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RESUME 
 

Les voyageurs non immuns en zone d’endémie palustre peuvent contracter le paludisme 

lors du séjour ou à leur retour. Parmi les 30 millions de voyageurs enregistrés chaque 

année dans le monde, environ 15 000 militaires français sont exposés au paludisme qui 

reste une grande menace comme l’ont récemment démontré les déploiements au Mali ou 

en Centrafrique. Des taux d’attaque de 7% étaient estimés lors des premiers mois 

d’installation et ce malgré la disponibilité de moyens de protection individuels et collectifs. 

La recherche de molécules utilisables en prophylaxie et dans traitement contre le 

paludisme reste un axe majeur de recherche, la mise au point de nouvelles molécules 

répondant à la nécessité de contourner l’émergence d’isolats résistants. Le génome de 

Plasmodium falciparum est complexe et la mise en évidence de nouveaux mécanismes de 

résistance est classiquement réalisée par l’évaluation du nombre de copies d’un gène, ou 

par l’identification de polymorphismes dans les gènes codant plus particulièrement des 

protéines cibles, impliquées dans le mode d’action des antipaludiques ou des protéines de 

transport. La doxycycline est l’une des molécules recommandées par l’OMS en 

prophylaxie pour les voyageurs dans les zones d’endémie palustre, en particulier dans les 

zones de multirésistance. C’est la chimioprophylaxie choisie par de nombreuses armées, 

dont l’Armée Française. Une étude récente avait suggéré que les isolats de P. falciparum 

présentaient différents niveaux de sensibilité à la doxycycline et que l’augmentation du 

nombre de copies de deux gènes, pfmdt ou pftetQ, pouvait être associée à une baisse de 

sensibilité à la doxycycline d’isolats d’origine africaine. 

 

Le premier objectif de ce travail a consisté à valider ce modèle à partir d’un nouvel 

échantillonnage d’isolats africains. Le second objectif était d’évaluer le nombre de copies 

de ces deux gènes sur des isolats originaires d’une zone de multirésistance située en 

Thaïlande. Le troisième objectif a consisté à rechercher d’autres sources de résistance en 

investiguant le polymorphisme des gènes codant l’ARN ribosomal plasmodial 

potentiellement impliqués dans la résistance in vitro à la doxycycline. 

 

Les résultats nous ont permis de confirmer que le nombre de copies des gènes pfmdt ou 

pftetQ pouvait être impliqué dans la résistance in vitro à la doxycycline en Afrique. Les 
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résultats concernant les isolats Thaï n’ont pas permis de corréler le nombre de copies des 

gènes pfmdt et pftetQ au phénotype CI50. Ces éléments montrent que ce mécanisme de 

résistance seul est insuffisant pour expliquer la résistance à la doxycycline ; les résultats 

sont en faveur d’une résistance médiée par plusieurs gènes, les marqueurs génétiques 

pouvant varier en fonction du continent d’origine. 

La recherche de points de mutation sur le gène pfssrRNA codant pour la petite sous-unité 

ribosomale de l’ADN plasmodial n’a pas abouti. D’autres cibles moléculaires sont en cours 

d’étude pour expliquer les mécanismes de résistance de P. falciparum à la doxycycline. 
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ABSTRACT 
 

Non immune travellers visiting malaria-endemic areas are at risk of malaria transmission 

and may become clinically ill during of after their travel. Among the 30 million travellers 

registered annually from nontropical regions, about 15,000 French soldiers are exposed 

each year to malaria that still represents an important threat as have shown the recent 

deployments in Mali or in Central African Republic. Malaria has occured despite the 

availability of means of individual protection. Prophylaxis and chemotherapy remains a 

major area of research in malaria and new molecules are constantly being developed before 

the emergence of resistant parasite strains. The genome of Plasmodium falciparum is 

complex and the search for mechanisms of resistance of P. falciparum for antimalarial 

drugs comes from the evaluation of genes copy number or the identification of 

polymorphism in genes encoding target proteins specifically involved in the mode of 

action of the antimalarial molecules or transport proteins. Doxycycline is currently one of 

the recommended chemoprophylactic regimens for travellers visiting malaria-endemic, 

particularly in countries with a high prevalence of resistance to chloroquine and 

multiresistance. This drug is the chemoprophylaxis used by many armies, including the 

French Army. A previous study suggested that increased pfmdt or pftetQ copy number 

could be associated with a lower susceptibility to doxycycline in African P. falciparum 

isolates. 

 

The first aim of this study was to validate the pre-established model involving these two 

molecular markers with other African isolates. The second was to evaluate these markers 

in P. falciparum isolates coming from a multiresistance area in Thaïland. The third was to 

investigate the eventual association between the polymorphism in genes encoding 

ribosomal rRNA and in vitro resistance to doxycycline. 

 

The results confirm that pfmdt or pftetQ copy numbers should be involved in in vitro 

susceptibility to doxycycline in African P. falciparum isolates. The results concerning the 

Thai isolates indicate that there is no correlation between the pfmdt and pftetQ genes copy 

numbers and the belonging to the high doxycycline IC50 phenotype; this implies that this 

mechanism of resistance is not enough by itself to explain resistance to doxycycline; it 
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augurs that the resistance to doxycycline should be controlled by multiple genes, and that 

these genetic markers could be continent-dependent. The search for points of mutation in 

isolates from the different doxycycline IC50 phenotypic groups has not resulted with 

pfssrRNA. Other therapeutic targets are being considered to explain P. falciparum 

resistance to doxycycline. 
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INTRODUCTION 
 

Le paludisme, pathologie à transmission vectorielle, est l’une des grandes menaces 

sanitaires des régions tropicales, malgré l’existence de moyens de protection individuelle 

efficaces par utilisation de répulsifs et de moustiquaires imprégnées d'insecticide, venant 

compléter une chimioprophylaxie spécifique. L’identification et le développement de 

nouvelles molécules à visée prophylactique ou thérapeutique contre le paludisme  sont des 

axes majeurs de recherche pour faire face à l'émergence de parasites résistants. L'utilisation 

de molécules antipaludiques est conditionnée non seulement par le niveau de résistance de 

Plasmodium falciparum dans le pays de destination, mais également par leurs contre-

indications, leur tolérance clinique et le coût financier. Parmi les composés potentiellement 

utilisables, des antibiotiques tels que les cyclines, ont été étudiés in vitro ou in vivo. 

 

Les tétracyclines, famille d'antibiotiques à large spectre découverte au début des années 

1940, sont actives sur les protozoaires parmi lesquels Plasmodium. Elles ont été utilisées 

dans cette indication dès 1950 pour des accès palustres simples à P. falciparum et P. vivax, 

sur des petites séries de patients. L'émergence de résistances à la chloroquine dans les 

années 1960 a conduit à des études menées par le Center of Disease Control (CDC) ; en 

1985, l'Organisation Mondiale de la Santé (OMS) émettait des recommandations en faveur 

de l'utilisation de la doxycycline dans la chimioprophylaxie du paludisme à P. falciparum. 

De nos jours, cette molécule est utilisée en thérapeutique en association avec de la quinine, 

et pour la chimioprophylaxie dans les zones de multirésistance, notamment en Asie du 

Sud-est. Elle est également utilisée comme chimioprophylaxie de première ligne par de 

nombreuses armées, et plus particulièrement par l’Armée Française lors des déploiements 

en zone d’endémie. Cette dernière doit cependant déplorer plus de 3 000 cas de paludisme 

depuis 2002. Les déploiements récents au Mali ou en République Centrafricaine ont été 

responsables d’une recrudescence des cas. Ces échecs de prophylaxie avec la doxycycline 

sont principalement associés à une posologie inadéquate ou une mauvaise observance. Les 

propriétés pharmacocinétiques de la doxycycline, et en particulier sa demi-vie réduite, 

peuvent expliquer en partie ces défaillances. Cependant des phénomènes de résistance 

peuvent être envisagés. 
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La deuxième famille d'antibiotiques candidats potentiels dans la lutte contre Plasmodium 

est la grande famille des macrolides et de ses dérivés, les lincosamides et azalides. Si les 

molécules les plus anciennes de cette famille sont peu attrayantes en raison de leurs 

propriétés pharmacocinétiques, les composés les plus récents : azithromycine et 

clindamycine ont été étudiés sur des isolats de différents continents. Ces molécules, dont le 

spectre d'action est semblable à celui des tétracyclines, ont l'avantage de pouvoir être 

administrées chez l’enfant et la femme enceinte. 

