Jean-
Romain, Dr GUIYEDI Vincent, Dr MABICKA-MAMFOUMBI Maeste, Pr. KOMBILA Maryvonne (Chef
du Département).

- Laboratoire de Biologie animale et de Parasit@lalg I'Université Paris V, EA 209 (Paris - France)

Dr DURAND Rémy, Dr CLAIN Jérébme, Pr. LEBRAS Jacq(B#recteur).

- Laboratoire de Biochimie A, Unité de Pharmacato@HU Saint Louis (Paris) Dr HOUZE Pascal.

- Service de Parasitologie — Mycologie — Médecinapicale Hopital de Louandijili , Pointe-Noire (Car)g
Dr NSIMBA Basile, Dr MOUKASSA Donatien (Directeued affaires médicales de I'Hépital).
Financement :

- Institut de Médecine et d’Epidémiologie Africagne I.M.E.A », CHU Xavier Bichat, Paris (France).

- Ministere de la Santé et de la Population, LibleyGabon)

RESUME :

Il s’agit d’'un essai clinique en intention de tesitomportant deux groupes thérapeutiques [Amodiaqu
(AQ) et Sulfadoxine-Pyriméthamine (SP)] chez des enfar#s @g 6 mois a 5 ans résidant a Oyem ou dans
ses environs (Gabon) présentant un paludisme mapliué (PNC). Le suivi des patients jusqu’a 28 $oa
respecteé les critéres du guide de 'OMS 2004 covaodrl’évaluation de I'efficacité thérapeutique des
antipaludiques pour le traitement du paludisme campliqué, combinée a I'analyse moléculaire des
génotypes d@. falciparumpour distinguer les recrudescences des ré-infeceba I'analyse de la fréquence
des mutationshpK540E. Le taux d’échecs thérapeutiques avant cioorepar les tests moléculaires était
significativement plus élevé dans le groupe AQrpaport au groupe SP a J28 [45.1% (32/71; 95%C4#-33
57.3)versus23.2% (16/69; 95% CI: 14.2-35.2), p=0.01]. Le taexréponses cliniques et parasitologiques
adéquates était significativement plus élevé damgdupe SP par rapport au groupe AQ [73.9% (51/69;
95%CI: 61.7-83.4¥ersusb4.9% (39/71; 95% ClI: 42.7-66.6), p=0.03], alore tpitaux d’échecs
parasitologiques tardifs était significativemenipélevé dans le groupe AQ comparativement au gr8&p
[39.4% (28/71; 95%CI: 28.3-51.8prsus21.7% (15/69; 95% CI: 13.1-33.6), p=0.04]. Aprasdétdes
génotypes de. falciparum le taux d’échecs n’était pas différent entregemipes AQ et SP en per protocole
aJ28[11.6% (8/69; 95% IC: 5.5-22\8rsusl8.3% (13/71; 95% CI : 10.5-29.6)]. Cette différemntre les
taux d’échecs parasitologiques était significatipeés exclusion des cas de réinfection dans lesgteupes
(28.2%versusl1.6%, X2=11.3, p=0.001). La mutatidhpd<540E n’a pas été retrouvée sur les 76 isolats de
P. falciparumdu groupe SP. Conclusion : la SP est plus efficaesel’AQ dans le traitement du paludisme
simple et dans la prévention des infections réotese

Mots clefs : P. falciparum génotypes, Paludisme simple, Sulfadoxine/Pyriamé@the, Amodiaquine, Enfants,
Gabon.
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[-INTRODUCTION

La chimiorésistance delasmodium (P.) falciparura la chloroquine (CQ) est observée dans I'ensendse
pays d'Afrique ou sévit le paludisme avec une plenee variable et croissante depuis une trentdarndes.
Une étude multicentrique réalisée au Sénégal ardgoe I'extension de la résistance a la CQ estcassa
I'accroissement de la mortalité due au paludismmag@ et coll, 1998). Cette molécule est actuellemetinée
en premiere intention pour le traitement de I'aquéisistre non compliqué par les programmes natiodau
lutte contre le paludisme (PNLP).

A l'issue d’'une réunion de consensus organisédielille (Gabon) en juillet 2003 sous I'égide dunidiere
de la Santé et de 'OMS, le retrait de la chlorogua été également préconisé, de méme qu’une f®uvel
stratégie de prise en charge thérapeutique duipatacconformément aux recommandations de I'OMS
privilégiant les combinaisons thérapeutiques a dasalérivés de I'artémisinine (CTAS).

L'’AQ et la SP, dont les codts sont proches de aduda CQ, ont fait I'objet, au cours de ces degs@années,
d’évaluation d’efficacité et de tolérance dangdit¢ment du PNC Les observations faites au coeiced
études sont convergentes puisqu’elles montrenbange efficacité et une bonne tolérance de cesomel&
(Brasseur et coll, 1999 ; Ringwald et coll, 20@xasco et coll, 2002 ; Sowonmi et coll, 2002 ; Kazdctoll,
2003 ; Nsimba et coll, 2004). En Afrique de I'Esea Afrique Centrale certains pays ont alors médifur
schéma thérapeutique en choisissant la SP en reenptat de la CQ comme médicament de premiére ligne.
Il en a été ainsi de la Républigue Démocratiqu€dngo (2001), du Malawi (1993), du Kenya (1998), du
Botswana (1998) et de la Tanzanie (1999).

La résistance de. falciparuma la sulfadoxine et/ou a la pyriméthamine comprdigélisation de
I'association sulfadoxine- pyriméthamine (SP)pautrbitement du paludismePa falciparum Différentes
études ont montré que 3 mutations ponctuelles tomitdb génealhfr -N511, C59R et S108N- sont impliquées
directement dans I'acquisition de la résistanae gytiméthamine ; de méme, les mutatidhps -S436A,
A437G et K540E sont associées a la résistanceufdoxine (Reeder et coll, 1996 ; Basco et 48198 ;
Durand et coll, 2000 ; Aubouy et coll, 2003). Dagdés récentes ont démontré que le quintuple mdtdnt
(N511/C59R/S108NyhpgS436A/A437G/K540E) est fortement associé aux étieérapeutique a la SP
elles suggérent en outre que les mutatahis C59R etdhps-K540E sont prédictives de ce quintuple mutant
(Kublin et coll, 2002 ; Bwijo et coll, 2003).

Au Gabon, les résultats des études de chimio-détésde P. falciparuma la CQ montrent des taux de
résistancen vitro etin vivoélevés a Lambaréné, Franceville et Libreville (Rrasl et coll, 1998 ; Brasseur et
coll, 1999 ; Deloron et coll, 2000 ; Guiyedi etlc@001). Par contre, ceux portant sur le niveatedestance

in vitro et des échecs thérapeutiques lors du traitemelRNdlipar la SP ou I'AQ dans les mémes villes sont
divergents.Les taux de résistancePddalciparuma la SP sont élevés a Lambaréné et a Franceville,
respectivement de 31% et 30% en 1998 et en 2000efLeoll, 1998; Deloron et coll, 2000), alors goe
bonne efficacitén vitro était observée dans la méme période a Libreville pAQ (Pradines et coll, 1998).

Les échecs thérapeutiques a I'AQ étaient de 47%nblaréné et de 34,7% a Bakoumba en 2003 (province d
Haut-Ogooué) (Borrmann et coll, 2003; Aubouy et,@003) alors qu'ils étaient de 3.12% a Mouila
(province de la Ngounié, données du PNLP, 2008 % a Libreville entre 1997 et 2001 (Chamboro#t ¢
1997; Guiyedi et coll, 2001).

A Oyem, capitale provinciale du Woleu-Ntem, sita®enord du Gabon, les échecs thérapeutiques a kt CQ
a I'AQ étaient respectivement de 91.3% et 20% (desrdu PNLP, 2003). A notre connaissance, aucune
étude d’efficacité thérapeutique de la SP danmitetment du PNC, ni des marqueurs génotypighégdhps
associés a la résistanceRldalciparuma la SP, n’a jamais été réalisée dans cette réfgiddabon. Notre
étude, basée sur une méthodologie respectantiesmneandations de 'OMS, est donc la premiere datie c
ville proposant une analyse 1) de I'efficacité #piutique de la SRersusAQ dans le traitement du PNC de
I'enfant et 2) des marqueurs génotypiques assadigsésistance de. falciparuma la SP.
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[I-OBJECTIFS

Obijectif général :

Comparer l'efficacité thérapeutique de 'amodiag@ufAQ) et de la sulfadoxinepyriméthamine (SP) dans
traitement du paludisme non compliqué dans unelptipn d’enfants agés de 6 mois a 59 mois vivant en
milieu semi-urbain au Gabon et étudier le profihggypique des isolats die falciparum

Obijectifs spécifiques :

- Déterminer le taux des échecs thérapeutiquesldaratement du paludisme non compliquélasmodium
falciparumpar I'amodiaquine et la sulfadoxine-pyriméthamia@siune population d’enfants 4gés de 6 mois
a 59 mois consultant a I'Hépital Régional d’Oyem.

- Identifier des génotypes tasmodium falciparurassociés a la sensibilité ou a la résistance degds

- Différencier par analyse génotypique les échleéspeutiques tardifs des réinfections.

- Promouvoir la formation par la recherche ainsi iggechanges scientifiques entre des

équipes de chercheurs gabonais et francais.

Ill- PATIENTS ET METHODES

Cadre et lieu de I'étude :

La population de I'étude a été incluse au Centrepilalier Régional d’'Oyem (Gabon) du (jour)avril du
juillet 2005. La population du Woleu-Ntem est de2¥2 habitants. Celle d’'Oyem, situé a X km de Lvilke,
la capitale provinciale, est de 24 300 habitarti$,25% de la population de la province. Le niveaugio-
économique est bas. Le faciés épidémiologique tidizae est de type équatorial avec une transmissio
stable toute I'année. L'épidémiologie du paludisshéétude de I'efficacité thérapeutique de laiBRivoet

in vitro n'ont pas été étudiées dans cette région du GaleoGentre Hospitalier Régional (CHR) d’'Oyem a
été retenu comme site parce qu'il recoit la magadis patients de cette province en raison decx@ssibilité
est facile.

Population de I'étude :Le recrutement a concerné des enfants consultabeatre Hospitalier Régional
(CHR) d’Oyem pour acces fébrile.

Critéres d’inclusion :

Aprés accord des autorités sanitaires gabonaisesc{ion générale de la santé, Direction du Prognam
National de Lutte contre le Paludisme, Directiogioéale de la santé), les critéres ont été lesagtsv

- &ge compris entre 6 mois et 59 mois.

- résidence a Oyem pendant la période de I'étude.

- température auriculaire3¥,5 °C lors de la consultation

- infection monospécifique R. falciparum avec une parasitémie > ou égale & 2000 par litierde sang.
- consentement éclairé des parents ou du tuteur.

Critéres d’exclusion :

- signes cliniques ou biologiques de paludisme reggtéfini selon les criteres OMS (WHO, 2002)
- fievre due a une maladie autre que le paludismagne pathologie sévere associée

- antécédents d’allergie connue a I'un des médioésraiu protocole

- résidence en dehors de la commune d’Oyem

- refus de patrticiper a I'étude.

Taille de I'échantillon :

Elle a été calculée afin de mettre en évidencdlifféizence de 20% entre les taux d’échecs thérapesg de
la SP et de 'AQ, avec une puissance de 95% esgoe de premiére espece de 5%. Suivant le teséial
[n =2s2 (ea+ e2b)2/ D2],un minimum de 100 sujets est requis par grobpeapeutique.

Procédures d’inclusion :

Tous les enfants vus en consultation pour fievr€R d’Oyem ont bénéficié d’'un examen clinique,rd’u
frottis sanguin/goutte épaisse. Pour les enfapisneant aux criteres d’'inclusion, un consentemelairé a
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été obtenu auprés d’'un parent/gardien puis un exgimgsique complet a été effectué. Le protocole @S
28 jours d’évaluation de I'efficacité thérapeuticuété appliqué [WHO, 2002]. Les données ont dtéatées
sur le lieu de I'étude au moyen d’'un questionnaidividuel standardisé.

Examens biologiques :

Tous les patients ont bénéficié d’'un prélévemengisia pour la réalisation des examens biologiqueze:
goutte épaisse (GE) sur sang capillaire de la plpeoigt afin de déterminer la parasitémie et NBige
goutte de sang a été déposée sur papier filtreWSKH-03431, Schleicher et Schuell, Reene) pour la
réalisation de confettis destinés aux tests gémestidg_es confettis ont été réalisés a JO et atIR2B8@as
d’infection plasmodiale au cours du suivi. lIs été séchés a I'air libre pendant 12h (ou une etitpnservés
dans des sachets individuels étanches a tempéeatilniante jusqu'a la réalisation des tests gérmpigsi La
densité parasitaire a été déterminée par la métttlambaréné (Planche 2001). Les GE ont été easin
par deux techniciens expérimentés du départemEntcas de discordance, une double lecture en Evaug
été effectuée par une troisieme personne non ioggiglans I'étude. En cas de résultats discordesSE
ont été systématiquement contrélées par l'invegigeprincipal pour validation. Une lame sur digta
sélectionnée au hasard (1/10) pour le controleudéitg par un microscopiste du Laboratoire de Ratagie-
Mycologie-Médecine Tropicale (CHU Xavier Bichat)n& Numération Formule Sanguine a été effectuée
systématiqguement pour tous les patients inclus.

Examens de biologie moléculaire :

Les tests de biologie moléculaire pour la carasaéion génétique des souches plasmodiales ord¢aigés
par le Laboratoire de Biologie Animale et Parasitg§Université Paris V) et le Centre National dédRence
pour la chimiosensibilité du Paludisme (CNRCP), ({i# Bichat).

Extraction de '’ADN plasmodial :

L'’ADN de Plasmodium falciparura été extrait par la méthode d’extraction au ch@baul et coll, 1998) a
partir du sang séché sur papier filtre. Cette nuglomnsiste a ajouter dans le tube Eppendorffsienl,
contenant le spot de sang séché (confetti) 1mlagersne a 1% dans du tampon PBS (phosphate -bdiffere
saline) pour libérer 'hémoglobine du papier filtte tube est centrifugé pendant 2 minutes a 180@0et le
surnageant est éliminé. Aprées addition d’'un mLategon PBS 1X dans le tube une deuxieme centrifugati
est effectuée dans les mémes conditions que prdoéelet. Aprés avoir éliminé le surnageant, 16@’eau

et 50 L d’'une solution stock de chelex-100 20% dans éau’sont ajoutés dans le tube qui est ensuite placé
dans un bain d’eau bouillante & 100 °C pendantrit@s puis centrifugé pendant 1 minute & 13000 kgm.
surnageant contenant I’ADN est décanté en évietrahsfert du chelex. L’ADN plasmodial est prétipone
utilisation immédiate en PCR ou conservé a -20@sune purification préalable au Quiagen.