 

La première partie de notre travail a consisté à réaliser une revue de la littérature sur 

l'utilisation des antibiotiques comme substance antipaludique. Deux familles sont 

particulièrement décrites, les tétracyclines et les macrolides et dérivés, avec déclinaison de 

leurs indications, de leurs propriétés pharmacocinétiques, de leur tolérance, de leur 

mécanisme d'action, des mécanismes de la résistance décrits à ce jour. D’autres molécules 

antibiotiques sont également évoquées ; elles pourraient dans le futur se retrouver en 

première ligne dans la lutte contre le paludisme. 

 

L’objectif de la seconde partie de notre travail, expérimentale, a consisté à valider les 

marqueurs moléculaires de la résistance de Plasmodium falciparum aux antibiotiques 

précédemment décrits. Différentes voies ont été explorées pour mettre en évidence des 

cibles moléculaires à l’origine de la résistance de P. falciparum à la doxycycline. L'étude 

des mécanismes d'action de cette molécule dans le monde bactérien a conduit à la 

découverte de cibles parasitaires potentielles; une étude de 2010 avait montré que 

l'augmentation du nombre de copies des gènes pftetQ et pfmdt pouvait être associée de 

façon indépendante à une diminution de la sensibilité à la doxycycline. Nous avons 

cherché à évaluer et valider ces marqueurs moléculaires de diminution de la sensibilité de 

P. falciparum à la doxycycline en évaluant leur prévalence en Afrique de l'Ouest et sur 

d’autres isolats africains à l’origine de paludisme d’importation. Nous avons ensuite 

cherché à valider ce modèle à partir d’isolats thaïlandais pour lesquels les concentrations 

inibitrices CI50 pour la doxycycline avaient été préalablement déterminées. 

 

Nous avons ensuite recherché d'autres mécanismes moléculaires pouvant être à l’origine de 

la résistance aux molécules antimalariques, toujours par extrapolation à partir du monde 

bactérien. Plusieurs études ont montré un effet de la doxycycline, de l'azithromycine et de 
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la clindamycine sur l’apicoplaste de P. falciparum; dans certaines bactéries, ces 

antibiotiques inhibent la synthèse protéique en se fixant sur le site accepteur de la petite 

sous-unité ribosomique ARNt. L’apicoplaste est capable de synthétiser des protéines grâce 

à des ribosomes de type procaryote. Ces théories nous ont amené à entreprendre 

l'identification de cibles moléculaires apicoplastiques à la doxycycline. 

 

Ces projets ont été entrepris en tenant compte de la complexité du génome de P. 

falciparum: l'échange fréquent de séquences chromosomiques (environ 25%) et la 

composition riche en bases A et T (80,6%) rendent le génome du parasite instable et son 

étude complexe. 
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Le paludisme est la première endémie parasitaire mondiale avec 3,2 milliards d’individus 

exposés, 198 millions de cas estimés [1] et 584 000 décès en 2013. L’Afrique est le 

continent le plus touché : 90 % des décès liés au paludisme surviennent sur ce continent, 

essentiellement chez des enfants âgés de moins de 5 ans. La lutte antipaludique repose 

avant tout sur la lutte anti-vectorielle. Cette dernière s’est intensifiée ces 10 dernières 

années, notamment en Afrique sub-saharienne, et l’on considérait en 2013 que 49 % de la 

population exposée avait accès à des moustiquaires imprégnées versus 2 % en 2004. De 

plus, 38 pays sur les 97 exposés pratiquaient le contrôle larvaire en complément des 

épandages insecticides anti-vectoriels.  

Concernant l’accès aux traitements, fin 2013, les combinaisons thérapeutiques à base 

d’artémisinine (ACT) étaient adoptées en traitement de première ligne dans 79 pays dans 

lesquels P. falciparum est endémique. Le nombre d’enfants traités restait cependant 

insuffisant, ce qui explique une mortalité dans cette catégorie de population toujours 

élevée. L’année 2014 a été marquée par la mise en évidence de résistances à l’artémisinine 

dans 5 pays : le Cambodge, le Laos, la Birmanie, la Thaïlande et le Viet Nam. Un certain 

nombre d’isolats de P. falciparum du Cambodge et la Thaïlande sont dorénavant résistants 

à la plupart des molécules antiplasmodiales. Ces nouvelles données ont conduit l’OMS à 

dissuader l’administration orale de dérivés de l’artémisinine en monothérapie, et en 

novembre 2014, seuls 8 pays continuaient à les utiliser en monothérapie. Limiter 

l’émergence et la diffusion des résistances constitue actuellement l’enjeu majeur des 

systèmes de Santé Publique des pays exposés, l’objectif de l’OMS pour 2015 étant une 

diminution de la mortalité de 55 %  par rapport à l’année précédente. 

 

Les forces armées françaises déploient chaque année environ 15000 hommes en zone 

d’endémie palustre, la majorité d’entre eux exerçant en zone de chloroquinorésistance 

voire même de multirésistance. Les déploiements au Mali ou en République Centrafricaine 

ont été responsables d’une recrudescence des cas de paludisme, avec respectivement 284 

cas en 2013 et 518 cas en 2014, soit des taux d’attaque respectifs de 7.5 % et 12.5 %. En 

2014, le paludisme a été à l’origine de 5 évacuations sanitaires sur la métropole, de 72 

évacuations médicales tactiques et a généré 1500 jours d’indisponibilité. 
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En 2014, un total de 2 299 cas de paludisme a été déclaré au Centre National de Référence 

(CNR) du Paludisme par les correspondants du réseau métropolitain (rapport CNR 

paludisme 2014). Le nombre de cas de paludisme d’importation a été estimé à environ 

4370 cas pour l’ensemble de la France métropolitaine. Les pays de contamination sont 

majoritairement situés en Afrique subsaharienne (96 %), les cas surviennent 

principalement chez des sujets d’origine africaine (76,5 %), résidant en France ou arrivant 

d’Afrique, et ils sont dus en majorité à l’espèce Plasmodium falciparum (86 %). L’année 

2014 confirme la tendance à l’augmentation des cas de paludisme importés en France 

métropolitaine observée en 2013. La doxycycline est le premier traitement 

chimioprophylactique (62,6 %) déclaré par les patients qui ont fait un accès palustre sous 

chimioprophylaxie adaptée à la zone visitée. 
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Les molécules antipaludiques sont utilisées en prophylaxie ou lors d’un traitement, qu’il 

s’agisse du traitement d’un accès palustre simple ou d’un paludisme grave (Tableau 1). 

Jusqu’aux années 1960, les molécules antipaludiques étaient peu nombreuses : en Afrique 

et en Amérique étaient utilisées la chloroquine et l’association sulfadoxine-pyriméthamine 

et dans le sud-est asiatique : la méfloquine. Progressivement, la chloroquine et la 

sulfadoxine-pyriméthamine ont perdu leur efficacité, et des associations de molécules 

démontrées synergiques se sont vite imposées. 

 

L’arsenal antipaludique actuel se compose de cinq grandes familles (Tableau 2) aux 

propriétés pharmacologiques variées (Tableau 3) : les quinoléines, grande famille de 

molécules, également la plus ancienne ; les dérivés de l’artémisinine, les 

hydroxynaphtoquinones, les antifoliniques et antifoliques et enfin, les antibiotiques parmi 

lesquels les tétracyclines et les macrolides. 