Différentiation génotypique des échecs thérapeutiaes tardifs et des réinfestations :

Les échecs thérapeutiques tardifs peuvent étrediés une recrudescence (infection primaire}, &oine
réinfection (Daubersies et coll, 1996). L’analyss dnarqueurs hautement polymorphes des merozoitesu
protein —1 et 2 (MSP-1 et MSP-2) a permis de coemdas alléles détectés avant traitement et lof®deec
thérapeutique afin de distinguer les nouvellescitidas des recrudescences (Snewin et coll, 199arshall

et coll, 1994). Le génotypage a été réalisé par BiGRquencage suivant les protocoles dévelopmésiela
Laboratoire de Biologie animale et de ParasitolegieCHU Xavier Bichat a Paris (Jafari et coll, 2002

Identification des génotypes associés a la sensiiilou a la résistance des isolats :
Les échantillons de sang des patients inclus gyésenté un échec thérapeutique ont fait I'objenhe’étude
génotypique des isolats parasitaires.

Etude des marqueurs génotypiques associés a la gtance de P. falciparum a la sulfadoxine-
pyriméthamine :

Seules la mutatiodhps-K540E, fortement associée aux échecs thérapeulitpu&P, a été recherchée dans
notre étude par PCR selon les protocoles dévelaggsle Laboratoire de Biologie animale et de
Parasitologie au CHU Xavier Bichat a Paris (Aubetigoll, 2003)
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Procédures d’administration des médicaments a teste

Apres inclusion a JO, les patients ont été affeztasn des groupes thérapeutiques par randomispto bloc
en utilisant une table de randomisation généréenlmateur. Ainsi en pointant un crayon au haseel
premiere permutation est lue; les suivantes détemtil’ordre d’attribution des traitements. Il stagjun

essai ouvert et le tirage au sort a eu lieu jusidtde début du traitement, aprés vérification désres
d'éligibilité. La sulfadoxinepyriméthamine (Maloxén comprimés) en dose unique de 25mg/kg de
sulfadoxine/1,25mg/kg de pyriméthamine, et 'amqgdiae (Camoquinsirop) a la dose de 30 mg/kg
d’amodiaquine base en 3 jours (JO : 10 mg/kg ;1img/kg ; J2 : 10 mg/kg). Le traitement a été aiktié
par voie orale par une infirmiére en présence ddeti@, et les patients ont été observés pendamirdtes
aprées administration du médicament. En cas de wemisnts dans les 30 minutes, une dose identiciéeda é
nouveau administrée. En cas de vomissements répggient était exclu du protocole. Le paracétizan

été administré systématiquement a JO puis, enectentpérature> 38.5°C a J1 et J2, a la dose degiym
per os(une dose prise immédiatement et la deuxieme adilemiLes patients présentant des signes cliniques
de paludisme grave (selon les critéres de 'OMS$)td hospitalisés dans le Service de Pédiatrié@énou
en Unité de soins intensifs au CHR. Les cas dalsahe dont les complications ont été observéeparsae
I'étude ont été totalement pris en charge pardgepr

Suivi des patients :

Pendant 28 jours avec un contrdle clinique a ithetévaluation clinique et parasitologique a J2J33J14,
J28. Il a été demandé aux parents ou aux tutearsrdants de les ramener a I'hopital quelque sgadur au
cours du suivi, en cas d’apparition de signesalies de danger ou si leur état paraissait préontupa
tolérance médicamenteuse a été évaluée par lacbehdes effets indésirables cliniques et parteedilance
biologique. Le traitement a été interrompu en céshec thérapeutique ou d’effets indésirables grake
cas d’échec thérapeutique, les patients ont étédnaar I'artésunate/amodia-quine (Arsucam) Le®pes
non inclus a JO ou retirés de I'étude ont étégmisharge par le projet.

Critéres de jugement de l'efficacité thérapeutique

L'efficacité thérapeutique a été classée selogtigsres de 'OMS (WHO, 2003) en 3 catégories eéch
thérapeutique précoce (ETP), échec thérapeutigdié (ETT) qui comporte EPT et ECT (échec clinique
tardif) et réponse clinique et parasitologique aée| (RCPA).

Considérations éthiques :

Le consentement éclairé a été obtenu du pareigamiien ou du tuteur pour chaque enfant inclus dans
I'étude. Les autorités administratives du Ministéesla Santé publique et du Centre hospitalier di®yles
personnes responsables des enfants malades infoétéees de tous les aspects de I'étude. La fjzatioon
a I'étude était entierement volontaire. Une fickecdnsentement éclairé a été présentée par I'édaipe
recherche aux parents ou aux tuteurs qui I'ontéggRour les sujets ne pouvant pas lire la langugdise,
une traduction du contenu de la fiche de consemtmété faite dans la langue locale en présence d’
témoin.

Contrdle de qualité :

Toutes les fiches de recueil des données des tsaiietus ont été réexaminées par le coresponsable
scientifique du projet. Toutes les GE de JO a J2&t# relues par deux praticiens expérimentégarer
respectivement dans les Département de ParasielMgiologie-Médecine Tropicale de la Faculté de
Médecine de Libreville (Pr M. KOMBILA) et du CHU Xé&er Bichat (Dr B. NSIMBA).

Analyses statistiques :

Les données ont été saisies a l'aide du logicielifp 2000 (CDC-version francaise ENSP). L’'analyse
descriptive pour les variables qualitatives et gtatives a été réalisée. L'analyse bivariée seffectuée par
les tests statistiques classiques (test de stpdemnia comparaison des moyennes et test de chu2qelle
des proportions, le test exact de Fisher pourdbardillons inférieurs a cing. L’analyse des résslen
intention de traiter a été utilisée pour I'évaloatie la réponse thérapeutique a J28. Le seuigddisativité
pour I'ensemble des analyses était de 5%.
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IV- RESULTATS

IV.1. Suivi des patients

Les patients ont été inclus au CHR d’Oyem du 18 aurl5 juillet 2005. Pendant cette période, 682emts
ont été vus en consultation pour fievre dont 3Gepts (47.8%; [302/632]) avaient des hématozoaled?.
falciparum). Parmi ces derniers, 154 ont été inclus dansd&ttépartis apres randomisation soit dans le
groupe sulfadoxinepyriméthamine (n=76) soit dargréeipe amodiaquine (n=78). Quatorze patients tént é
exclus pendant la période de suivi, (7 par groupehombre de patients évalués a J28 était de i6®lda
groupe SP et de 71 dans le groupe AQ. Les pringipantifs d’exclusion étaient une mauvaise obsergahc
traitement prescrit ou une absence de respecbdesde rendez-vous.

IV.2. Caractéristiques générales de la population’dtude
Il n’y avait pas de différence significative poeslvariables ci-aprés sexe, age, poids, tempéraemsité
parasitaire et hémoglobine) entre les deux grodpeagitemen(Tableau 1)

Tableau 1.Caractéristiques générale de la population ded&gelon les groupes.

SP AQ
Total 76 78
Sexe (féminin/masculin) 31/45 39/39
Moyenne (Moy) d’age en mois (extrémes) 30,75 (16,57 28,39 (14,73) P=0,33
Poids en Kgs 12,4 (3,4) 11,8 (3,2) P=0,26
Température moy. (°C) 38,3 (0,9) 38,1(0,6) P=0,11
Densité parasitaire moy./uL 27971 (46713) 356R1909) P=0,45
Hémoglobine g/dL 8,7 (1,7) 8,9 (1,6) P=0,45

IV.3. Analyse de la réponse thérapeutique et parasiogique avant I'étude des génotypes de.
falciparum

Le taux d’ET & J28 était plus élevé dans le graigpatients AQ que dans le groupe SP avant carnegtr
PCR [45,1% (32/71; 95% IC: 33,4-57\8)rsus23,2% (16/69; 95% IC: 14,2-35,2), p=0,{figure 1).

Le taux de RCPA était plus élevé dans le groupgugRdans le groupe AQ [73,9% (51/69; 95%IC: 61,7-
83,4)versusb4,9% (39/71; 95% IC: 42,7-66,6), p=0,@¥hbleau 2) Le taux d’EPT était plus élevé dans le
groupe AQ que dans le groupe SP [39,4% (28/71; W598,3-51,8Vversus?21,7% (15/69; 95% IC: 13,1-
33,6), p=0,04].

Tableau 2 Efficacité thérapeutique a J-28 de lav@PsusAQ.

SP (n=69) AQ (n=71)

% n % n p
RCPA 73,9 51 549 39 P=0,03
ETP 2,9 2 0,0 0,0 P=0,46
ECT 1,4 1 5,6 4 P=0,38
EPT 21,7 15 39,4 28 P=0,04
Taux d’échec
Avant correction-PCR 23,2 16/69 451 32/71 P=0,01
Apres correction-PCR 11,6 8/69 18,3 13/71 P=0,92

(fausse recrudescence)

RCPA = Réponses clinique et parasitologique adéguat
ETP = échec thérapeutique précoce;

ETT = échec thérapeutique tardif;

ECT = échec clinique tardif;

EPT = échec parasitologique tardif.
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IV.4. Analyse de la réponse thérapeutique et parasiogique apres correction par détermination des ca
de recrudescence et de ré-infections

Les génotypes des soucheddéalciparumont été déterminés entre JO et J28 pour chaquenpatclus en
cas de réapparition de signes cliniques et/ou daamasitémie afin de différencier les recrudescedes re-
infections et les cas mixtes (recrudescence. fagion). Dans le groupe AQ, parmiles 32 ETT, fiilBaht
des recrudescences, 6 des réinfections, 7 étairtgsnet 6 n’ont pu étre déterminés. Dans le gr&ipesur
les 14 ET, 8 étaient des recrudescence et 6 ddectons. L'analyse des résultats aprés détertmmaes
génotypes parasitaires révéle des taux d'éche8 plug élevés, mais non significatifs, dans le geoAQ :
18,3% [13/71]; 95% IC: 10,5- 29v@rsusll,6% [8/69]; 95% IC: 5,5-22,1 dans le groupe(B&bleau 2).
Aprés exclusion des réinfections, les taux d’édtagent respectivement de 28,2% (20/71) et 11,660)8
dans les groupes AQ et SP (p=0,001). La mutdiopmsK540E n’a pas été retrouvée sur les 76 échantillons
sanguins des patients traités par la SP.

IV.5. Formation par la recherche

Dans le cadre de ce projet, le Docteur MOUROU-MBI3&&aN Romain (Assistant de Sciences Médicales et
Pharmaceutiques, Département de Parasitologie-MgmMédecine Tropicale, Faculté de Médecine de
Libreville) a conduit une équipe sur le terrain pmeée de deux techniciens de laboratoire et duntiait
interne en Médecine (LOEMBET Romaric) ayant choéssujet pour I'élaboration de sa these. Il a héigéf
d’'une formation pratique sur les modalités d’'ungudite sur le terrain, le recueil et la saisie desdes
cliniques et biologiques, I'analyse des résultata eedaction d’'une these.

IV.6. Publication des résultats

Les résultats de cette étude seront présentéBieeletion générale de la santé (Ministére de laé&an
publique) par le directeur du Programme Nationdlulte contre le Paludisme. IIs ont été présentés
publiguement par Monsieur R. LOEMBET lors de saaoance de these pour I'obtention du dipléme de
doctorat en médecine a la Faculté de médecinelateiile au Gabon (mars 2006), puis au Congrés
International de la Société Ouest Africaine de Sitotogie (Mabika Mamfoumbi M et al, 5éme Congres
International de la Société Ouest Africaine de Sitobpgie, Université Cheikh Anta Diop de Dakarrigéal),
22-26 mai 2006. Un manuscrit a été soumis pourigatiin dans une revue scientifique internationale.
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N° 0502

Evaluation du risque d'infection parasitaire
par la consommation d’eau potable en Tunisie
Responsable du projet : Pr. Aida Bouratbine.

Laboratoire de Parasitologie, Institut Pasteur dei§ (IPT).
13, Place Pasteur, BP. 74, 1002 Tunis, Tunisie.
aida.bouratbine@pasteur.rns.tn

Collaborateurs:

Pr. F. Derouin. Laboratoire de Parasitologie (ER®5 Faculté de Médecine Denis Diderot, UniverBaéis

7, France.

Pr. I. Villena. Laboratoire de Parasitologie (EAO0BB Faculté de Médecine Reims, Université Reims
Champagne-Ardenne, France

Organismes financeurs :

IMEA et Ministére de 'Enseignement Supérieur, @&kecherche et de la Technologie (MESRT, Tunisie).

Objectif du projet :

- Etudier le risque de contamination des ressoud@si potable en Tunisie par les protozoaires
- Mesurer le niveau de contamination de ces resseur

- Confronter ces données a celles du niveau diioiecles populations urbaines consommatrices

Date du début du projet : février 2006

Principales étapes :

- Initiation aux techniques d’identification de®fwzoaires dans I'eau et de genotypage des
cryptosporidies par des stages de courtes ddeéesdes laboratoires de référence (2006)

- Achat du matériel spécifique et transfert debnégues (2006)

- Enquéte environnementale et étude du risque kaueination par les protozoaires d’'une
ressource d'eau potable (2007)

- Analyse du niveau de contamination de I'eau des$aource par les protozoaires (2007)

- Etude du niveau d'infection par les protozoades populations urbaines desservies par
I'eau de la ressource étudiée (2007)

- Analyse des résultats (2008)

Etat d’avancement :

Transfert des technigues et achat de matériel spdiciue :

Un stage d'une semaine au Laboratoire de Paragiéolte I'université de Reims (Pr I. Villena ), padr
membres de notre équipe a permis l'initiation eelezherche de protozoairesiérdia et Cryptosporidiun par
filtration sur cartouche Envirochek, immunocaptureur bille magnétique et révélation par
immunofluorescence directe, suivant la norme freseGAFNOR NF T90 455- juillet 2001. Suite a ce stag
tout le matériel spécifique et les réactifs nédessgour la recherche des protozoaires dans bedaiété
identifiés et commandés (dés avril 2006). La réoapiéfinitive de tout le matériel date de juin 200

Un stage de perfectionnement d’une semaine conueles techniques moléculaires de mise en évidehce
de génotypage des Cryptosporidies a partir d’édlantt de selles a été effectué par un étudiantstpst
déplacé au Laboratoire de Parasitologie du Cemspitalier universitaire Saint Louis, Paris (PriJerouin)
en avril 2006. La mise au point de la techniqugéleotypage des cryptosporidies a été finaliségreduite

a I'lPT en pratique routiniere en septembre 2006

Choix du site de 'étude:

Il est ressorti de I'étude des caractéristiquespdiesipales ressources hydrauliques utilisées [@oaptage

d’eau destinée a la consommation humaine, quaifsapl des ressources sont situées au nord du psgate
constituées par des eaux de surface. Les eauxraolvde divers barrages du Nord, sont souvent méémn
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afin d’améliorer la qualité de I'eau. Le choix g'amsi porté sur I'évaluation du risque d’'infectiparasitaire
par la con-sommation d’eau provenant du barragkdmine (Nord de la Tunisie) qui dessert les vidle
villages du gouvernorat de Bizerte et qui est regméatif des différents barrages du Nord

Etude du risque de contamination de la ressouf@@6¢2007) :

Afin d’évaluer le risque de contamination de lasmsce, une étude de la contamination humaineietaém

aux environs du barrage et des oueds qui S’y dénessest déroulée en plusieurs étapes :

- Etude environnementale (2006) : cartographie drtafaret des principaux oueds et identifi-cation des
principales sources de pollution par les Cryptasies et les Giardia, a savoir les agglomérations
humaines et les zones d’élevage aux environs dadeet des oueds

- Etude du portage des protozoaires chez 'homndeetification des especes de Cryptospo-ridies par
génotypage. L’enquéte en population s’est dérodéémai a septembre 2007 et a été effectuée audporte
porte. Une fiche de renseignement a été remplia eixamen de selles a concerné 173 enfants de moins
de 5 ans habitant 20 agglomérations aux abord @ssmurce. 25% des enfants étaient diarrhéiques au
moment du préléevement. L'étude du portage des poaices a été entreprise par les techniques
parasitologiques classiques et les especes dedSpgrtdies ont été identifiées par génotypage. Dix
enfants étaient porteurs de Giardia (5,7%) et Gyptosporidies (1,7%). Il s’agissait d&C2 meleagridis
et 1C. parvum

- Etude du portage des protozoaires chez les anioh@mestiques n’a pas encore été réalisé. Elle est
prévue pour mars 2008.

Analyse du niveau de contamination hydrique paptesozoaires (2007-2008):

Afin d’analyser le niveau de contamination hydrigdes eaux du barrage, la détection Gliardia et
Cryptosporidiundans I'eau suivant la norme francaise AFNOR NF 498- juillet 2001 a été prévue.

La réception du matériel spécifique n'a été cong@égu’en juin 2007. Un premier échantillon d'eau
provenant du barrage et prélevé a I'entrée dealdoatd’épuration a été réalisé et s'est avéré tifquaur la
recherche de protozoires. Cependant, pour valeterdsultats de cette technique, et ne pas passdté ae
résultats faussement négatifs, des tests de sgeshgar des kystes dg&iardia purifiés a partir de selles
humaines et d’'oocystes deryptosporidiumpurifiés a partir de selles animales ont été séalien fevrier
2008. Ces tests ont permis d’affiner et de corrigemparamétres de I'élution et de la technique d8r un
rendement correcte des réactions. La reprise ddgsas de I'eau du barrage est prévue pour mai& 200

Niveau d’infection des populations urbaines desssrpar la ressource (2007):

Afin d’étudier le niveau de contamination des pagiohs urbaines desservies par la ressource un€eenen
population s’est déroulée entre mai et septemhbd&,afans 2 délégations urbaines du gouvernorat de
Bizerte : Menzel Bourguibe et Tinja. Cette étudesstdéroulée en PMI. Une fiche de renseignemet#t a é
remplie et un examen de selles a concerné lesterdarmoins de 5 ans. Au total, 230 enfants do¥ 28
étaient diarrhéiques au moment du prélévementud&tu portage des protozoaires a été entrepnidega
techniques parasitologiques classiques et les espkcCryptosporidies par genotypage. Six enfaatsrg
porteurs de Giardia (2,6%) et 4 de Cryptosporiflieg%). Il s’agissait de 8. parvumet 1C. meleagridis.

A coté de cette étude effectuée dans le gouverderBizerte desservie par les eaux du Barrage Jeymés
enquétes ont également concerné des PMI du Gramid d@ont la desserte en eau potable correspond a un
mélange des différents barrages du Nord. Au tb&8,enfants dont 25% étaient diarrhéiques au mochent
prélévement ont bénéficié d’'une recherche de poaiiozs dans les selles. Cing enfants étaient perti
Giardia (3,2%) et 4 de Cryptosporidies (2,5%).dbsssait de L. hominis et 1 C. parvum

Soumission d’article :a I’American Journal of Tropical Medecine and Hywge

GENETIC CHARACTERISATION OFCRYPTOSPORIDIUNSPECIES FROM HUMAN IN TUNISIA
Rym Essid, Mohamed Mousli, Karim Aoun, RIm AbdelreR] Fethi Mellouli, Fakher Kanoun, Francis
Derouin, and Aida Bouratbine
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N°0503

Epidémie d'encéphalite aigué au Nord du Vietnam :
étude de la transmission d'un nouveau virus.
« Encéphalites de Bac Giang »
Tran Hien (Institut Pasteur)

Financement IMEA & ACIP (Action Concertée InstitiRasteur).
Rapport d’avancement — janvier 2007.
1) Missions

Décembre 2005 (1 mois) : Dr Nghia, épidémiologtiteNIHE (Hanor) a I'Institut Pasteur de Paris.
Préparation du protocole et des questionnaires.

Février 2006 (2 jours) : Pr Olivier Lortholary, @éttiologue a I'hépital Necker. Mission a Hanoi pou
rencontrer les collegues cliniciens vietnamiens.

Mars 2006 : Dr Arnaud Fontanet (3 jours) et Dr Ré&mirancois (1 mois). Préparation de I'étude
(voir le rapport de mission en annexe).

Novembre 2006 (3 jours) : Dr Arnaud Fontanet etl&an-Claude Manuguerra (virologue). Examen
des dossiers de I'épidémie de juin 2006.

2) Réalisation de I'étude.

Seulement 12 cas répondant aux criteres d'includmhiétude ont été observés en juin 2006. Cetigsba
importante du nombre de cas pourrait étre liéeraesures antivectorielles prises avant le débua daison
des pluies dans la région concernée.

Pour chacun des ces 12 cas, conformément au pl®t@a@moins ont été sélectionnés :

- 1 témoin apparié sur age et sexe, hospitalisé@ue endroit, avec une pathologie infectieuse rasie
ou diarrhéique.

- 1 témoin apparié sur age et sexe du méme villagat dans la maison voisine.

- 1 témoin apparié sur age et sexe du méme villagat dans une maison a distance.

Tous les questionnaires (inclusion et suivi a 1snet les prélévements sanguins (inclusion etevésit mois)
ont été recueillis et conserves.

L’examen des dossiers en novembre 2006 a pernusragater que les questionnaires ont été
méticuleusement remplis.

3) Perspectives.

Rémi Lefrancois retournera a Hanoi de mars a mar 2ans le cadre de son master géographie detié san
(Paris X) pour analyser avec son collegue vietnargeDr Nghia les données préliminaires de I'épimede
2006. Il réalisera une enquéte de terrain poulyseayéospatiale des facteurs associés avec larswgde
I'épidémie. Il sera co-encadré par le Dr ArnaudtBaoet et le Dr Marc Souris (unité IRD UR 034 Baoigk
Pour ce travail, Rémi Lefrancois a bénéficié d’boerse FRM.

Recueil de cas et témoins supplémentaires peridpiddmie attendue de I'été 2007.
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N°0504

Paludisme et grossesse : identification des protéia
de P. falciparumexprimées a la surface de I'hématie infectée

Sayeh JAFARI-GUEMOURI
Institut de recherche pour le développement, URRHIé de la mére et de I'enfant

Organisme financeur :IMEA
Date de début du projet et principales étapes :

Nous avons démarré notre projet en Janvier 2006prireipal objectif de notre étude est d'identifietr
caractériser les protéines parasitaires expriméks surface des érythrocytes infectés séquestras ka
placenta. L'outil choisi pour cette étude est lat@omique. Dans un premier temps nous avons Ml

les différentes techniques sur des souches paresit8D7 et 3D7 sélectionnée sur CSA (récepteur
placentaire) pour ensuite les appliquer a destsala patients. En effet, les molécules parasgaite la
surface des érythrocytes infectés seront identifétecomparées entre des parasites placentaiotatgisle
sang placentaire recueilli a 'accouchement) etpdeasites du sang périphérique d’individus impédud

Les différentes étapes de ce protocole sont lesustds :
- Culture dePlasmodium falciparumen quantité suffisante pour une identification gestéines
parasitaires par électrophorese en deux dimensions
Isolement des membranes des érythrocytes infectés
Extraction des protéines membranaires en conditionsdénaturantes
Electrophorése bidimensionnelle, digestion desgmmes membranaires par la trypsine et résolution et
identification des peptides par la spectrométriendsse (LC-MS/MS).

Résumé de I'état d’avancement :

Nous avons mis aux point toutes les principalepestalécrites dans la partie c, en utilisant la ls@8D7.
L'étape la plus longue a été la mise au point édedtrophorese bidimensionnelle avec une premiere
dimension en condition non dénaturante permettaétudier le profil protéique des protéines membnasa

et la caractérisation des associations des pratiagsitaires et érythrocytaires au niveau dedmlonane
des hématies infectées.

Aprés analyse des peptides par spectrométrie desemamus avons pu identifier certaines protéines
parasitaires exprimées a la surface des membraseérythrocytes infectés. PFEMP-1 a été mis eneéde
ainsi qu’un certain nombre de protéines plasmoslibigothétiques. Etant donnée I'abondance desipesté
érythrocytaires par rapport a celle des protéimestitutives de la membrane des hématies, nousaudisé

la méthionine & dans le milieu de culture d falciparumdans le but d’obtenir des protéines parasitaires
radio marquées et un meilleur ciblage des protgiaeasitaires. Les protéines radio marquées negnbédre
introduites dans le spectrometre de masse, noussasiosi utilisé ce profil protéique radio marquaup
identifier les protéines parasitaires non marqupas,superposition a un gel deuxiéme dimensionréco
nitrate d’argent et migré simultanément.

La prochaine étape sera de caractériser les pest@arasitaires impliqguées dans le paludisme gastal en
appliguant a des isolats de terrain (placentaite®e placentaires) les techniques que nous avisesmu
point pendant la premiére partie de ce projet.

Nous avons présenté cette étude ainsi que legatssptéliminaires lors d’'une réunion scientifigleel’'unité
URO010 ayant eu lieu le 29 Janvier 2007 a CotonoBénin.

98



IMEA — Rapport d’activité de I'Appel d’Offres

N°0505

Distribution des allotypes GM et KM des immunogloblines
en fonction de la réponse clinigue et immunologiquau paludisme »
Responsable : Florence Migot-Nabias

Etat d’'avancement des travaux du programme de rechiehe 09/02/07

1) Rappel des objectifs du programme de recherche :

Les allotypes GM et KM sont des déterminants antagées des immunoglobulines (lg), codés par desgen
dont le polymorphisme génere 24 allotypes possialesiveau des chaines lourdes gamma-1, gamma-2 et
gamma-3 constitutives des isotypes 1gG1, 1gG2 @8Blauinsi que 3 allotypes pour les chaines lédaappa,

qui entrent dans la composition des 2/3 des Igcambinaison pour une méme Ig de plusieurs allotypes
définit des phénotypes GM et KM, qui peuvent éssoaiés a des particularités de la réponse imnitaita
spécifique. Tres peu d’études ont été effectuéeteaible potentiel des allotypes GM et KM des and le
cadre des maladies infectieuses parasitaires, ldioportance de rechercher s'il existe une différerde
distribution de ces déterminants antigéniques emwtion 1) de la présentation clinique du paludisine
Plasmodium falciparunfaccés grave, acces simple, infection asymptoomeligt 2) du niveau des réponses
anticorps (IgG, 1gG1 et IgG3) a des antigeneP dalciparumcandidats vaccins.

2) Recueil des échantillons sanguins :

La réalisation du travail de terrain a duré 7 mdisJuillet 2006 a Janvier 2007, et a permis deeillic au

total 154 prélevements de sang chez des enfantsdi®nen collaboration avec 1) le personnel saigjuies
services de pédiatrie de 3 structures hospitaligsiess a Cotonou pour les enfants présentant une
symptomatologie palustre (CNHU, Hopitaux Saint-leiBethesda) et 2) le personnel enseignant deseslas
de CIl et de CP des deux complexes scolaires deoGitede Lebou, a Ouidah, pour les enfants porteurs
asymptomatiques de parasites. La sélection initlaele enfants s’est faite sur la mesure de la teahpér
axillaire, jointe a la réalisation d’un test deghastic rapide du paludismePafalciparum(TDR). La pratique

des TDR nous a permis d’établir le taux moyen devgdence parasitaire d& falciparumdans notre zone
d’étude, & un niveau de 34% dans le milieu hosertadt de 14% dans le milieu scolaire.

Enfants atteints d’acces palustre grave n = 53, age moyen = 2,9 (+ 1,7) ans

En supplément des criteres initiaux d’'inclusionglbétude, ces enfants cumulaient une températiliaiee

3 37,5°C, la présence de trophozoites sanguiri3. éciparum(valeur médiane = 89353/microl de sang) et
un score neurologique de Blantyre < 3. Ce dernié&re devait nous permettre d’inclure de fagonlesice
des cas de neuropaludisme parmi les acceés grawés)an dossiers cliniques sont en cours de rekectvec
les cliniciens pour la validation de ce diagnostiécis, avec I'apport de précisions concernantmuotant la
durée du coma.

Enfants atteints d’acces palustre simple n = 48, 4&ge moyen = 4,0 (x 3,0) ans
Ces enfants cumulaient une température axillair@7,5°C, la présence de trophozoites sanguins de
P. falciparum(valeur médiane = 28309/microl de sang) et unesneurologique de Blanty?e3.

Enfants porteurs asymptomatiques de trophozoites de. falciparum: n = 53, &ge moyen = 6,5 (+ 1,3) ans
Ces enfants cumulaient une température axillair87%6°C et la présence de trophozoites sanguins de
P. falciparum(valeur médiane = 887/microl de sang).