 

Parmi les quinoléines, la quinine reste le principal antipaludique recommandé en deuxième 

ligne dans le traitement du paludisme grave et chez la femme enceinte en Afrique. Elle est 

efficace cliniquement contre les souches résistantes à la chloroquine ou à la méfloquine. 

Les premiers cas cliniques de résistance à la quinine ont été rapportés dans les années 60 

en Amérique du sud et en Asie du sud-est [2]. Ils sont actuellement décrits dans l’ensemble 

des continents où sévit le paludisme. En Asie du sud-est et en Guyane, la quinine est 

utilisée dans le traitement du paludisme en association avec les tétracyclines ou la 

clindamycine dès les années 90 [3][4][5]. La quinine exerce son action antimalarique en se 

liant à l’hème. Le complexe hème–quinine est capable d’endommager les membranes 

parasitaires par peroxydation lipidique et libération d’hème en présence de glutathion. De 

nombreuses études ont montré l’indépendance de la sensibilité des isolats à la quinine par 

rapport à celles de la chloroquine ou de la méfloquine, ce qui suggère que les mécanismes 

de résistance à la quinine sont différents de ceux de la résistance à la chloroquine ou à la 

méfloquine. Le phénotype de réponse à la quinine semble être affecté par les gènes pfcrt 

(Plasmodium falciparum chloroquine resistance transporter) [6], impliqué dans la 

résistance à la chloroquine et pfmdr1 (Plasmodium falciparum multi-drug resistance 1) 

impliqué ans la résistance à la méfloquine [7]. L’introduction expérimentale de mutations 

sur le gène pfmdr1 a été associée in vitro à une résistance à la quinine [8] et la 

surexpression in vitro de pfmdr1 entraîne une résistance à la fois à la quinine et à la 
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méfloquine [9][10]. La quinine restant efficace contre les souches résistantes à la 

chloroquine, il est probable que les phénotypes de réponse à la quinine soient liés à 

d’autres gènes. Cette hypothèse est étayée par l’identification de cinq gènes 

supplémentaires associés significativement à la réponse à la quinine d’isolats de P. 

falciparum originaires de trois continents différents. Le polymorphisme du gène pfnhe-1 

semble associé à la résistance à la quinine [11][12]. Ce gène code un échangeur Na+/H+ 

situé dans la membrane plasmique du parasite (contrairement aux autres transporteurs 

impliqués dans la résistance aux quinoléines qui sont localisés dans la membrane 

vacuolaire) qui pourrait réguler le pH cytoplasmique ou de la vacuole digestive du parasite. 

Des perturbations de ce pH liées à ce transporteur pourraient altérer l’activité de la quinine 

[13].  

 

La chloroquine est une amino-4-quinoléine de synthèse qui a fait son apparition après la 

seconde guerre mondiale. Efficace, rapide et peu onéreuse, elle s’est imposée comme un 

remarquable antipaludique. Cependant, les premiers cas de résistance à la chloroquine sont 

apparus en Asie et en Amérique du sud dès la fin des années 50 [2]. Cette résistance s’est 

ensuite répandue en Afrique et elle concerne aujourd’hui la totalité des zones d’endémie 

palustre. Elle est néanmoins restée pendant trois décennies le médicament de première 

ligne pour prévenir et traiter le paludisme. La résistance à la chloroquine s’est 

accompagnée d’une augmentation importante de la mortalité due au paludisme [14]. C’est 

la molécule antipaludique dont le mécanisme d’action est le plus documenté. La molécule 

est active exclusivement sur les formes érythrocytaires du parasite. La chloroquine, base 

soluble, traverse les différentes membranes de l’érythrocyte puis du parasite et s’accumule 

dans la vacuole digestive acide dans laquelle elle exerce son action létale. C’est également 

la molécule la plus étudiée concernant les marqueurs moléculaires de résistance, grâce 

notamment aux techniques de biologie moléculaire [15][16][17][18][19][20]. Des 

mutations dans le gène pfmdr1 (chromosome 5) codant pour une protéine de la 

superfamille des ABC transporteurs, sont associées à une multiplication du risque de 

résistance in vivo à la chloroquine [21][22][23]; certaines conclusions sont néanmoins 

contreversées [7][24]. Des résultats de transfection [25][26][27] ont conduit à mettre en 

évidence l’association entre le génotype d’isolats et leur phénotype : le gène pfcrt 

(Plasmodium falciparum chloroquine resistance transporter), situé sur le chromosome 7, 
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est ainsi directement impliqué dans la résistance à la chloroquine. Enfin, deux mutations 

dans le gène pfmrp (chromosome 1) semblent être associées à une diminution de la 

sensibilité in vitro à la chloroquine [8][28][29][30]. 

 

L’amodiaquine a récemment connu un regain d’intérêt dans le traitement de l’accès simple, 

en association avec les dérivés de l’artémisinine et plus particulièrement en association 

avec l’artésunate, leur combinaison ayant un pouvoir synergique puissant. Le mode 

d’action de l’amodiaquine semble être le même que celui de la chloroquine. Des 

résistances croisées à la chloroquine et amodiaquine ont été observées in vivo et in vitro, 

mais ne concernent pas la totalité des isolats. L’amodiaquine semble plus efficace que la 

chloroquine, notamment dans les zones où la résistance à la chloroquine est élevée [31]. 

L’utilisation de l’amodiaquine dans les associations avec les dérivés de l’artémisinine 

sélectionnerait des parasites de sensibilité diminuée à la monodéséthylamodiaquine, le 

métabolite actif de l’amodiaquine, suggérant une perte d’efficacité rapide de cette 

association en Afrique [32]. Du fait de sa toxicité pour le foie et la moelle osseuse dans les 

traitements de longue durée, elle n’est pas recommandée en prophylaxie. Peu d’études ont 

exploré les bases moléculaires de la résistance à l’amodiaquine, il existerait des 

mécanismes communs à l’amodiaquine et à la chloroquine [33]. 

 

La méfloquine est un arylaminoalcool synthétisé à la fin des années 70. Elle demeure une 

des molécules recommandées pour la prophylaxie en zone de multirésistance. La 

méfloquine a été utilisée avec succès sur des souches multirésistantes de P. falciparum, 

ainsi que comme traitement de première ligne d’accès simples de paludisme en Thaïlande. 

Il a été observé depuis une diminution de son efficacité dans certaines régions et 

l’apparition et propagation de souches résistantes en Asie, où elle reste très largement 

utilisée, associée à l’artésunate ; des résistances à l’association artésunate-méfloquine se 

sont d’ailleurs développées sur ce continent. Des études ont montré une association entre la 

résistance à la méfloquine et l’amplification du nombre de copies de pfmdr1 dans le 

génome, une mutation sur pfmdr1 ou les deux. L’augmentation du nombre de copies du 

gène pfmdr1 (de 1 à 2 copies ou plus) a été associée à la résistance à la méfloquine avec un 

risque de résistance in vivo multiplié par 8.6 (OR ; IC95% : 3.3-22.9) et à un risque 

significativement élevé de résistance in vivo à l’association artésunate-méfloquine [21]. 
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Cependant, l’association entre le nombre de copies de pfmdr1 dans le génome ou des 

mutations sur pfmdr1 n’est pas absolue, suggérant l’existence d’autres mécanismes de 

résistance pour la méfloquine, impliquant des gènes encore non connus [34]. De plus, 

l’association entre diminution de la sensibilité à la méfloquine et l’augmentation du 

nombre de copies du gène pfmdr1 n’a pas été démontrée sur l’ensemble des continents. 

 

De nouvelles quinoléines ont fait leur apparition sur le marché des antipaludiques ces 

dernières années, essentiellement utilisées en association avec les dérivés de 

l’artémisinine ; il s’agit de la luméfantrine, de la pyronaridine, de la pipéraquine. 