3) Traitement des échantillons sanguins au laboraii :

A partir du sang total, une goutte épaisse et otiigrmince ont été confectionnés, afin de quaettifa
parasitémie et de vérifier la présence d'une maifeetion parP. falciparum Pour chaque prélevement,
quatre dépodts de 20 microl de sang ont été effectuedu papier buvard, en prévision d'une éveletétlide
de détermination de la complexité d'infection plasiiale. Les plasmas ont été séparés, répartisusiepts
fractions aliquotes et congelés en prévision dedest de détermination des allotypes GM et KM dest Ide
dosage des anticorps spécifiques d’antigénes padusta couche leuco-plaquettaire a été recuedtie
congelée en prévision de I'extraction d’ADN génouggar une équipe partenaire.
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Détermination des allotypes GM et KM des Ig :

Les techniques de biologie moléculaire n'étant @asore standardisées pour la détermination de lésus
allotypes, c’est une technique d’inhibition de Hm#gglutination qui sera utilisée. Cette techniggei
nécessite des réactifs bien particuliers (notamroarpanel d’anticorps anti-allotypes monospécifgqjuest
pratiquée en routine au Centre d’Anthropologie (FFIB0 CNRS) sis a Toulouse. Un stage de formation a
été mis en place pour l'investigateur principalmfogramme, qui se rendra en Mars 2007 a Toulouse po
I'acquisition de cette technique, qui sera enduitesférée au laboratoire de I'UR 010 a Cotonour fesuite

des déterminations des allotypes, dans le cadregfage validant de cycle 1 pour un étudiant bésino

Caractérisation immunologique du variant Var O teMP1

L'antigéne PfEMP1R. falciparumErythrocyte Membrane Protein 1) &e falciparumest particulierement
impligué dans la physiopathologie du neuropaludjsem raison de son role dans la séquestration des
hématies parasitées au niveau des capillaires reépébll est codé par une famille multigénique gossit
jusqu’a 60 genes différents par génome, mais uhasgigene variant est exprimé au cours d’'un cyuie-
érythrocytaire du parasite. Nous porterons notéréh sur I'antigene variant Var O, dont des travant déja
montré l'implication dans les phénoménes de rowpgt d'auto-agglutination des hématies infectébeq le
singe et chez I'Homme), et dont le polymorphismenégigue limité du principal domaine d’intérét
DBL1lalphal est de bon augure pour faire de cegamé un bon candidat vaccin de l'acces palustreegra
chez I'enfant. Il est prévu de poursuivre la cardasation immunologique de cet antigéne, en cotiatimn
avec I'Institut Pasteur de Paris (Unité Immunololleléculaire des Parasites, URA CNRS 2581), dans le
cadre du début du travail de these d’'un étudianinbés, a partir de Septembre 2007. Les technigtibsées
incluront la culture parasitaire, la cytométriefierx et 'ELISA.

4) Formation d’étudiants :

- Un Ingénieur des Travaux en biologie médicalenimgs, diplomé depuis Juillet 2006 de I'Ecole
Polytechnique d’Abomey-Calavi (EPAC), a Cotonolpaaticipé tres activement a I'enquéte de terrainsda
les milieux hospitalier et scolaire, ainsi qu'auxéaations d’aliquotage des tubes au laboratoire]uiléet
2006 a Janvier 2007.

- Un étudiant béninois erf'¥ et derniére année de formation au Diplome d’Ingéindes Travaux (DIT) en
biologie médicale, dispensé a 'EPAC, est assogipragramme depuis Janvier 2007, avec pour objdetif
participer & la lecture microscopique des lamebetguéte, puis a la détermination des allotypes &@MM
des Ig. L'analyse de ces données génétiques, etiorelavec les informations d'ordre clinique et
parasitologique, fera I'objet de son mémoire dediétudes, dont la soutenance est prévue entrietletl
Septembre 2007.

- Un étudiant béninois actuellement en stage deeMErance, est pressenti pour commencer son trdwail
thése, en co-tutelle entre I'Université d’Abomeyaa(UAC) de Cotonou et une université francamd, le
volet immunologique de ce programme, des le mdxtbre 2007. Son travail de thése s’étendra enguit
d’'autres projets en cours d’élaboration, toujouns relation avec la méme thématique d'immunologie
génétique du paludisme.

Restitution des travaux aupres des partenaires imgués sur le terrain :

Des entretiens ainsi que des séances de projetdidieporamas ont été effectués en Juin 2006 ptanmer
et obtenir 'adhésion des personnels hospitaliegnseignant. De la méme facon, des séances deitiesti
des premiers résultats (rappels des objectifs dgramme, présentation des effectifs obtenus, syatdées
réponses aux questionnaires d’inclusion) ont éjérisées, entre Décembre 2006 et Février 2007 aud@s
différentes structures ou notre équipe est intargen

Equipes associées au programme :

Au Bénin:

UR 010, IRD (Cotonou), Service de pédiatrie du CNi@dtonou), Service de pédiatrie de I'Hbpital Saint
Luc (Cotonou), Service de pédiatrie de I'HopitaltiBesda (Cotonou), Ecoles primaires de Gbeto et webo
(Ouidah), Ecole Polytechnique d’Abomey-Calavi (CGaio), Faculté des Sciences de la Santé (Cotonou)
Institut des Sciences Biomédicales Appliquées (Qmid.

En France :

Centre d’Anthropologie, FRE 2960 CNRS (Toulousestitut Pasteur, URA CNRS 2581 (Paris).
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N°0506
Mise en place et évaluation d’'un systeme de surveihce environnemental
et V. cholerae 0ldans la ville de Douala (projet pilote)
Responsable : Jirgen Noeske en collaboration axeRédgis Pouillot (CPC)
GTZ-Douala - B.P. 4400 - Douala-Camerquargennoeske@yahoo.fr
Rapport d’état d’avancement du projet Douala, 08/007
1. Contexte :

Le 12 janvier 2005 a été signée une conventiore ¢itiEA et le Dr. Jirgen Noeske (Coopération Teghe
Allemande, GTZ), en collaboration avec le Centrst®a du Cameroun (CPC), portant sur une contdbuti
financiére a I'étude intitulée « Mise en placeeléation d'un systéme de surveillance environndaiatV.
cholerae Oldans la ville de Douala (projet pilote) ». L’étyatertait sur I'année 2006 (12 mois) et la moitié de
'année 2007 (6 mois), soit un total de 18 mois.domtribution de I'IMEA a été déposée a la Standard
Chartered Bank le 20/02/06. Le texte suivant psutd’état d’avancement de la dite étude.

La collecte de données (mesures, données météipadsy analyses) a commencé mi-novembre 2005 afin d
couvrir la période de sécheresse de Douala (nowembfévrier/mars), période de haut risque pour le
déclenchement des épidémies de choléra, avec snsmpropres de la GTZ et un appui (réduction fiaifa
pour les analyses effectuées) du CPC. La parti&tuele couverte par les fonds de I'IMEA a commencé
cours du mois de février 2006, aprés la notificatio versement des fonds.

2. Prélevements :

La ville de Douala, située a I'embouchure du fleMeuri, est traversée par huit grands drains.dgis’de

rivieres naturelles qui servent comme caniveaux péuacuation des eaux usées de la ville. Ellepirent

toutes les eaux usées des ménages, y comprisei@dtlatrines, et également la grande partieedes usées
des usines, des entreprises et des industrieseptide ces drains, captant les eaux usées detila g la

ville de Douala qui a été touchée par les derniépdémies de choléra (2004, 2005), ont été idéntid

points de prélevement des eaux et de mesure dasi@tres d'étude. Les prélevements et mesures sedimn
I'embouchure de ces drains dans le Wouri ou unedeadfluents. Un drain, traversant le quartier liesp
touché par les deux derniéres épidémies de chastrarélevé a deux endroit, au point ou il quatgquartier

et vers I'embouchure du drain dans un affluenthuitiéme drain choisi initialement pour les préiéents a
dd été écarté a cause d’'une accessibilité difficile

Les prélevements et mesures sont effectués par plengonnes ressources formées a cet égard, au méme
moment de la journée. Il est déterminé et noté& snarée est haute ou basse au moment du prélevement
Simultanément, les paramétres suivants sont reletegapérature des drains, pH, conductivité et exrgg
dissous. Les prélevements sont envoyés au CPCamalyse de la flore totale et rechercheMilerio sp,
Salmonella spet Shigella sp.lUne partie des souches ¥echolerae (O1 et non O1) sont envoyés a I'lInstitut
Pasteur de Paris (Centre de référence pour lesovg)rpour caractérisation génétiqgue. Hebdomadainem
sont également mesurés la pluviométrie et la teatpér ambiante moyenne. Parallélement aux prélavsme
aux mesures de parametres et a la collecte desgesmétéorologiques, tous les cas cliniques deichol
diagnostiqués dans un réseau de 14 formationsasasitle la ville de Douala sont localisés aveGls et
portés sur une carte informatisée de la ville. 34.0e ces cas sont prélevés au moment du diagretdés
prélevements sont envoyés soit au CPC soit a wrdtdire local a Douala pour confirmation de lasprice

de Vibrio et antibiogramme.
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3. Résultats :
Jusqu’a ce jour, les données ont été récoltéesypmupériode de 60 semaines. |l s'avére que :
- tous les drains sont pollués pendant toute I'awée >300 unités /ml de flore totale ;
pour 11 des 15 mois d’observation, choleraea été isolé au moins une fois dans un ou plusieurs
drains. Au cours des mois de pluie de juin, juiletseptembre ainsi au cours du mois de décembre
2006, aucurV. choleraen’a été trouvé dans les prélévements. Les vibrigolés étaienV. cholerae
O1 et/ouwV. choleraenon-O1 ;
la plupart des drains contiennent des salmoneties shigelles pendant la majeure partie de I'année
le pH des drains reste relativement stable pendamiée, a un niveau légérement acide (6.8) sauf
pour la période des fortes pluies en septembretebee ou il monte 8 ou 9 ;
la conductivité et le la concentration en oxygerssals montent de fortes variations au cours de
'année.
Les résultats du suivi épidémiologique du choléxaala pour les deux derniéres années (2005, Za06)
présentés dans les deux graphiques qui suivent :

Evolution choléra, Wouri et DS : 1160 cas entre 27/ 12/04 et 25/12/05

g Total Wour i

—8— Bépanda

— — Nylon

New-Bel|

—¥— Bonassama

—&— Deidosans Bepanda

——+— Citédes Palmiers

—=— Logbaba

Semaine épidémiologique Hor svir

Evolution épidémie de Choléra, Wouri avec DS : 371 cas entre 26/12/05 et 25/12/Q

(o]

—— Total Wouri
—=&—Bépanda

— —Nylon

New-Bell

—*—Bonassama

—e—Deido sans
Bepanda
Semaine épidémiologique —+—Cité des Palmi

1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23 25 27 29 31 33 35 37 39 41 43 45 47 49 51

5
%

—=—Logbaba

103



IMEA — Rapport d’activité de I'Appel d’Offres

L'année 2006 n’a pas connu une épidémie de chptérgefois le choléra reste endémique a Doudla. -

carte suivante montre la répartition des cas d&chdans la ville de Douala au cours de I'annd¥$620

Le tableau suivant montre la proportion des casiquies de choléra prélevés et avec confirmatiorv de
choleraepar la culture au cours de I'année 2006.

Résultats des cultures des cas clinigues de cholgnalevés (2006)

Laboratoire N,O’J“bre de Pos % Neg % Indéterminé % Tot.
prélevements
CpC 42 33| 786 | 7 | 167 2 4,8 100,0
CEBEC 37 27 | 730 | 10 | 27,0 0 0,0 100,0
TOTAL 79 60 759 | 17,0 215 2,0 2,5 100,

Une analyse statistique de toutes les donnéesfpouuler des hypothéses sur I'association des reifiis
parametres est en cours ; elle s’avere compleaeiseade la complexité du modéle a développer.
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N°0507

Manifestations reliées a la lipodystrophie et an@sanétaboliques
chez les adultes infestés par le VIH traités péiréroviraux a Cotonou.
Responsable : Djimon Marcel Zannou (Bénin)

Rapport du 07 Octobre 2004 au 30 Juin 2007
1- Introduction :

La lipodystrophie chez les patients vivants avecd/lel sous traitement antirétroviraux hautement facti
(HAART) est peu documentée en Afrique. Dans leddvtaluer I'incidence et la sévérité de la lipodgphie
chez des adultes infectés par le VIH et traitéesHy®ART a Cotonou, I'étude LIPOCOT a été soumise a
I'IMEA qui a accepté et octroyé le financement dojgt. L'objectif de LIPOCOT est de suivre pendaat
mois une cohorte de 80 patients VIH + d’age supériel égal a 15 ans traités dans le cadre deidiivie
béninoise d’accés aux antirétroviraux (IBAARV) afie :

1) déterminer l'incidence de la lipodystrophie

2) décrire les manifestations cliniques de la listtbphie observées a Cotonou

3) déterminer la fréquence des anomalies métatesigasociées a la lipodystrophie

4) identifier les facteurs associés a la lipodystie.

2- Méthodologie utilisée :

Les patients ont été recrutés de facon succesgiaetia d’octobre 2004 parmi les nouveaux patienits sous
HAART au Centre National Hospitalier Universitatte Cotonou, Service de Médecine Interne. Tousmiatie
répondant aux criteres de mise sous ARV selondemes nationales et préts a démarrer le traiteomnété
inclus sauf s'’ils présentent : une grossesse, bésit@, une ascite, un cedéme, un traitement oesgegiatif
ou hypolipémiant.

Chaque patient sélectionné a fait I'objet d’'un egarslinique de base avec mesure des constantéetudd’
(inspection, mesure de certains périmétres corpanatc un meétre ruban, la prise du poids et dailla)t La
consultation dure 30 minutes environ par malade.pt#levement de sang pour les analyses biologiques
(glycémie, cholestérol total, HDL, LDL et triglyddes) est fait a l'initiation du traitement puisutles 6
mois.

Un contréle clinique est fait a J14 pour évaluetdiérance clinique immédiate du traitement. Lesesu
contrdles sont faits a M1, M3 et tous les 3 moiss kignes cliniques de la lipodystrophie sontesstieés
tous les 6 mois (impression du patient, du médeties mesures anthropométriques).

Les outils de collecte sont constitués par un catiagbservation rempli a chaque consultation.

Le tableau 1 présente le plan de suivi des patieadiiss dans I'étude.

Le traitement ARV prescrit de premiere intentiox patients est celui de premiére ligne recommaipaééde
programme national (2 NUC + 1 non NUC)
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Tableau N °1 Plan de suivi des patients

Eléments de suivi Rendez-vous de suivi

J J M M M M M M M |M 24

0 1 12 15 18

4 1 3 6 9

Consentement X
Données X
sociodémographiques
Antécédents X
Examen clinique Xl X X X X X X X X X
Evaluation clinique d{ X X X X X
la lipodystrophie
Mesures X X X X X
anthropométriques
Hémoglobine, CD4 X X X X X X
Glycémie, X X X X X
cholestérolémie totale,
HDL, LDL,
Triglycérides
Ordonnance d’'ARV X X X X X X X X X
Mode de vie au cou X X X X X X X X X
du suivi
Evenement scliniques X X X X X X X X X
Evaluation de X X X X X X X X X
I'observance

3- Bilan des activités :

3.1- Recrutement des patients dans LIPOCOT

Le recrutement a été progressif et a duré 9 maspremier patient a été recruté0ié octobre 2004et le
dernierle 28 juin 2005

Au total 88 patients ont été recrutés au lieu deEDeffet au fur et & mesure que certains éventsnant
amené a sortir des patients de I'étude de nouveau¥té recrutés pour les remplacer. Dans la nté@jdas
cas ces événements sont survenus au premier maigitdument. Tous les 88 patients ont donc béréfiel
I'examen clinique et du prélévement biologiqueiahitEn définitive26 patientssont sortis sur les 88 et la file
active est dé2 patients
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3.2- Analyse des cas sortis de I'étude
Les 26 patients sont sortis de I'étude pour deorai diverses énumérées dans le tableau 2.

Tableau N °2 Raisons de sortie de I'étude

Raisons de sortie Effectifs
Déceés ou perdu de vue avant 6 premiers mois 9
Déceés apres®2°évaluation de suivi 8
Survenue de grossesse 4
Perdu de vue apre§™ évaluation de suivi 5
Total 26

3.3- le suivi biologique réalisé

Le bilan biologique comprend :

- La numération des CD4, la NFS, la créatinin@gtifansaminases sont prises en charge par I'lBAARV
- La biologie spécifique a I'étude supportée paprigjet est fait d’'une unité d’examen biologiquenpoenant
la glycémie, le cholestérol total, cholestérol HERXLLDL, les triglycérides.

3.4- thérapeutique antirétroviral ‘

- La plupart des patients sont sous le protocofgatheutique de®f ligne de I'IBAARV au moment de
l'initiation du traitement antirétroviral : 2 NUC ¥ NNUC

- La plupart des patients ont présenté un niveabs#rvance élevé. Les patients qui ont eu descuifis
d’'observance ont bénéficié des consultations fipaes d'aide a I'observance.

3.5- la saisie des données
Un masque de donnée a été congu dans Epi infoome6sir. Toutes les données ont été saisies aatfar
mesure a partir du cahier d’observation des patient

3.6- 'analyse de données
La base compléte a été analyse a Paris dans lieesel maladies infectieuses de I'hépital Saintokre.
Toutes les analyses ont été réalisées dans ledb§tata version 9.

4- |es résultats :

4.1- les signes de lipodystrophie

L'incidence cumulée de la lipodystrophie est de 30% pour la lipoatrophie, 24% pour la lipohypeptie

et 1,5% pour les formes mixtes. La lipodystrophievient aprés un temps médian de 11 mois sous HAART
L'incidence global de la lipodystrophie est de 1péPsonnes - mois sous HAART (95% ClI : 1,15 — 2,663
signes sont en général légers.

4.2- les anomalies métaboliques

- A Tlinitiation la valeur moyenne du Cholestérabtdl est de 1,30 g/l. Aucun patient n’avait une
hypercholestérolémie (> 2,2 g/l). 8 patients (1@gient une triglycéride élevée (> 1,5 g/l). 3 @att$ (3,8%)
avaient une glycémie comprise entre 1 — 1,25 gdisMucun patient n’était diabétique.

- Au cours du suivi sous HAART, lincidence cumulée diabéte et de I'hypercholestérolémie est
respectivement de 8% et de 35%.

4.3- Incidence du syndrome métabolique
L'incidence cumulée du syndrome métabolique est3%. Il survient aprés un temps médian de 15 mois
sous HAART. Le taux d'incidence du syndrome métimjoe est de 0,62 par personne — mois sous
HAART (95% CI 0.33 — 1.16). Le syndrome métaboligse observé plus chez les femmes (19,2%) que
chez les hommes (3,1%) avec p=0,043 (Test exadotis
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4.4- Facteurs associés a la lipodystrophie

L'age avancé est associé a un risque moindre dersue d’'une lipohypertrophie (HR = 0,45 par tranche
de 10 ans, p = 0,025). Par contre un IMC initiavélet le tabagisme augmente le risque de sundmlse
lipohypertrophie. Un effet boderline a été trouvéales IP (HR = 6,33, p = 0,077).

Du fait de la faible fréquence de survenue depladirophie, nous n’avons pas pu déterminer lestiest
de risque associés a la lipoatrophie. Cependage lavanceé a été identifi€ comme étant un faceeur d
survenue de la lipoatrophie (HR ajusté = 2,65 g@arche de 10 ans, p = 0,015).

5- Publication des résultats :

- Communication des résultats préliminaires :
- #™journées internationales d’endocrinologie et deiten a Cotonou, 7 — 8 Février 2006
(communication orale)
- £™ conférence francophone VIH/SIDA Paris, 29 — 31 $/2007 (communication affichée)
- Congres d’épidémiologie en milieu tropical a Gaid23 — 25 Janvier 2007 (communication orale)
- Article en cours de rédaction : Incidence of tigstrophy and metabolic disorders among patienfirsta
line antiretroviral therapy regimens mostly conitagnnon nucleoside reverse transcriptase inhibitoBenin

6- Conclusion :

Le niveau d’exécution de I'étude est conforme anple suivi prévu par le projet a vingt quatre mbés
difficultés ont été dans le recrutement des pati@vec un nombre important de sortis pour des ngiso
variees.

Cette étude qui est la premiére dans la sous-régiparmis de montrer la réalité de cette compboaén
Afrique chez des patients sous HAART, sa survenalgmd que les premiéres lignes soient des régiraes n
comportant pas des IP.

Elle met en évidence I'incidence du syndrome mdigbe lieé au ARV, syndrome qui constitue un risque
cardiovasculaire important.

Elle incite a entreprendre une étude a plus grauthelle et un suivi a plus long terme pour déckdsr
complications cardiovasculaires liées a la lipodyshie chez le sujet noir.
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N° 0508

Etude de la cinétique de négativité des tests deadhostic rapide du paludisme (TDR)
sous traitement par I'association fixe artémether{iméfantrine
ou la coformulation amodiaquine plus artésunate
versus traitement par sulfadoxine/pyriméthamine.
Responsable : Sandrine Houzé

Rapport d’étape

Objectifs :

Evaluer la cinétique de négativité des tests dgndistic rapide (TDR) au cours du suivi de I'effitéd’'un
traitement antipaludique. Nous attendons des wdsude cette étude, des arguments pour réfutesrdirrmer
un échec thérapeutique selon la cinétiqgue de nétgadies antigend3fHRP,, pLDH et PfLDH sous
traitements combinés a base d’artémisinine (ACTga@nparaison avec I'association sulfadoxine-
pyriméthamine. L’examen microscopique, frottis etitge épaisse, est pris comme technique de référenc
Ce projet s’inscrit en complément d’une étude iteffité comparant I'association fixe artémether-
luméfantrine (A-L) non supervisée, la co-formulatartésunate plus amodiaquine (AS-AQ) non supex\ése
I'association sulfadoxine-pyriméthamine (SP) dangditement du paludismePdasmodium falciparumon
compliqué menée par le Dr Jean-Francois FauchdRi2 10 au Bénin.

Réalisation de I'étude :

Critéres d’inclusion et suivi :

Aprés consentement d’'un parent ou d’'un gardiergidéants agés de 6 a 119 mois présentant uneiorfect
Plasmodium falciparunparasitémie comprise entre 1000 et 200000 tragitesz|il), fébriles et sans signes
de gravité, ont été inclus dans I'étude d'efficaditérapeutique et dans notre étude sur la négatiss TDR.

A l'inclusion et lors des visites de suivi(J, Ja, b1, bs, ks et J, et & tout autre moment en cas de fievre), a
partir d'un prélévement sanguin capillaire, les TEtRine goutte épaisse sont réalisés en paralléle.

Lieu et date de I'étude :

Les inclusions ont été faites dans 2 villes SékoAllada, situées a 45 et 50 km au nord de Cotonauge
climat est de type subéquatorial. L'étude s’esodi&e entre avril et novembre 2007, pendant lesaides
pluies.

Effectifs :

Au total, 205 enfants ont été inclus dans I'étuglersla répartition suivante dans les 3 bras tregragues :
45 traitements SP ; 80 traitements A-L ; 80 tragata AS-AQ

Les traitements antipaludiques ont été administeésn le protocole de I'étude d’efficacité. Lesulésts des
TDR n'ont pas été pris en compte dans I'évaluatieiiefficacité du traitement.

Sortie prématurée de I'étude : en cas d’échecplétijue au cours des 42 jours de suivi.

Matériels
Les TDR retenus pour cette étude ont été I'TmmuiakiuMalaria, produit par la société Biosynex qui détec
PfHRP, et 'OptiMAL® IT, produit par la société DiaMed, qui déteptédH et PLDH.

L’'Immunoquick® Malaria détectd®fHRP, par immunochromatographie. Sa présentation est &ome de
bandelette en emballage unitaire. Sa réalisatibndoforme a la notice et le résultat du test Bugllement.
La bande de contrle « C » doit étre présenteaiy les tests. Si la bande T apparait, le testaestidéré
comme positif (présence de 'antigene spécifiqu@ldsmodium falciparui et négatif dans le cas contraire.
La présence ou I'absence des 2 bandes observéedlamnsent a été consignée sur la feuille de siipires
séchage, les bandelettes ont été archivées peldéata durée de I'étude.

L’'OptiMAL ® IT détecte 2 antigénep|.DH et PfLDH par la mise en ceuvre de 2 anticorps monoclonaux
dirigé contre un épitope commun aux 4 especes pidisiies pLDH) ou contre un épitope spécifique de
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Plasmodium falciparun@PfLDH). Sa présentation est unitaire. Sa réalisdtiviconforme a la notice. Au bout
de 10 minutes, un résultat est obtenu par la pcéseée 1 a 3 bandes colorées :

- une bande « C » qui doit étre toujours présente .

- une bande « Pf » peut étre présente : elle seigdétection de I®fLDH dans I'échantillon, en faveur d’'une
infestation paPlasmodium falciparum

- une bande « P » peut étre présente : elle tréaldiétection de pLDH, enzyme commune aux 4 espgees
Plasmodiunpathogénes pour ’lhomme (ddPiasmodium falciparuin

La présence ou lI'absence des 3 bandes observéieflensent a été consignée sur la feuille de suas. tests
ont été lus en paralléle avec le DiaMed IT Re&dén résultat numérique inférieur & 20 est congiaéyatif.
Les résultats qualitatifs et quantitatifs rendus If@gpareil sont consignés sur la feuille de s@ivioutes les
bandes conservées dans un sachet a I'abri de larkumn présence de dessicant pendant toute la deré
I'étude. La lecture automatisée du test Optfrdl fournit un résultat quantitatif. Une corrélatientre les
résultats des gouttes épaisses et du résultatigti@udi test doit étre étudiée.

Implication de I'investigateur

Une visite sur le terrain de 7 jours a été faitel@put d’étude avec pour objectifs :

1. formation du personnel technique participant autiét (3 techniciens, 2 infirmiers) a la réalisatétra la

lecture des TDR : réalisation des tests, lectuteaascription des résultats, démonstration desuesra ne

pas commettre, cours théorique sur le principeeddests,

formation a I'utilisation du DiaMed IT Reader

rappel sur les modalités de coloration et de lecies gouttes épaisses : démonstration, lecture en

commun au microscope, sensibilisation & I'imporéadtun résultat juste, formation a la recherche des

gamétocytes,

4. mise en place d’un fichier de recueil des résultats

5. rappel des régles d’archivage et de conservatisiTBR et des gouttes épaisses,

6. accompagnement des infirmiers lors des visitesudeé & domicile. Mise en place de procédures adapté
a ce mode de travail.

wnN

Réguliérement, un fichier reprenant les résultatss TDR et des gouttes épaisses avec I'état d’anssrtede
I'étude nous a été envoyé par le Dr Faucher qasara le suivi local de I'étude.

Utilisation du budget

Nous avons fourni tous les TDR utilisés pour I'éwed assurer la logistique de leur approvisionnénéous

avons également participé par I'achat de petit riedtde laboratoires (éprouvettes, boites de raegérde

lames, bacs a coloration), par la fourniture desdties pour prélévements capillaires et a I'adlet
mobylettes pour le déplacement & domicile desnmérs.

La visite sur le site au démarrage de I'étude digdécee par le budget alloué.

Résultats :

Les inclusions sont terminées ainsi que les visitesuivi. Au cous des 42 jours de suivi, il y @&s gerdus de
vues (refus des prélévements sanguins capillagregicconduit a I'arrét de I'étude), des échecsqrés avec
I'association sulfadoxine-pyriméthamine (SP) et dekecs entre;Jet J,. Notre étude n’avait pas pour
objectif de juger I'efficacité des traitements migis échecs observés sont nécessaires pour judjiaptiteide
des TDR a les détecter ou a les éliminer.

Il reste donc a valider et a interpréter les réssiftransmis :
- relire des gouttes épaisses en cas d'incohérernae eérifier la transcription des résultats sur le
fichier informatique,
- comparer les résultats des TDR au résultat desego@paisses selon la densité parasitaire,
- évaluer I'apport du lecteur DiaMed IT Realldans I'évaluation de la charge parasitaire,
- déterminer les performances des 2 TDR évalués léassivi de I'efficacité thérapeutique selon le
traitement administreé.