L’augmentation du nombre de copies du gène pfmdr1 (de 1 à 2 copies ou plus) a été 

associée à la résistance à la luméfantrine [35]. 

 

L’artémisinine, également dénomée qinghaosu, est un alcaloïde naturel extrait de l’armoise 

Artemisia annua. Bien que les vertus de cette plante soient connues en Chine depuis plus 

de 2000 ans, elle n’a été étudiée en Occident qu’à partir des années 1970. Il a pourtant fallu 

attendre le début des années 1990 et les graves problèmes de chloroquinorésistance pour 

qu’elle soit utilisée hors de Chine et de Birmanie. En 2001, l’OMS considérait que 

l’artémisinine était « le plus grand espoir mondial contre le paludisme ». Bien que son 

action soit rapide (pic plasmatique par voie orale obtenu en moins de 2 heures), sa demi-

vie faible et son action létale partielle obligent à l’associer à d’autres antipaludiques. 

Depuis 2001, plus de 60 pays ont adopté officiellement les ACT (artemisinin-based 

combination therapy) en traitement de première ligne. Il s’agit des dérivés trioxane, 

dihydroartémisinine et arthemeter, ou de la forme soluble artésunate [36]. Différentes 

associations sont commercialisées ou en cours d’évaluation (artésunate-sulfadoxine-

pyriméthamine, artésunate-amodiaquine, arthéméter-luméfantrine, artésunate-méfloquine, 

artésunate-chloroproguanil-dapsone, dihydroartémisinine-pipéraquine et artésunate-

pyronaridine). L’utilisation des ACT s’est accompagnée d’une diminution drastique de la 

transmission, de la morbidité et de la mortalité par paludisme dans de nombreuses zones 

d’endémie [37]. Mais les premiers cas d’échecs cliniques aux ACT ont été identifiés en 

Asie du sud-est très rapidement [38][39]. Le mécanisme d’action de l’artémisinine et de 

ses dérivés repose sur leur propriété pro-oxydante par existence d’un pont endopéroxyde 

(O-O) qui se rompt au contact du fer de l’hème. Le radical libre de type alkyl ainsi produit 
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est à l’origine de l’action anti-plasmodiale. Un deuxième mécanisme d’action des ACT 

repose sur leur capacité à alkyler des protéines spécifiques : l’alkylation de la PfATPase6 

(PfSERCA), enzyme indispensable à la survie du parasite, conduirait à la mort de ce 

dernier. La mise en évidence de mutations sur des gènes codant pour des protéines 

essentielles est compliquée par la grande diversité génétique des parasites en fonction de la 

zone géographique. Les mutations portant sur le locus K13 pourraient être impliquées dans 

la résistance à l’artémisinine [40][41]. Le rôle de K13 a été montré en Asie mais pas 

encore en Afrique ou en Amérique du Sud. 

 

La troisième grande famille de molécules antipaludiques est la famille des 

hydroxynaphtoquinones, dont le représentant est l’atovaquone. Les premières évaluations 

de l’atovaquone dans les accès simples de P. falciparum ont montré une bonne réponse, 

mais associée à un taux de recrudescence élevé pouvant atteindre 30 % [42]. Afin d’éviter 

l’apparition de résistances à l’atovaquone, sa combinaison avec le proguanil, antifolinique, 

a été développée. Cette association est synergique in vitro et l’efficacité clinique de cette 

association a largement été démontrée [43]. Cette association est recommandée en 

prophylaxie dans les zones de résistance à la chloroquine et de multi-résistance et dans le 

traitement de l’accès simple à P. falciparum en France. La fixation de l’atovaquone sur le 

cytochrome b mitochondrial plasmodial conduit à la mort du parasite [33]. Le proguanil, 

qui seul n’a aucune action sur le potentiel membranaire de la mitochondrie, augmente la 

capacité de l’atovaquone à interagir. Ce mécanisme d’action explique l’efficacité de 

l’association dans des régions où de nombreux échecs au proguanil sont observés [42]. 

Deux mutations (Tyr268Asn et Tyr268Ser) portées par le gène Pfcytb codant le 

cytochrome b, sont associées à la résistance de P. falciparum à l’atovaquone [44][45]. Ces 

mutations sont très rares dans les populations générales et elles ne sont généralement 

détectées qu’à l’occasion des échecs thérapeutiques ou prophylactiques de l’association 

atovaquone-proguanil [46]. 

 

La quatrième famille est celle des antifoliniques. L’invasion de l’Indonésie par les Japonais 

pendant la seconde guerre mondiale a privé les armées alliées de leur unique source 

d’antipaludique, la quinine. Ceci a conduit à une recherche intensive et au développement 

du proguanil. Le succès de cette molécule a conduit à stimuler la recherche sur les dérivés 
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des pyrimidines et la synthèse de la pyriméthamine. Cependant, leur efficacité a 

rapidement diminué en raison du développement rapide de la résistance du parasite en Asie 

contre cette famille de molécules dans les années soixante, résistance qui s’est finalement 

propagée au continent africain [47]. Dans les années cinquante, dans une étude menée en 

Tanzanie [48], la pyriméthamine était administrée tous les mois en prophylaxie à des 

habitants d’un village rural. Les échecs de prophylaxie sont apparus au troisième mois, et 

n’ont cessé de progresser les mois suivants. 20 à 40 % d’échecs cliniques sont apparus dès 

l’introduction de la molécule en prophylaxie dans un village situé à 20 km du premier huit 

années plus tard. Un seul échec était constaté dans un village situé à plus de 225 km du lieu 

original de pression médicamenteuse. Cette émergence très rapide de la résistance à la 

pyriméthamine en réponse à une pression locale a été suivie rapidement par une 

propagation de la résistance. Cette dernière a alors été associée à un sulfonamide, la 

sulfadoxine. La résistance à l’association sulfadoxine/pyriméthamine s’est également 

étendue rapidement ; l’hypothèse d’un clone ancien asiatique ayant migré en Afrique et 

répondant très rapidement à une pression de sélection reste privilégiée [49]. Cette 

association reste utilisée en prophylaxie chez les enfants et les femmes enceintes en zone 

d’endémie [50][51]. Concernant le proguanil, il a été associé à la chloroquine en 

prophylaxie. Progressivement, de plus en plus de souches sont devenues résistantes à la 

chloroquine et au métabolite actif du proguanil, le cycloguanil. Ces molécules agissent sur 

la voie des folates et inhibent la dihydrofolate déshydrogénase (DHFR) chez P. falciparum. 

Il est vraisemblable que des mutations sur le gène dhfr altèrent la structure de la protéine et 

diminuent son affinité pour la pyriméthamine et le cycloguanil conduisant à une résistance 

aux inhibiteurs de la DHFR [52][53]. L’enzyme de souches modérément et très résistantes 

à la pyriméthamine fixent de 15 à 500 fois moins la pyriméthamine que celle de souches 

sensibles. La mutation Ser108Asn (sérine à la place de l’asparagine sur le codon 108) sur 

Pfdhfr codant pour la DHFR est associée à la résistance de P. falciparum aux 

antifoliniques. Les mutations additionnelles Asn51 IIe, Cys59Arg ou IIe164Leu 

augmentent cette résistance, l’association des quatre mutations étant responsable du niveau 

le plus élevé de résistance aux antifoliniques et à l’association sulfadoxine/pyriméthamine. 