Les résultats définitifs devraient étre disponitdida fin de 'année 2007 pour publication en 2008.
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N° 0601

Etude expérimentale du réle fonctionnel de mutatios,
de genes codant pour des cytokines associées
a une sensibilité particuliere & la Trypanosomose tmaine Africaine
Responsable : David COURTIN

Rapport d'étape

Medical Parasitology-268

Radboud University Nijmegen Medical Centre
PO Box 9101

6500 HB Nijmegen

Netherlands

Tel. 31-(0)24-3617127

Fax. 31-(0)24-3614666

e-mail: DCourtin@mmb.umcn.nl

Nimegue, le 29 février 2008
Introduction ;

Le présent projet est principalement fondé surrésiltats obtenus lors de deux études d’épidémmlog
génétique portant sur la sensibilité génétiqueTaypanosomose humaine africaine (THA). En effeg deux
études, menées respectivement en Cote d’lvoire dképubligue Démocratique du Congo, ont permis de
montrer l'intérét de quatre polymorphismes simgled’ADN (IL-1-alphassi7 /5 IL-6 4330 /5 IL-10.502 c/a €1
TNF-alphags a) dans la sensibilité de réponse a linfection pemypanosoma brucei gambiense
(Tbg(Courtin et al., 2006 ; 2007). Ce projet a poujeotif d’étudier le réle de ces quatre polymorphésm
génétiques sur les niveaux d’expression des cygském utilisant un modele expérimergalvivobasé sur la
mise en culture des macrophages humains. Le rokeatgoué par les macrophages lors de l'inflamonati
associé a leur capacité a sécréter les cytokinatéiBt (TNF-alpha, IL-1-alpha, IL-6 et IL-10) faifue ce
modéele est particulierement adapté a notre objectif

Ce projet, financée par I'IMEA, I'Organisation Mdate de la Santé, I'Institut de Recherche pour le
Développement, le Fond de Solidarité Prioritairéteamis en place en début d’année 2007.

Les principales étapes du projet sont :

1. Caractériser génétiguement les polymorphismesét&htans différentes catégories individus
(malades, séropositifs, sains exposés et sainexpwsés) inclus dans I'étude.

2. Etudier I'expression du TNF-alpha, d’IL-1-alphalld6 et d’IL-10 lors de mise en culture de
macrophages de sujets exposés ou hon au risqetienfeet pour lesquels les informations
génotypiques auront été préalablement obtenues.

3. Comparer les niveaux d’expression des cytokines tendifférentes catégories d’'individus en
relation avec la présence ou I'absence de mutasifingle formuler des hypothéses sur les
meécanismes d’action de ces polymorphismes génétique
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Etat d’'avancement des travaux :

Etape 1.
La caractérisation génétique des individus indmss cette étude a été effectuée et nous dispdésnemais

des informations génétiques pour les 4 polymorpégsdiintéréts des 315 individus inclus initialemeans
cette étude. Les résultats de cette premiére éta@ermis de sélectionner le sous-groupe d’indivith=50)
inclus dans I'étape 2.

Etape 2 et 3
L’étape 2 nécessite une nouvelle mission de tequairsera réalisée en avril/mai 2008. Cette misgén

consister a réaliser un prélévement veineux de 8lentang (tube hépariné) chez les individus préatamt
sélectionnés afin d'isoler les macrophages et dfiritexpression de TNF-alpha, d’IL-1-alpha, d¥. et
d’IL-10 par ceux-ci apres les avoir mis en présetegrypanosomes. Cette étape cellulaire nécessite
'aménagement temporaire d’un laboratoire (hotenéaliminaire, étuve a CO2, centrifugeuse réfrigeré
microscope inversé...) dans la zone d’'étude. La mtisglace de ce laboratoire, qui servira égalemenga
autre étude menée sur la diversité géenétiquerglganosoma brucei gambiensest financée et gérée par les
chercheurs de 'UMR 177 de I'IRD (Dr. Bruno Buohietet Vincent Jamonneau).

La quantification des niveaux d’expression de ciytek par les macrophages constitue la derniére étap
biologique du projet et sera réalisée a l'issutadaission de terrain. L'analyse statistique desiltats
génétique et immunologique permettra d’estimeble des mutations (TNF-alpB& /s IL-1-alphassi7 c/5
IL-6 4330 c/r€t IL-10595 ¢/4) SUT les niveaux d’expression des cytokines desglifférentes catégories
d’individus et de formuler des hypothéses sur Iésanismes d’action de ces polymorphismes génétiques
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N° 0602

ETUDE DE LA DYNAMIQUE DES EPIDEMIES DE CHOLERA
EN REPUBLIQUE DEMOCRATIQUE DU CONGO
Responsable : Renaud Piarroux

Rapport (Mars 2008)

Projet co-financé par I''MEA
CONTEXTE DE L'ETUDE :

Le choléra est une maladie épidémique provoqué&/ibgio cholerag une bactérie retrouvée dans les eaux
saumatres des estuair®s.choleraey colonise la surface du zooplancton et des algu@®ut ainsi persister
dans cet environnement sans intervention humaieg zbnes costales, et plus particulierement ceileées
dans le nord du Golfe du Bengale, sont reconnussnepétant la source des pandémies de choléra fui on
frappé I'humanité depuis deux siecles.

Sur les 355.269 de cas et les 8.803 déces paratsidmalés a 'OMS entre 2002 et 2004, 65.59%t&s196
décés correspondaient a des cas survenus danguldbliRée Démocratique du Congo, placant ce pays au
premier rang des pays touchés tant pour la moéb{@did % des cas mondiaux), que pour la mortalités (gu
tiers des décés mondiaux). Ce pays ne possédeapogu’'une facade maritime trés étroite, suscepiila
constituer un biotope adéquat p&urcholerae De plus, nous avons constaté, en préliminaire @avail, que

les épidémies de choléra concernent dans ce pagszahes trés éloignées des cotes, en particeler |
provinces du Katanga et du Kivu (Sud et Nord), it situées a des milliers de kilométres des @céan

Jusqu’a présent, aucune étude n'avait été miseusmeopour identifier la ou les sources des nomtagus
épidémies survenues dans ce pays et pour compriengirmode de propagation. De rares études casfémo
ont certes été realisées pour identifier les fastee risque du choléra dans des zones géograglsijuées
au centre du continent africain, mais les échealtegiales (rayon de quelques dizaines de kilomewrées
autour d’'une structure hospitaliére ou ont étéutésrles patients et leurs témoins) et temporéliesan au
maximum) ne permettent pas de se faire une idéemdeanismes sous tendant 'émergence et la difiudss
épidémies de choléra en Afrique continentale.

Il y a pourtant un intérét manifeste a mieux cotrada dynamique des épidémies de choléra, encpheti
depuis que de nouveaux vaccins sont disponiblas. Widisation éventuelle requiert en effet, l'idiication
de zones cibles car leur utilisation généraliséaesgterait a d'insurmontables problémes de co(t.

OBJECTIFS DE DEPART :
Ce travail sur la dynamique des épidémies de cahaérRépublique démocratique du Congo (RDC) vise a
comprendre les mécanismes qui sous tendent lest@@rse des cas de choléra et la récurrence delsééam

épidémiques dans l'est de la RDC. Le but final ©thn proposer un projet de lutte cohérent conttie ce
maladie dans ce vaste pays d’Afrique central (288kMh2 et 60 000 d’habitants).
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METHODOLOGIE :

Une approche multidisciplianire associant de I'épadémiologie, de la géographie de la santé, tlagie
moléculaire et enfin des approches anthropologigqaestilisée pour aborder ce travail.

Plusieurs équipes sont impliquées dans ce travgahair : deux laboratoires de recherche de I'Usité de
Franche-Comté (depuis 2007 réunis au sein de BUMiixte de Recherche Chrono-Environnement rattaché
au CNRS), le laboratoire ‘Epidémiologie et Prévemtide I'Université de Strasbourg rattaché a I'lRB,
Direction de la Lutte contre la Maladie et I'lngtide Recherche Bio-médicale du Ministéere de lt&de la
RDC, le laboratoire de Microbiologie de I'Univessitle Kinshasa.

Pour préparer I'application des résultats sur terdes contacts sont entretenus avec différeritslécs du
ministere de la santé en RDC, des équipes d’ONGahitaires opérants sur terrain ainsi que des agates
nations unies comme I'UNICEF et TOMS.

EVOLUTION DU TRAVAIL

Le financement de I'IMEA a été sollicité en septeen2006 en complément a d’autres financements qui
avaient déja permis le lancement du travail dep0@5.
Aprées une année de travail, les principaux résuttja obtenus sont :

RECUEIL DES DONNEES :

Le recueil de données s’est poursuivi au Katangeuefasai Oriental et s’est élargi aux deux prassndu

Kivu. Nous disposons ainsi d'un recul de huit asné@tude du choléra dans les quatre provinceglies
touchées du pays. Ces données ont été complétéeslepadonnées géographiques (cartes, données
démographiques...) et par le recueil d'une collectien137 souches envoyées en France pour une étude
moléculaire.

SUR LE PLAN SCIENTIFIQUE :

Les premiers résultats des études menées a Besdframee) en collaboration avec la Direction déutte
contre la Maladie montrent que toutes les épidénesholéra diffusant dans tout I'est de la RD@, |ar un
territoire de plus d’'un million de kilométres cagrént pour origine quelgues villes de moyenne itignee
situées dans les régions lacustres. Il s’agitudivers le nord, de Bukama, Kalemie, Uvira, Bukdvama, et
probablement Bunia.

Les fortes flambées épidémiques notifiées ces éiemiannées dans les grandes agglomérations diusud
Katanga (Lubumbashi, Likasi, Kolwezi) et du Kasaie®tal (Mbuji Mayi) ont toutes eu pour origine
I'arrivée de patients provenant de zones lacustigshées par des flambées de choléra.

A plusieurs reprises, un lien a été mis en évideene les départs d’épidémies dans les grandes
agglomérations et les mouvements de commercanissvacheter des poissons en zone lacustre pour les
revendre a distance. La carte de la répartitioncdesde choléra au Katanga et au Kasai Orientatriél bien

ce phénoméne en montrant une plus grande fréquimcirvenue d’épidémies dans les zones de santé
bordant les lacs et, dans une moindre mesure lésigsandes agglomérations situées a distance.

Dans les zones lacustres, le choléra présenteractege saisonnier, avec deux pics, I'un situéredd saison
séche et I'autre, au milieu de la saison des pluies

Un modéle mathématique a ainsi pu étre élaborénamatngjue le nombre de cas de choléra était d’aptast
important dans une zone de santé donnée que céltaicsituée sur les bords d'un lac (risque mliéi par
7,5), sur le trajet d’'un axe commercial importargque multiplié par 4,2), et que dans cette zeangauvait
une ville disposant d’un port (risque multiplié gdrou d’une gare (risque multiplié par 1,8).

Ce travail a aussi démontré I'inadéquation dedégjias de lutte actuelles qui se focalisent swhldéra des

grandes villes, et négligent la lutte contre I'égesrce des épidémies en région lacustre. En efst, |
interventions de prise en charge des épidémiesidéra n'ont pas privilégié les zones de santéskaes, au
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moins jusqu’a la diffusion de cette étude en 2@le-ci a en effet montré qu’entre 2000 et 20@bjement
30% des épidémies survenues dans les zones ddaargiEes avaient fait I'objet d’une interventidiappui,
alors que ces interventions étaient de régle lerdem épidémies avaient touché les grands centoaga du
sud du Katanga (dont Lubumbashi) et du Kasai @i¢Mbuji Mayi). Méme lorsqu’un appui était décide,
était de durée plus courte (six semaines en moyammtre 20 en zone urbaine) et visait presque
exclusivement a renforcer la prise en charge desdeas les centres de traitement, faisant 'impasse
I'amélioration de I'accés a I'eau potable.

Le cas de la ville de Kalemie, située sur les rike$ac Tanganyika, est emblématique de cettetgituaCette
ville, d’environ 150 000 habitants, est la seulelaerovince du Katanga a présenter des cas derehol
pratiguement en permanence et semble jouer uresslentiel dans la diffusion des épidémies au desta
province. Dans certains quartiers, mal desservidepaysteme d’adduction d’eau, I'eau du lac constia
principale source d’eau pour la boisson et pouatds/itées ménageres. Le lac revét de plus une ritapce
économique (péche, principale voie de communicatidtourtant, la lutte acharnée contre le choléra
n'apparait pas comme une nécessité aux habitardexetifférents acteurs médicaux de Kalemie car la
maladie y est maintenant considérée comme banale.

En Résumé:

Nous avons mis en évidence des espaces d’exprehsicholéra.

Dans les régions ou la maladie est récurrentestilimportant de comprendre le réle de chaque espace
géographique dans la dynamique des épidémies diérahbes travaux menés a Besancon font la disimct
entre deux types d’espaces :

- Les espaces «sources » qui jouent le rbéle de doger départ des épidémies mais aussi de
« sanctuaires » de la maladie en période d'accalingagit exclusivement de villes et de villages
situés en bordure de lacs et de zones marécageosesbles. Méme dans ces espaces, il existe une
grande hétérogénéité spatiale et parfois des mrigus ou moins longues d’extinction de la
maladie.

- Les espaces « puits » principalement représentédepaagglomérations importantes, densément
peuplées avec d’importants problémes d’hygiéneaw’et d’assainissement et entretenant des
relations commerciales avec les espaces sourceagit essentiellement des grandes villes du sud d
Katanga et du Kasai Oriental, mais aussi de quslqoergades de moindre importance reliées aux
régions lacustres par le réseau fluvial ou paole ferrée.

Publication :

Ce travail a fait I'objet d’'une publication déjacaptée et qui sera trés prochainement publiée ldange
Emerging Infectious Diseasssus le titre :

« Lakes as a source of cholera outbreaks in the Denratic Republic of Congo »

Dans la rubrique sources de financement de cetarili est bien fait mention du financement d&BA en
appui a ce travail de recherche.
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N° 0603

Essai clinigue d'un vaccin thérapeutique contre laMaladie de Chagas chez le chien
Responsable : Eric Dumonteil

Rapport technique partiel Juillet-Décembre 2007.

Financement : Fondation Leon Mba/IMEA, France,
et Conseil National des Sciences et de la Techio(@PNACYT), Mexique

RESUME :

La maladie de Chagas, ou trypanosomiase Ameéricaste;ausée para le parasite protozohiyganosoma
cruzi. Elle est responsable de plus de 20,000 mortarpat son impact en santé publique est estimé 8@Y6
années de vie ajustées avec incapacité (DALYs)guieen fait une des maladies parasitaires les plus
importantes en Amérique Latine. En I'absence diéetraent efficace, notre groupe a pu démontrer ligité

du concept de vaccination thérapeutique dans leleds maladie de Chagas chez la souris, ouvrast @ne
perspective trés prometteuse pour le traitemenette maladie.

L'évaluation de ce vaccin thérapeutique sur d'autredéles animaux est indispensable avant d'inésr
essais cliniques chez 'homme. L’objectif génémlcg projet est donc d’évaluer I'efficacité et ias@curité
d'un vaccin d’ADN thérapeutique contre la maladie @hagas chez le chien. Les résultats préliminaires
montrent que les chiens infectés par T. cruziatés avec notre vaccin thérapeutique présentanhigleaux
d’anticorps moins élevés que les chiens non traétiési que de moindres altérations cardiaque.r&astats
suggeérent que le traitement pourrait au moins tiallnprogression de la maladie chez le chien.

ANTECEDENTS :

La maladie de Chagas, ou trypanosomiase Américastezausée para le parasite protozohiypanosoma
cruzi. D'aprés I'Organisation Mondiale de la Santé (OMSjviron 16-18 millions de personnes sont
infectées, du sud du Brésil au sud des Etats léhipres de 100 millions sont en risque d'infecton le
continent Américain (20). La transmission a I’homseefait principalement par l'intermédiaire de psea
hématophages, mais aussi par transfusion sanguide facon directe mere-enfant (4, 11, 17, 19).

Aprés I'entrée du parasite a travers les microtésite la peau ou des muqueuses, la maladie commpance
une phase aigué pendant laquelle les parasitedl@adtrypomastigotes) se multiplient dans le s@wajte
phase dure 30-40 jours et s’Taccompagne d’une réponflammatoire générale d'intensité et durée \ieis
Survient ensuite une phase indéterminée asymptouoeatjui peut durer 5-40 ans. Les patients susdeptib
(30/40% des personnes infectées) entrent ensuiteudge phase chronique caractérisée par un dommage
tissulaire croissant, principalement dans le comamguisant a la cardiopathie Chagasique typig2e (a
magnitude de I'insuffisance cardiaque augmente levdommage cellulaire et conduit a un arrét capeet
la mort des patients (1, 3, 13).

Le traitement est a base de nitrofurans (NifurtiRnau de nitroimidazoles (Benznidazole). Cependegs,
drogues ont une efficacité faible et limitée a lmage aigué de l'infection, causant de plus destseffe
secondaires séveres, raisons pour lesquelles dienfe efforts sont nécessaires pour développer de
nouvelles alternatives thérapeutiques (9, 16, N®us avons pu démontrer antérieurement la validiité
concept de vaccination thérapeutique dans le cismaladie de Chagas.

L’administration de seulement deux doses de vactiBN codant pour les antigenes parasitaires TSA+1
Tc24 permet de réduire la parasitémie et la sévddtla pathologie chez des souris BALB/c et ICIRdtges
avec une dose lethale de cruzi(6). Une analyse phénotypique des lymphocytes pametrie de flux
suggeére que le vaccin thérapeutique réoriente ditige la réponse immunitaire vers un type Thlacgarisé
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par une augmentation importante du nombre de eslll CD8 productrices d'IFN (21). Une étude
comparative de plusieurs candidats de vaccins t¢qolaur différents antigenes nous a également permis
d’identifier les vaccins présentant la meilleuréie thérapeutique chez la souris (15).

Ces vaccins d’ADN thérapeutiques semblent doncugtecalternative trés prometteuse pour le traitémen
la maladie de Chagas. L’évaluation de I'efficaeitéle la biosécurité de nos vaccins thérapeutisuies
d’autres modeéles animaux est donc indispensable akiaitier des essais cliniques chez I'homme chéen
est un important réservoir domestique du parasie @ombreuses études sérologiques et parasgakeg)i
ont mis en évidence des taux d'infection natureiez le chien de I'ordre de 10-20% dans différerggsns
des Amériques (5, 8, 10).

Ainsi, la validation de nos résultats chez le chpermettra d’une part de développer un vaccin tredréque
a usage vétérinaire, et d’autre part nous foudesadonnées indispensables sur I'efficacité eipséourité de
ce vaccin afin d'initier de futurs essais cliniqubgz 'homme. Ainsi, ce projet contribuera direweat au
développement de nouvelles possibilités de contféleette parasitose tropicale.

OBJECTIF :

L'objectif général de ce projet est d’'évaluer lieficité et la biosécurité d’un vaccin d’ADN thératique
contre la maladie de Chagas chez le chien

RESULTATS :

Le travail est en cours de réalisation a I'Univigrgiutonome du Yucatan, Mexique, avec la particjpatu
Centre de Recherche de cette institution et la li&acle Médecine Vétérinaire. Un total de 8 chienstea
inclus dans I'étude aprés veérification de I'absedtafection par T. cruzi antérieure a la préseétede
(sérologie et PCR). Les chiens furent ensuite tafe@avec 50,000 parasites/kg, et ils recurent 59@le
vaccin thérapeutique apres 15 et 30 jours d’infectou le plasmide vide comme contréle).

A ce stade de I'étude, nous avons évalué les chaenys de la réponse immunitaire humorale, en mesura
les niveaux d’anticorps dans le sérum par ELISAsiagque I'efficacité du traitement, qui a été éealien
mesurant la parasitémie et les altérations élemtdimgraphiques. L'analyse de la parasitémie maqieetous
les chiens infectés présentérent une parasiténtéetdble par observation directe au microscopertr i

21 jours apres l'infection, et ce jusqu'a 42 jo@spendant, il n'a pas été possible de quantéierdmbre de
parasites présents, car celui-ci est resté trédlbag a par ailleurs pas eu de différence eldrgroupe traité

et le groupe contrdle en ce qui conserne la pédedearasitémie.

Le niveau d’lgG a été mesuré par ELISA, toutes2esemaines durant toute la durée de I'expérienes. L
animaux des deux groupes sont devenus serop@sjtdistir de 42 jours aprées l'infection, et leurgdu d'IgG
s’est maintenu durant le reste de I'expériencegioeipe de chiens traités avec le vaccin ADN onendpnt
présenté un niveau d’anticorps moins élevé quechésns contrbles non-traités, suggérant une prtblab
orientation de la réponse immunitaire vers unemépaellulaire plus que humorale.
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Finalement, le suivi pathologique des chiens aguéliqu’un animal de chaque groupe a été victimaakt
subite (au jours 46 et 47 aprés l'infection, refipement).Chez les animaux restants, seul un ahiegroupe
non traité n'a pas présenté d’'altération electiographique, alors que ce fut le cas de deux stden
groupe traité. Aussi, trois chiens du groupe cdatpdesenterent des altérations marquées de leur
électrocardiogramme, incluyant une tachycardieri@raire, un complexe ventriculaire prématureyret
bloquage de la branche droite, tous typiques dardiopathie Chagasique. Ces premiers résultateseigt
donc que le traitement avec un vaccin d’ADN théutipeile pourrait au moins retarder la progressiotade
cardiopathie Chagasique chez le chien, en stimldaréponse inmmunitaire (possiblement cellulaire).

Les analyses supplémentaires en cours concernenanalyse plus détaillée de la réponse immunitiese
chiens, une analyse histopathologique du tissuagud, ainsi gu'une analyse moléculaire de la prEsele
parasites dans différents tissus. Ces données frenth@ine premiére évaluation de la biosécuritalet
I'efficacité du traitment chez le chien.

MATERIELS ET METHODES :

Infection expérimentale avecT. cruzi. Les animaux furent infectés avec 50,000 trypomattgysanguins de
la souche H4 (2). Pour déterminer les effets ditietreent sur les parasites circulants, la paras@éémété
déterminée chaque semaine pendant 2 mois par atisarmicroscopique directe.

Formulation du vaccin d’ADN. Les vaccins codant pour les antigenesTderuzi TSA-1 et Tc24 décrits
dans des travaux antérieurs ont été utilisés dangaeail (6, 15, 21). Les plasmides ont été pésifa partir
d’'une culture dEscherichia coligrace a un kit de purification Endofree de Quiageronservés a —20°C
jusqu’a leur utilisation. Les chiens regurent ddoses intramusculaires de 500 pg d’ADN (250 pgtaeae
plasmide) avec 500 ug de phosphate d'aluminium,adjuvant qui favorise l'induction d’'une réponse
immunitaire de type Thl par les vaccines d’ADN (14)

Détermination des anticorps par ELISA.Les niveaux d’'anticorps IgG et sous-types d’lgG étét mesurés
avant et pendant l'infection et traitement afin déderminer les changements induits par le traiterrgm
antigéne total d&. cruzia été déposé dans des microplaques (0.5 pg garAguies incubation de différentes
dilutions de sérum, un anticorps secondaire a@@i-{@u sous-types d’'lgG) de chien marqué avec la
phosphatase alcaline (SEROTEC, USA) a été ajout@adtivité de la phosphatase a été révélée par-le
nitrophenyl phosphate (Sigma, USA) comme substras. plaques ont été lues a 405 nm (Bio-Rad 550
reader)(7).

Electrocardiogrammes. Les chiens furent placés sur une table d'exameleseelectrodes cutanées furent
placées aux coudes et genoux des animaux en podé@imarche sur leurs quatres pattes. Aprés Snairide
stabilisation du rhythme cardiaque, 1 min d’elecairdiogramme a été enregistrée a 50 mm/s et 1 m\t/es
arythmies ont été diagnostiquées en analisantrigédell des électrocardiogrammes.
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N° 0605

Evolution de la diversité génétique d’'une populatio de Plasmodium falciparumsoumise a des
variations saisonnieres de l'intensité de la transimsion du paludisme
Responsable du projet : Maiga Oumou

Doctorante

UPRES EA209-Eucaryotes pathogénes : transports raeaibes et chimiorésistances
Faculté de Pharmacie — Université Paris Descartes

4 avenue de I'Observatoire - 75006 Paris

0_maiga@yahoo.fr

Le projet a débuté en mai 2005

Organismes financeurs :

1. Malaria Research and Training Center (MRTCharicement de la partie terrain
2. IMEA : financement des analyses de biologie muakire.

Section budgétaire :  5975MAI90

RAPPEL DU CONTEXTE ET DES OBJECTIFS SCIENTIFIQUES :

L'intensité de la transmission du paludisme vaeil®s les zones d’endémie. Dans les régions ou aigers
séche et une saison des pluies se succédenndaission est intermittente -ou saisonniére- dudiai
I'absence ou de la présence du moustique vectanpfihele femelle) dont les larves se développdat a
surface de I'eau douce. Une transmission saisaadig@ipaludisme a potentiellement d’'importantes
conséquences sur les Hommes, mais aussi sur izitivees populations d falciparumqui vivent dans
ces régions (Abdel-Muhsin 2003, Takala 2007).

Durant la saison des pluies, les moustiques vexteamsmettent intensément le parasite aux Humains,
entrainant de nombreux cas de crise de paludistest & cours de cette période que la « biomasies »
parasites est la plus élevée, que les médicametipsladiques sont le plus utilisés, et donc queréssion de
sélection exercée par les médicaments sur lesifearast la plus élevée. A l'inverse, durant Is@aiseche,
I'absence de moustiques interrompt la transmistiemombre de cas de paludisme diminue fortement,
diminuant la pression de sélection exercée pdrdéements antipaludiques sur les parasites. Duette
période, les parasites se développent chez I'Hopaneeproduction clonale a des parasitémies treselsgla
grande majorité des individus infectés sont alegsrgtomatiques) jusqu’a la prochaine saison desphu
les moustiques vecteurs réapparaissent.

Nous faisons I'hypothése glialternance saison séche/saison des pluies reddiftonstitution génétique des
populations de parasites a cause des variatiopgedsions médicamenteuses. Différentes étudessoatit
cette hypothése mais des biais méthodologiqueenehelur interprétation délicate (Abdel-Muhsin 204

Pour tester notre hypothésmus avons mis en place une étude spécifiquelafdécrire I'évolution de la
diversité génétique d’'une population de parasites din village malien ou la transmission du pahadigst
saisonniére.

Notre objectif est de décrire I'évolution pendaratr® de la diversité génétique d’une populatioR de
falciparumsituée dans un village (Pongonon) au Mali oudagmission du paludisme est saisonniere. Nous
ciblerons notre analyse sur I'évolution de la it génétique de la population et de la diveeditdique

d’'une part, et de la sélection des alléles dete#siss aux antipaludiques d’autre part.
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Les objectifs scientifiques annoncés dans le paspgent :

1. Echantillonnage d'isolats die falciparumprovenant d’enfants asymptomatiques, agés dellaad dans
un village au Mali soumis a une transmission saigoe de paludisme.

2. Sélection de marqueurs neutres de type mutptootuelle -ou Single Nucleodie Polymorphisms (SNP)
dans les bases de données. Vérification de leymawphisme dans nos populations d’étude.

3. Génotypage des isolats inclus dans I'étudeesuBENP neutres sélectionés et les SNP qui détartiame
résistance clinique de. falciparuma différents antipaludiques (SNP soumis a sélextio

4. Analyse des fréquences alléligues des marquewutses et soumis a sélection dans les populations
récoltées au cours des saisons seches et desssaésopluies.

AVANCEES DES TRAVAUX :
1. ECHANTILLONNAGE DES ISOLATS DEP. FALCIPARUM

Typeet période d'étude

Quatre enquétes transversales ont été réaliséesoetmbre 2005 et juillet 2007 (figure 1). Deuxjeétes ont
été réalisées en fin de saison séche et les dét@samnquétes en fin de saisons des pluies (peledpiatde
transmission). Ces périodes ont été choisies afiedueillir les parasites qui ont survécu a uisbsade
faible transmission (passages de juin 2006 eeju2D07), et ceux qui ont survécu a la pression
meédicamenteuse pendant la saison de forte trariemigmssages octobre 2005 et octobre 2006).

| 2005 || 2006 | 2007 |

Figure 1. Calendrier de I'étude longitudinale. lfléshes verticales représentent les périodes ou les
populations de parasites ont été prélevées. Léangles hachurés indiquent la saison des pluiesmgdhon
(la transmission du paludisme débute 2-3 semaijm@s des pluies et s’achéve jusqu’a 1 mois apees le
pluies). Les passages 1 (octobre 2005) et 3 (cet2®06) correspondent & des périodes, juste s ¢duies,
ou la transmission du paludisme est tres intense.

Echantillons récoltés

Un échantillonnage exhaustif a été réalisé. De enarsystématique, un prélevement de sang capidldae
pulpe du doigt & I'aide d’'un vaccinostyle stérilasage unique a été effectué sur tous les enfantslage.
Les enfants agés de 1 & 10 ans, ne présentant fiiasr@ (température axillaire inférieur ou égalg7,5 °C)
et étant infecté pd?. falciparum ont été inclus dans I'étude. 1055 isolats, pissithn PCR diagnostic
d’espéece (Singh 1999), ont été inclus dans I'éftatdeau 1).

Tableau 1. Résultats des PCR diagnostic d’espetaciparumsur les échantillons de sang prélevé au cours
des 4 enquétes transversales.