La triple mutation des codons 108, 51 et 59 est souvent observée en Afrique et en Asie 

chez les souches résistantes à la sulfadoxine/pyriméthamine. Cette triple mutation multiplie 

le risque de résistance in vivo à la sulfadoxine/pyriméthamine par 4,3 (OR ; IC95% : 3,0-

6,3, méta-analyse de 16 études) [21]. Cette triple mutation est considérée comme le 
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meilleur facteur prédictif de la résistance in vivo à la sulfadoxine/pyriméthamine. La 

détection de la mutation Ser108Asn est quant à elle prédictive de la présence des deux 

autres mutations. En Amérique du sud, la mutation du codon 59 est moins fréquente et la 

mutation Cys50Arg la remplacerait. La mutation IIe164Leu est plus rare et peut être 

associée à des niveaux élevés de résistance à la sulfadoxine/pyriméthamine. Une autre 

mutation a été décrite sur le gène pfmrp qui pourrait être impliquée dans la sensibilité à 

l’association sulfadoxine/pyriméthamine [54]. La protéine du gène pfmrp serait un 

transporteur de folates et la forme mutée permettrait un efflux plus important du folate 

intraérythrocytaire, diminuant ainsi la compétition entre le folate et la pyriméthamine et 

une meilleure efficacité clinique de la sulfadoxine/pyriméthamine. 

 

Parmi les antifoliques, les sulfones, représentés par la dapsone, et les sulfonamides ont été 

très utilisés pendant la seconde guerre mondiale puis nettement moins avec l’utilisation de 

la chloroquine et de la pyriméthamine. Le plus utilisé des sulfonamides en Afrique est la 

sulfadoxine en association avec la pyriméthamine. Les sulfones et les sulfonamides 

inhibent la dihydroptéroate synthétase (DHPS) de P. falciparum [55]. La DHPS est une 

enzyme de la voie des folates inhibée par la sulfadoxine et la dapsone dont elle est la cible 

moléculaire [52][53]. Ces composés, analogues de l’acide para-aminobenzoïque (PABA), 

agissent comme des inhibiteurs compétitifs de la DHPS. Les molécules agissant à deux 

niveaux de la même voie métabolique, elles génèrent un effet synergique lorsqu’elles sont 

associées [20][25]. L’analyse des séquences du gène de la DHPS montre des différences 

d’acides aminés entre les souches sensibles et résistantes à la sulfadoxine [56][57]. Les 

mutations Ser436Ala, Ser436Phe, Ala437Gly et Lys540Glu du gène dhps confèrent une 

résistance à la sulfadoxine [58][59].  En particulier, la mutation isolée Ala437Gly et la 

double mutation Ala437Gly + Lys540Glu sont respectivement associées à une 

multiplication du risque de résistance in vivo à l’association sulfadoxine / pyriméthamine. 

Les mutations Ala581Gly et Ala613Thr/Ser sont rares mais pourraient être associées à des 

degrés élevés de résistance. La combinaison de la triple mutation dhfr Ser108Asn + Asn51 

IIe + Cys59Arg et de la double mutation dhps Ala437Gly + Lys540Glu (« quintuple 

mutation ») multiplie le risque de résistance in vivo à l’association sulfadoxine / 

pyriméthamine par 5,2 (OR ; IC95% :3,2-8,8, méta-analyse de 3 études) [21]. 
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Enfin, les antibiotiques, parmi lesquels les tétracyclines, jouent un rôle non négligeable 

dans la prévention et le traitement du paludisme. La doxycycline est actuellement 

recommandée par l’OMS en prophylaxie dans les zones de multirésistance ; elle est 

également recommandée en deuxième ligne dans le traitement de l’accès simple à P. 

falciparum ou dans le traitement de l’accès grave en association à l’artésunate, la 

méfloquine ou la quinine. Les macrolides et certains dérivés tels que l’azithromycine 

présentent également une action antiplasmodiale en inhibant la synthèse protéique par 

altération de certaines fonctions de l’apicoplaste chez P. falciparum. Le rôle des 

antibiotiques dans la lutte contre le paludisme sera développé dans le chapitre suivant.  

 

Malgré les efforts déployés pour la découverte de nouveaux médicaments antiplasmodiaux 

et la mise en place effective par les systèmes de santé de combinaisons thérapeutiques pour 

le traitement antipaludique, P. falciparum s’adapte en permanence et développe des 

résistances, y compris contre les combinaisons thérapeutiques à base d’artémisinine. Ceci 

s’explique par la grande diversité génétique de P. falciparum due à un taux élevé de 

mutations dans son génome et par les masses importantes de parasites portés par les 

individus infectés. La pression de sélection d’une molécule antipaludique conduit à la 

résistance, à l’image de ce qui se passe dans le monde bactérien. 
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Tableau 1. Synthèse des antipaludiques utilisés chez l’adulte 
 

TRAITEMENT PALUDISME A P. FALCIPARUM ANTIPALUDIQUE  PROPHYLAXIE  
Accès simple Accès grave 

Amodiaquine / Flavoquine® * (> 6 ans)  X  
Artémether IM / Paluther® *   X 
Artémether-luméfantrine / Riamet® Coartem® (pédiatrique) *  X  
Artésunate IV / Malacef® *   X 
Artésunate-amodiaquine / AS AQ® Coarsucam® Arsucam® *  X  
Artésunate-méfloquine AS MQ® Artequin® *  X  
Artésunate-pyronaridine / Pyramax® (Corée) *  X  
Artésunate-sulfadoxine-pyriméthamine / Arsudar® *  X  
Atovaquone-proguanil / Malarone® * X X  
Chloroquine / Nivaquine® * X X  
Chloroquine-proguanil * X   
Chlorproguanil - dapsone / Lapdap® *  X  
Dihydroartémisinine-pipéraquine / Eurartesim® *  X  
Doxycycline / Doxypalu® Vibraveineuse®  X  X 
Halofantrine / Halfan® *  X  
Méfloquine / Lariam® * X X  
Méfloquine-sulfadoxine-pyriméthamine / Fansimef® (ASE) *  X  
Quinine / Quinimax® * X X X (Référence) 
Quinine + clindamycine (ASE et Amazonie) *  X X 
Quinine + doxycycline (ASE)  X X 
Sulfadoxine-pyriméthamine / Fansidar® *  X  

• * utilisable chez l’enfant à posologie adaptée 
• ASE : Asie du Sud-est 
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Tableau 2. Synthèse des antipaludiques : 
Classification en fonction de leur structure chimique 

 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FAMILLE THERAPEUTIQUE  MOLECULE (DCI) 

Amino-4-quinoléines Chloroquine, amodiaquine, pipéraquine 

Amino-8-quinoléines Primaquine, tafénoquine 

 

Quinoléines 

Amino-alcools Quinine, méfloquine, halofantrine, luméfantrine 

Dérivés de l’artémisinine Artémisinine, dihydroartémisinine, artéméther, artésunate 

Hydroxynaphtoquinones Atovaquone 

Antifoliniques Proguanil, pyriméthamine Antimétaboliques 

Antifoliques Sulfadoxine, dapsone 

Antibiotiques Tétracyclines, macrolides 
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Tableau 3. Synthèse des antipaludiques : 
Classification en fonction de leurs propriétés pharmacologiques 

 
PROPRIETE PHARMACOLOGIQUE  STRUCTURE CHIMIQUE  MOLECULE  

Amino-4-quinoléines Chloroquine, amodiaquine, pipéraquine 

Amino-alcools Quinine, méfloquine, halofantrine, luméfantrine 
 

Sesquiterpènes Artémisinine, dihydroartémisinine, artéméther, 
artésunate 

Antimétabolites 
Antifoliques 

Antifoliniques 
Antibiotiques 

 
Sulfadoxine, dapsone 

Proguanil, pyriméthamine 
Doxycycline, clindamycine 

 

 
 
 
 
 

Schizonticide érythrocytaire 
 

Analogues de l’ubiquinone Atovaquone 
 

Amino-8-quinoléines Primaquine, tafénoquine 
 

 
Schizonticide intra-hépatique 

Antimétabolites Proguanil, doxycycline 
 

Gamétocytocides Amino-8-quinoléines Primaquine, tafénoquine 
 

 
L’action synergique schizonticide de plusieurs molécules permet d’augmenter l’efficacité des médicaments antimalariques et de réduire 
l’acquisition de résistances, essentiellement de P. falciparum. 
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Les molécules utilisées dans la prophylaxie ou le traitement restent un axe majeur de 

recherche dans la lutte contre le paludisme et de nouveaux composés sont constamment 

développés. Le choix d’une molécule antipaludique est conditionné par le niveau de 

résistance de Plasmodium falciparum dans le pays de destination, ses contre-indications, sa 

tolérance et son coût financier. Parmi les composés potentiellement utilisables, certains 

antibiotiques ont été particulièrement étudiés, in vivo ou in vitro. 

 

Les tétracyclines, famille d’antibiotiques à large spectre, sont actives sur les protozoaires y 

compris Plasmodium. L’émergence de la chloroquino-résistance a conduit à des études 

initiées par le Center of Disease Control (CDC) puis à la diffusion de recommandations par 

le World Health Organization (WHO) reposant sur l’utilisation de la doxycycline en 

prophylaxie du paludisme à P. falciparum en 1985. Cette molécule est actuellement 

préconisée en chimioprophylaxie dans les zones de multirésistance, particulièrement dans 

le sud-est asiatique, mais également en thérapeutique associée à la quinine. Elle est la 

molécule de choix de nombreuses armées et plus particulièrement celle utilisée par 

l’Armée Française lors des déploiements en zone de chloroquino-résistance. Des échecs de 

prophylaxie peuvent néanmoins survenir, essentiellement associés à des posologies 

insuffisantes et/ou une mauvaise observance. Les propriétés pharmacocinétiques de la 

doxycycline, et notamment sa demi-vie réduite, pourraient expliquer ces échecs. Mais de 

possibles résistances doivent être évoquées. Le premier cas clinique d’échec 

prophylactique a été publié. 

 

La seconde famille d’antibiotiques candidate potentielle dans la lutte contre Plasmodium 

est la grande famille des macrolides et de ses dérivés, les lincosamides et les azalides. Les 

composés les plus récents : l’azithromycine et la clindamycine, ont été étudiés sur des 

isolats de différents continents. Ces molécules, dont le spectre d’action est similaire à celui 

des tétracyclines, ont l’avantage de pouvoir être administrés chez l’enfant et la femme 

enceinte. 

 

 

D’autres antibiotiques, plus confidentiels, sont utilisés ou sont testés contre le paludisme. 
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Une revue de la littérature a été menée pour déterminer la place des antibiotiques dans la 

prophylaxie et le traitement du paludisme. Pour chaque famille, ont été développés les 

propriétés pharmacocinétiques, la tolérance, le mécanisme d’action de ces molécules et les 

mécanismes de résistance connus et publiés à ce jour. 
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REVUE I : TETRACYCLINES 
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REVUE II : MACROLIDES AND DERIVATIVES 
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REVUE III : OTHER ANTI-MALARIAL ANTIBIOTICS 
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DEUXIEME PARTIE : TRAVAIL EXPERIMENTAL : 
VALIDATION DE MARQUEURS MOLECULAIRES DE 

DIMINUTION DE SENSIBILITE A LA DOXYCYCLINE CHEZ 
PLASMODIUM FALCIPARUM  
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CHAPITRE I : Validation de l’utilisation des gènes pfmdt et pftetQ 
comme marqueurs moléculaires de diminution de sensibilité à la doxycycline 

sur des isolats de Plasmodium falciparum 
 
 
Les forces armées françaises utilisent en chimioprophylaxie antipaludique des comprimés 

de doxycycline à raison de 100 mg par jour, poursuivie 4 semaines après le retour. Malgré 

la disponibilité de moyens de protection individuels et collectifs, les armées doivent faire 

face à un nombre non négligeable de cas de paludisme. Les deux-tiers d’entre eux sont 

attribués à une mauvaise observance de la chimioprophylaxie, le pourcentage restant 

pourrait être le fait d’une résistance du parasite. Peu d’échecs dus à une résistance à la 

doxycycline, qu’ils soient prophylactiques ou thérapeutiques, ont été rapportés. La 

possibilité d’une pression de sélection par la doxycycline a néanmoins été mise en 

évidence sur un modèle murin de Plasmodium berghei. D’autre part, l’étude de la 

sensibilité à la doxycycline de plusieurs centaines d’isolats originaires de différents 

continents a permis de distinguer différents groupes de sensibilité in vitro, sur la base de 

l’évaluation des sensibilités à la doxycycline (DOX CI50). Dans une étude de 2009, 

l’analyse de la distribution des CI50 de la doxycycline par une modélisation statistique 

bayésienne mixte de 747 isolats africains de P. falciparum avait permis de mettre en 

évidence trois phénotypes distincts, stables dans le temps et d’estimer à 35 µM le seuil de 

diminution de sensibilité in vitro à la doxycycline [60]. L’objectif d’une deuxième étude 

parue en 2010 était de mettre en évidence une association potentielle entre les trois 

phénotypes et certains génotypes ; l’étude de onze gènes candidats sur 90 isolats 

appartenant aux différents groupes phénotypiques et provenant de 14 pays africains avait 

suggéré que le nombre de copies des gènes pfmdt et pftetQ étaient des marqueurs 

moléculaires potentiels de diminution de sensibilité à la doxycycline chez les isolats 

africains de P. falciparum [61]. Cette étude concluait à la nécessité de valider le modèle 

sur davantage d’isolats, et si possible en provenance de différents continents. 

 

 

L’objectif de ce premier travail était d’évaluer la distribution des CI50 pour la doxycycline 

sur une série d’isolats de P. falciparum Africains indépendante des précédentes, avec un 

nombre conséquent d’isolats. Il s’agissait ensuite d’en déterminer les nombres de copies 
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des gènes pfmdt et pftetQ. Les isolats choisis étaient les 484 isolats d’importation d’origine 

africaine, collectés entre janvier 2006 et décembre 2010 au Centre National de Référence 

du Paludisme situé à l’Hôpital Bichat – Claude Bernard (Paris). Chaque isolat avait 

bénéficié d’une évaluation initiale par technique isotopique de la CI50 à la doxycycline. 

L’analyse bayésienne des CI50 de la doxycycline des 484 isolats a permis de distinguer 

trois groupes de résistance, tels que précédemment publiés [60]. L’évaluation du nombre 

de copies des gènes pfmdt et pftetQ parmi 89 isolats choisis après randomisation dans 

chaque groupe phénotypique a permis de démontrer que la CI50 à la doxycycline était 

significativement plus élevée dans le groupe avec un nombre de copies du gène pftetQ > 1 

ou pfmdt >1 par comparaison au groupe ne possédant qu’une copie du gène pftetQ ou 

pfmdt. 

 

Article : Gaillard T , Briolant S, Houzé S, Baragatti M, Wurtz N, Hubert V, Lavina M, 

Pascual A, Travaillé C, Le Bras J, Pradines B, French National Reference Centre for 

Imported Malaria Study Group: PftetQ and pfmdt copy numbers as predictive 

molecular markers of decreased ex vivo doxycycline susceptibility in imported 

Plasmodium falciparum malaria. Malar J 2013, 12:414. 

 

 

Dans un deuxième temps, nous avons montré pour la première fois l’association d’un 

nombre de copies du gène pftetQ > 1 ou du gène pfmdt >1 à un échec prophylactique avéré 

à la doxycycline en République Centrafricaine (accès palustre en présence d’un taux 

plasmatique de doxycycline considéré comme protecteur). 

 

Briolant et Coll. ont également montré en 2010 que le nombre de répétitions du motif 

d’acides aminés KYNNNN < 3 sur le gène pftetQ était associé à une diminution de 

sensibilité à la doxycycline (Odd Ratio = 3.00 [1.02-8.86], P = 0.046) [61]. Cette 

association a été confirmée par une autre équipe sur des isolats de P. falciparum du Kenya 

[62]. Nous avons également montré que ce cas d’échec prophylactique à la doxycycline 

était associé à une répétition du motif KYNNNN sur le gène pftetQ < 3.  