Passage P1P PgP P3P P4p total
Saison Pluie Seche Pluie Seche

Nombre de prélevements 382 378 408 409 1577
PCR FAL +* 305 221 285 244 1055
% 85 59 99 61 74

* PCR FAL + : nombre d’isolats positifs par PCRghastic d’espécP. falciparum
2. ELECTION ET ANALYSE DU POLYMORPHISME DESNPNEUTRES
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Pour dissocier les effets liés a la pression méakcdeuse de ceux liés aux variations de la biomassis
allons analyser les changements de fréquence fdeedifes régions du génome dans les 4 populations d
parasites. En effet, selon les principes générawedétique des populations, la sélection exeraékp
pression médicamenteuse affectera uniquementdemgdu génome du parasite impliquées dans la
résistance aux antipaludiques. A I'inverse, laatéon de la biomasse des parasites (qui s’appaaame
dérive génétique) devrait modifier aléatoiremeirnporte quelle région du génome.

Nous avons donc défini deux groupes de loci a apaly

le premier groupe est constitué de SNP soumiseatidh. Le polymorphisme de ces SNP est connus dans
notre région d’étude.

le second groupe est constitué de SNP neutresrsiispsur les 14 chromosomesRidalciparum

Les SNPs neutres ont été identifiés a I'aide dmte de donnée en ligne du génome .dalciparum
(www.plasmodb.orjy Ce site centralise toutes les données publigds ggénome de. falciparum Ainsi, le
génome complet de. falciparumobtenu par séquencage de la souche de référecesdccessible et la
position des genes est annotée. En comparant tergéde la souche 3D7 avec celui, partiellementesgrgy
d’une quinzaine d'autres souches, environ 47 00BsSdht été trouvés dans le génom® dialciparum
Parmi ces SNP, nous avons sélectionné une trerdaiB&P neutres selon des critéres de choix quem®u
détaillerons pas dans ce texte.

Afin de vérifier le polymorphisme des SNP neutrélestionnés dans nos populations d’étude, uneairent
d’isolats ont été génotypé par PCR suivies d'ugestion enzymatige. Sur les 30 SNP neutres séheeéts) 7
n’'ont pas encore été analysés.

Sur les 23 SNP neutres analysés (tableau 2), ¥®stymorphes ; les 5 autres ne sont pas polymatplse
ne sont donc pas informatifs pour notre étude.

La sélection finale des SNP neutres est en couréalisation. Le génotypage des SNP soumis a s@iesit
des SNP neutres sur les 1055 isolats inclus dangle sera la prochaine étape.
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Tableau 2. Proportion des alléles sauvages et tsypanr 23 SNP sélectionnés

SNPnewres | N |Gioe  mutant
MAL1 224 28 0,41 0,26
MAL1 674 28 0,20 0,43
MAL1 904* 30 0,00 1,00
MAL2 1825 30 0,09 0,65
MAL3 2519 30 0,72 0,22
MAL4 3309 30 0,41 0,32
MAL4 3391 30 0,67 0,27
MALS 2545* 30 0,90 0,00
MALG 2854 30 0,61 0,11
MALG 3443 30 0,36 0,44
MAL7 1472 30 0,65 0,09
MALS 3132 28 0,28 0,13
MALS 3188 28 0,60 0,27
MALS 249 28 0,23 0,43
MAL9 2439 28 0,68 0,04
MAL10 2304 28 0,18 0,55
MAL10 2943 28 0,18 0,55
MAL11 2231 28 0,21 0,50
MAL11 2458* | 28 0,00 0,64
MAL12 2183 28 0,50 0,21
MAL12 4951 28 0,46 0,28
MAL13 3091* |28 0,00 0,86
MAL13 4007* | 28 0,00 0,68

* SNP neutres non polymorphes
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Résumé :

Un financement de 7000 euros est obtenu de I'IMBAfR&tion Léon MBA pour supporter la réalisation
d'une enquéte de prévalence sur les Parasitestapsies du tube digestif chez des patients infept# le

VIH au stade SIDA a Kinshasa (République Démocuatidu Congo). Ce financement a permis de compléter
I'équipement et la dotation en réactifs de notkmtatoire, pour la réalisation des techniques fipéeis de
diagnostic des parasites digestifs opportunistaisn’gtaient pas encore disponibles en RDC (Webmtifié,
Fonji fluor, IFI-AcM).

Cette étude est réalisée en collaboration avesdedces des maladies infectieuses de 4 hopitalkirddhasa
(3 hopitaux de références et 1 centre hospitaligép Entre novembre 2006 et septembre 2007, &fi&ms
infectés par le VIH au stade SIDA et agés de ptug@lans, sont inclus. (sex ratio femme/homme 3, e
moyen 41+14 ans [16 — 83]). A l'inclusion, seulspkfients (10,8 %) étaient déja sous ARV et 29emtaine
numeération de cellule CD4. Le taux moyen de LyCB#de 224 [10 - 691] et la médiane a 126. Pourwhaq
patient, un seul échantillon de selles est réquitdr 'analyse parasitologique. Globalement 74/p@bents
(42,3 %) sont infectés par un parasite intestindllg17,7 %), sont infectés par au moins un pirasiestinal
opportuniste du SIDA

Les espéeces suivant&ryptosporidiumsp, Microsporidies Enterocytozoon bieneust Encephalitozoon
intestinalig, Isospora belliet Sarcocystis hominisont retrouvés avec une prévalence respective té09
(17/175), 5,7 % (10/175 dont un sl intestinali$, 1,7 % (3/175) et 0,6 % (1/175). La fréquencecds
parasites chez des patients diarrhéiques est tegaent de 12,6 % (11/87), poGryptosporidiumsp. , 6,9
% (6/87) pour les microsporidies (. bieneusiet 1E. intestinali3, 3,4 % (3/87) poulsospora belliet 1,1 %
(1/87) pourSarcocystis hominis

Ces résultats démontrent la grande fréquence driéaté des infections opportunistes digestives aias

patients et posent le probleme aigu de la prisehange thérapeutique spécifique de ces infectiberg tes
patients tres symptomatiques.
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Résultats :

Cette étude s’est déroulée du 15 décembre 20060asefitembre 2008. Au total cent soixante quinze
échantillons de 175 patients sont récoltés et adalyA I'inclusion, 29 (38,7%) de ces sujets avdieéméficié
d’'une numération des lymphocytes CD4+ (LyCD4+)®patients seulement (10,8 %) étaient sous ARV.

Caractéristiques sociodémographiques :

- Sexe et ages :

La population d’étude se répartit en 86 hommesl(48) et 89 femmes (50,9 %) soit un sex-ratio d& 1,0
femme pour 1 homme.

L'age moyen est de 41 +14ans (extrémes 16 ans &h$3 Les hommes sont plus 4gés de 9 ans en neyenn
gue les femmes (46 + 15ans versus 37 = 12 ans, différence est statistiguement trés signifieafip <
0,001). Les femmes sont largement surreprésentéed BAge de 40 ans, alors que la proportion €igg
apres cette limite d’age.

- Catégorie socioprofessionnelle :

La figure 1décrit la répartition de la populatiorétdde selon la profession et le sexe. On note une
surreprésentation des personnes « vulnérablesssrea@nus fixes ou a faible revenus : les sansegsain,

les fonctionnaires de I'état et les ménagéres.gbmarque une tendance de la prédominance féminimelda
catégorie des éléves et des étudiants.

- Résidence :

Les patients enquétés résidaient dans 19 commureles 24 communes de la région de Kinshasa: la
majorité de patients résidait dans les communeKidambo et Ngaliema. En regroupant les communes
selon I'environnement socioéconomique, la majod& patients habitaient I'environnement urbain en
comparaison avec ceux de I'environnement semi nrdsaiural.

Sites d’études :

La majorité des échantillons des selles provenaettHbpital général de Kinshasa en comparais@t av
ceux des Cliniques de Kinshasa et centre hospitidié/lonkole

Profil Clinique de la population d’étude :

Le tableau 4 résuntrincipalegnanifestations cliniques des patients a l'inclusion

Tableau 4.Principalesnanifestations cliniques des patients a l'inclusion

Symptdmes clinigues N %
Diarrhée 87 49,7
Candidose buccale 55 31,4
Zona 36 20,5
Paludisme 32 18,3
Mycoses cutanées 26 14,9
Anémie 23 13,1
Herpes zooster 18 10,3

Malaise hypoglycémique 1,7

2
Fiévre au long court 2 1,7
Prurigo de I'adulte 1 0,8
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Tableau 5.Autres pathologies associées classées par catggorie

Pathologies n %
Atteintes neurologiques 44 25
Cancers 24 13,7
Atteintes respiratoires 19 10,9
Atteintes hépatiques 13 7,4
Atteintes cardiagues 7 4

Parasites identifiés :
Globalement 74 patients (42,3 %) sont infectésupgrarasite intestinal avec, pour 31 d’entre eayrésence
d’au moins un parasite intestinal opportuniste HAS

- Parasites non pathogénes
Les parasitoses non pathogenes identifiées étalemtamoeba col(n=5) Entamoeba hartmann(in =1),
Endolimax nangn = 9), Blastocystis hominig = 3)

- Parasitoses pathogénes non opportunistes

Entamoeba histolytica/Entamoeba disp@r=9), (Eufs d’ankylostom&n=2), Ascaris lumbricoide(n=7),
Giardia lambia(n=3), Schistosomas mansdni=1),Strongyloides stercoral{®=1), Trichuris truchiura(n=1)
et Chilomastix mesnil{n=2) étaient les parasitoses pathogenes non opposrsinitntifiées.

- Parasites pathogénes opportunistes du tubetifliges

Le tableau 6 présente les différents parasites ropustes du tube digestif identifiés. Aucun cas de
Cyclospora cayetanensisa été identifié.

Tableau 6.  Différents parasites opportunistes du tube digaiftifié avec leur fréquence

Parasites N %
Cryptosporidium sp 17 9,7
Microsporides Eb+EC) 10 57
Isospora belli 3 1,7
Sarcocystis sp 1 0,5

Tableau 7.Fréquence des parasites opportunistes chez legtigngs diarrhéiques

Parasites N %
Cryptosporidium sp 11 12,6
Microsporides Eb+EC) 6 6,9
Isospora belli 3 3,4
Sarcocystis sp 1 1,1

Controle de qualité

Ce contrdle est réalisé a I'hopital Pitié Salpedrién microscopie optique pour 'ensemble des tgcles
pratiquées. Tous les échantillons trouvés positfénshasa pour les infections opportunistes sonfitnés.
Vingt échantillons négatifs pris au hasard sonteggant confirmés négatifs.
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Discussion :

Cette étude de prévalence des infections parastaipportunistes digestives a Kinshasa est la prendi
avoir pu étre menée avec les moyens diagnostioguat® dans notre pays la RDC. Elle montre que les
principales 10D d’origine parasitaire sont biengandte chez nos patients avec par ordre décroideartaux

de prévalence respectifs de 9,7% pOuyptosporidiumsp., 5,7% pouE. bieneusiet 1,7% pout. belli. Ces
taux sont comparables a ceux décrits dans laditiéx, pour le méme type de schéma d’étude, dandres
pays africains (Maiga et al. 1997, Alfa Cissé et28l07, Breton et al. 2007, Samé Ekobo et al. 1997,
Stepheson et al. 2007).

Les infections &. intestinalissont, comme dans les autres études africainasniméns prévalentes (Coyle et
al. 1996, Sobottka et al. 1998, Weber et al. 198&kola et al. 2006, Anne Espern et al. 2007), mais
présentes : un seul cas diagnostiqué dans la péd@ude. Le diagnostic différentiel d’espéce afzec
bieneusiest donc bien une nécessité. Il faut noter qu@1267,7%) des patients infectés par une 10D
parasitaire présentaient une symptomatologie digestvere ne permettant pas la mise immédiate sous
traitement antirétroviral. Le diagnostic de cegations est donc impératif pour proposer aux dinis une
prise en charge thérapeutique adaptée susceptildauver certains patients.

Ainsi, les objectifs fixés ont bien été atteintgmannée de formation en France (du 02 novembrg 2005
octobre 2006) m’a permis d’'acquérir la compétenetigue indispensable pour la réalisation des tecies
diagnostiques des IOD parasitaires, j'ai ensuite @gumon retour, créer au sein de notre service de
Parasitologie, une unité spéciale pour ce diagnestenfin, le financement proposé par I'lMEA amir de
réaliser ce travail. Cette étude démontre doncest la également I'une des informations majeares faut
retenir dans cette analyse, les capacités opénafies de la structure mise en place pour le distiguee des
IOD parasitaires en RDC.

Par ailleurs, et c’est encore un des mérites de éttide, nous avons a cette occasion pu releusiepts
difficultés qui ont limité la réalisation pratiqueles analyses. En premier lieu, nous avons elwudis
problemes pour assurer la chaine de froid pouirdeit des prélevements avec les hopitaux de kisshBn
effet, ces hopitaux ne disposent pas de réfrigéraini de chambres froides pour le stockage demélions
de selles a +4°C avant analyse. Nous étions altigiés de formoler les selles pour mieux les coreemais
avec un risque d’altération de I'ADN trés handigatgaour les analyses de biologie moléculaire réatidors
des contréles a Paris.

Le transport des échantillons des sites cliniques le service de Parasitologie a également éthstacle.
La distance importante entre chaque site a engdatiément un co(t pénalisant pour un recueil liéget
quotidien des échantillons. Enfin, il faut noter manque de motivation des cliniciens pour ces aealau
démarrage de ce projet. Il n'existait en effet,éartirement, aucune habitude de prescription deype
d’examen et en corollaire une absence totale de pn charge thérapeutique adaptée de ces patdwlogi

De plus, il faut souligner que méme si la mise spasition d’'un résultat positif pour les 10D pataises a
suscité un intérét, le probléme de la prise engehtirérapeutique n’a pas pu étre résolu dans uml grambre

de situations. En effet, contrairement au systemeahté francais, ou la prise en charge des maksies
assurée dans son entiereté par I'Etat via la gécsociale, a Kinshasa, celle-ci est assurée gapdéents
eux-mémes. Or les hbpitaux choisis pour cette ésme fréquentés par des patients les plus démaQeis.
manque de soutien financier aux patients a aingstitaé pour notre étude un sérieux handicap dans |
collecte des données, car la plupart des maladénéincapables de supporter financierement lésedian
des analyses qui leur avaient été prescrits notaniemeompte de cellules CD4 et la charge virale.

Enfin, il convient de souligner divers problémesimsohandicapants, mais limitant la quantité (indos
inférieures aux prévisions) et la qualité de naimalyse : mauvaise tenue générale des dossieiguelindes
patients, manque de motivation des personnelsmidis chargés de prélevements (ces personnelsnasnt
rémunérés par I'Etat, étaient demandeurs d’uneninité financiére pour leur participation active).
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