 

Article : Madamet M, Gaillard T , Velut G, Ficko C Houzé P, Bilicky C, Houzé S, 

Taudon N, Michel R, Rapp C, Pradines B. Malaria prophylaxis failure with 
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doxycycline, Central African Republique, 2014. Emerg Infect Dis 2015: 21(8): 1485-

1486. 

 

 

Ces deux articles ont montré l’intérêt des gènes pfmdt et pftetQ comme marqueurs 

prédictifs de la diminution de sensibilité in vitro à la doxycycline chez des isolats de P. 

falciparum Africains mais aussi in vivo. Cependant, les résultats de ces travaux 

nécessitaient d’être confirmés sur des isolats originaires d’autres continents, avec un 

support génomique distinct. 
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Gaillard T , Briolant S, Houzé S, Baragatti M, Wurtz N, Hubert V, Lavina M, Pascual 

A, Travaillé C, Le Bras J, Pradines B, French National Reference Centre for 

Imported Malaria Study Group. 

 

PftetQ and pfmdt copy numbers as predictive molecular markers of decreased ex vivo 

doxycycline susceptibility in imported Plasmodium falciparum malaria. 

 

Malar J 2013, 12:414. 
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Madamet M, Gaillard T , Velut G, Ficko, C Houzé P, Bilicky C, Houzé S, Taudon N, 

Michel R, Rapp C, Pradines B. 

 

Malaria prophylaxis failure with doxycycline, Central African Republique, 2014. 

 

Emerg Infect Dis 2015: 21(8): 1485-1486. 
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CHAPITRE II : Limites de l’utilisation des gènes pfmdt et pftetQ comme marqueurs 
moléculaires de diminution de sensibilité à la doxycycline 

 
 
L’objectif de ce nouveau travail était de valider l’utilisation des gènes pfmdt et pftetQ 

comme marqueurs prédictifs de la diminution de sensibilité à la doxycycline sur des isolats 

Sénégalais de P. falciparum. Les valeurs de CI50 de la doxycycline s’échelonnaient entre 

0.43 à 43.54 µM. Sur les 113 isolats étudiés, 18 (15.9 %) appartenaient au phénotype à 

forte CI50 défini pour ce groupe par des valeurs supérieures à 25 µM. Après évaluation du 

nombre de copies des gènes pfmdt et pftetQ, les résultats n’étaient pas en faveur d’une 

différence statistique significative entre le groupe à faible CI50 (< 25 µM) et le groupe à 

forte CI50 (> 25 µM). Cependant, l’étude concluait à la nécessité de reproduire l’étude sur 

davantage d’isolats, une tendance pouvant être observée mais le nombre d’isolats à fortes 

CI50 relativement faible ne permettant pas de valider le modèle. 

 

Article : Gaillard T , Fall B, Tall A, Wurtz N, Diatta B, Lavina M, Fall  KB, Sarr FD, 

Baret E, Diémé Y, Wade B, Bercion R, Briolant S, Pradines B. Absence of association 

between ex vivo susceptibility to doxycycline and pftetQ and pfmdt copy numbers in 

Plasmodium falciparum isolates from Dakar, Senegal. Clin Microbiol Infect 2012, 

18:E238–240. 

 

 

Nous avons identifié un deuxième cas d’échec prophylactique à la doxycycline en 

République Centrafricaine, non du à une résistance à la doxycycline mais à un retard 

d’apparition des symptômes (accès survenant trois mois après le retour en France et deux 

mois après l’arrêt de la prophylaxie par doxycycline). L’isolat de P. falciparum présentait 

une CI50 faible à la doxycycline (< 10 µM) associée à une copie des gènes pfmdt et pftetQ 

avec une répétition du motif KYNNNN sur le gène pftetQ  < 3 (prédictive d’une souche 

résistante in vitro avec une CI50 > 35 µM). Ce résultat montre que l’association entre le 

nombre de répétitions du motif KYNNNN sur le gène pftetQ et une diminution de 

sensibilité à la doxycycline n’est pas satisfaisante. 
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Article : Javelle E, Madamet M, Gaillard T, Velut G, Surcouf C, Michel R, Garnotel 

E, Simon F, Pradines B. Delayed P. falciparum Malaria after doxycycline 

Prophylaxis, Central African Republic, 2015. Antimicrob Agents Chemother 2015 

(submitted). 

 

 

L’objectif de cette nouvelle étude était d’évaluer pour la première fois les distributions de 

CI50 pour la doxycycline pour des isolats asiatiques de P. falciparum et de valider les gènes 

pfmdt et pftetQ comme marqueurs moléculaires de résistance à la doxycycline. Le travail 

portait sur 620 isolats cliniques obtenus entre 2001 et 2010 au Centre de Recherche sur le 

Malaria de Shoklo (SMRU) situé à la frontière birmano-thaï. Les valeurs de CI50 de 

doxycycline obtenues s’échelonnaient entre 0.21 to 55.44 µM. Seuls onze isolats sur 620 

présentaient une CI50 supérieure à 35 µM, chiffre particulièrement bas révélateur d’une 

faible incidence de la résistance de P. falciparum à la doxycycline en Thaïlande, zone de 

mulirésistance. D’autre part, l’étude bayésienne de la distribution des CI50 de doxycycline 

permettait d’observer deux niveaux de sensibilité à la doxycycline, un groupe majoritaire 

de 590 isolats à faible CI50 et un groupe de 30 isolats à forte CI50. Ces résulats différaient 

de ceux précédemment obtenus avec les isolats d’origine africaine. 

 

Dans un deuxième temps était réalisée la quantification du nombre de copies des gènes 

pfmdt et pftetQ selon le protocole préalablement appliqué sur les isolats africains ; aucune 

association du nombre de copies de ces deux gènes ne pouvait être établie avec les fortes 

DOX CI50. Il en était de même pour l’association entre le nombre de répétitions du motif 

KYNNNN sur le gène pftetQ  et une diminution de sensibilité à la doxycycline. Ces gènes 

ne semblent pas être impliqués dans la diminution de sensibilité à la doxycycline en 

Thailande. 

 

Article : Gaillard T , Sriprawat K, Briolant S, Wangsing C, Wurtz N, Baragatti M, 

Lavina M, Pascual A, Nosten F, Pradines B. Molecular markers and in vitro 

susceptibility to doxycycline in Plasmodium falciparum isolates from Thailand. 

Antimicrob Agents Chemother 2015, 59(8): 5080-5083. 
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Le modèle expérimental révéle ainsi ses limites, avec peut-être une composante 

géographique. Cette absence de corrélation entre données in vitro et polymorphisme des 

gènes pfmdt et pftetQ vient d’être récemment montré sur des isolats de Guyane [63]. 

D’autres mécanismes se doivent d’être évoqués. La résistance à la doxycycline semble être 

multigénique. Il est primordial d’identifier de nouveaux gènes pouvant être impliqués dans 

la diminution de sensibilité à la doxycycline. 
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Gaillard T , Fall B, Tall A, Wurtz N, Diatta B, Lavina M, Fall  KB, Sarr FD, Baret E, 

Diémé Y, Wade B, Bercion R, Briolant S, Pradines B. 

 

Absence of association between ex vivo susceptibility to doxycycline and pftetQ and 

pfmdt copy numbers in Plasmodium falciparum isolates from Dakar, Senegal. 

 

Clin Microbiol Infect 2012, 18:E238–240. 
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Javelle E, Madamet M, Gaillard T, Velut G, Surcouf C, Michel R, Garnotel E, 

Simon F, Pradines B. 

 

Delayed P. falciparum Malaria after doxycycline Prophylaxis, Central African 

Republic, 2015. 

 

Antimicrob Agents Chemother 2015 (submitted). 
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Gaillard T , Sriprawat K, Briolant S, Wangsing C, Wurtz N, Baragatti M, Lavina M, 

Pascual A, Nosten F, Pradines B. 

 

Molecular markers and in vitro susceptibility to doxycycline in Plasmodium 

falciparum isolates from Thailand. 
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CHAPITRE III : Identification de nouveaux marqueurs  impliqués dans la diminution 
de sensibilité à la doxycycline : Etude du gène pfssrRNA 

 

 

Les investigations relatives aux gènes pfmdt et pftetQ n’ayant pas permis d’affirmer le rôle 

de ces marqueurs moléculaires dans la résistance de P. falciparum à la doxycycline au 

moins en Asie, il importait de rechercher d’autres gènes potentiellement impliqués. 

 

Chez les bactéries, les tétracyclines agissent en se fixant à différentes protéines de la petite 

sous-unité ribosomale 30S et à différents sites de l’ARN 16S. Dans certaines espèces 

bactériennes telles que Helicobacter pylori et Propionibacterium acnes, la résistance aux 

tétracyclines n’a pas pour origine l’expression de protéines d’efflux mais la présence de 

mutations sur les gènes codés par l’ARN 16S.  Chez Plasmodium, le mécanisme d’action 

des tétracyclines est bien moins connu. L’apicoplaste, une organelle héritée du chloroplaste 

des cellules végétales, longtemps sous-estimée, apparaît dorénavant comme un des acteurs 

majeurs de la capacité d’adaptation de Plasmodium à son environnement. L’apicoplaste, 

structure possédant son propre génome, code entre autres pour des ribosomes. Elle serait à 

l’origine d’un effet toxique tardif caractéristique de la doxycycline sur Plasmodium 

(comme sur d’autres protozaires tels que Toxoplasma), à l’origine d’une mort cellulaire 

inéluctable. Compte tenu des homologies entre l’ARN 16S bactérien et la petite sous-unité 

ribosomale apicoplastique, nous avons entrepris de rechercher d’éventuelles mutations sur 

le gène PfssrRNA (PFC10_API0057) codant cette petite sous-unité ribosomale. Cette 

recherche a été effectuée sur les isolats Africains et Thaï, précédemment investigués pour 

pfmdt et pftetQ en fonction de leur CI50 à la doxycycline. Malheureusement, aucune 

mutation sur le gène PfssrRNA pouvant expliquer des baisses de sensibilité à la 

doxyxycline n’a été mise en évidence. 

 

Article : Gaillard T , Wurtz N, Houzé S, Wangsing C, Hubert V, Lebras J, Nosten F, 

Briolant S, Pradines B. Absence of association between Plasmodium falciparum small 

subunit ribosomal RNA gene mutations and in vitro decreased susceptibility to 

doxycycline. Malar J 2015, 14 : 348. 
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Une hypothèse récemment publiée est celle de gènes apicoplastiques qui pourraient être 

impliqués dans la résistance à l’artémisinine, tels qu’arps 10, codant pour le précurseur de 

la protéine ribosomale S10, et fd, codant pour la ferredoxine, un élément essentiel de la 

chaîne électronique de transport apicoplastique. Ces marqueurs doivent être investigués 

pour en déterminer un rôle éventuel dans la diminution de sensibilité à la doxycycline. 
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Gaillard T , Wurtz N, Houzé S, Wangsing C, Hubert V, Lebras J, Nosten F, Briolant 

S, Pradines B. 

 

Absence of association between Plasmodium falciparum small subunit ribosomal RNA 

gene mutations and in vitro decreased susceptibility to doxycycline. 

 

Malar J 2015, 14: 348. 
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TROISIEME PARTIE : 
SYNTHESE, CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES 
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Un des problèmes majeurs dans la prévention et le traitement du paludisme est la 

résistance croissante du parasite à des substances disponibles à moindre coût. Les 

résistances à la chloroquine et à l’association sulfadoxine-pyriméthamine sont observées 

aujourd’hui dans tous les continents dans lesquels sévit P. falciparum. Les 

recommandations internationales relatives au traitement du paludisme reposent 

actuellement sur les associations à base d’artémisinine. Il est envisageable que ces 

associations perdent petit à petit de leur efficacité, l’observation de souches de P. 

falciparum ayant des clairances diminuées à l’artémisinine ayant été montrée en Asie du 

Sud-Est. Dans le domaine de la chimioprophylaxie anti-paludique, il existe un regain 

d’intérêt pour des substances dont les propriétés thérapeutiques ne s’appliquent pas 

seulement au domaine des infections parasitaires; cependant, des facteurs rendent 

inappropriées ces molécules pour un certain nombre de voyageurs non immuns : 

l’émergence de résistances à ces molécules (les folates par exemple), les difficultés à 

évaluer les posologies adaptées, la mauvaise tolérance (méfloquine), voire le coût excessif 

de ces molécules (association atovaquone-proguanil). Les tétracyclines, dont l’usage n’est 

pas autorisé chez le jeune enfant ni chez la femme enceinte, font partie de ces molécules à 

usage élargi. En dépit d’un nombre réduit d’études expérimentales, la tétracycline et la 

doxycycline ont été préconisées dans le traitement du paludisme peu de temps après leur 

avènement en tant qu’antibiotique, et elles sont devenues classiques dans les thérapies anti-

malariques. Aux Etats-Unis, l’association thérapeutique usuelle pour le traitement du 

paludisme est l’association quinine ou quinidine plus doxycycline, et les preuves d’échec 

de prophylaxie à la doxycycline sont rares. La doxycycline est toujours recommandée par 

le CDC en chimioprophylaxie antipaludique pour les voyageurs en zone d’endémie, en 

particulier dans les zones de multirésistance. 

 

Dans les études de sélection de la résistance aux tétracyclines sur modèle murin, le 

développement d’une résistance aux cyclines est bien plus lent qu’avec des molécules 

antimalariques spécifiques : chloroquine, quinine, pyriméthamine, suggérant que des 

tétracyclines améliorées auraient une longue durée d’utilisation. La synthèse de nouvelles 

tétracyclines a été ainsi encouragée pour tirer profit des propriétés pharmacologiques et 

antiparasitaires de ces molécules tout en contrant leurs effets indésirables. Et ce d’autant 

plus que des études récentes ont montré que certaines tétracyclines étaient dépourvues de 



 

 134 

toxicité cutanée, dentaire ou gastro-intestinale, lorsque administrées à posologie et durée 

adaptées. Une équipe [36] a récemment procédé à la modification de tétracyclines et 

obtenu 13 composés dont l’activité antipaludique a été démontrée sur un modèle murin de 

Plasmodium berghei. La modification en particulier du carbone en position 7 de la 

sancycline aboutit à des composés actifs sur Plasmodium, à posologie moindre et 

administrables chez l’enfant. 

 

La synthèse de nouveaux macrolides a également été entreprise selon un procédé original 

différent de celui appliqué pour les tétracyclines. La stratégie employée [64] a consisté à 

préparer des composés glycosylés selon une approche in vivo car synthétisés à partir d’un 

macrolide à 14 atomes de carbone, la mégalomicine, produite par l’actinomycète 

Micromonospora megalomicea [65]. La mégalomicine, en termes d’activité antibiotique, 

de spectre d’action et de pharmacocinétique est comparable à l’érythromycine. 

L’adjonction d’un sucre, la L-mégosamine, rend la mégalomicine antivirale et 

antiparasitaire, propriétés non observées chez l’érythromycine. Les macrolides 

mégosaminés obtenus par un procédé de bioconversion à partir de L-mégosamine produite 

par Escherichia coli, ensuite testés sur des isolats de Plasmodium falciparum et 

Plasmodium berghei, ont démontré une nette augmentation d’activité contre P. falciparum 

à des doses nanomolaires. L’effet observé après une courte exposition est en faveur d’une 

cible non apicoplastique de ces dérivés. Le développement de dérivés de macrolides avec, 

à la fois, une action rapide et prolongée est en cours d’investigation, ce qui constituerait 

une approche optimisée contre le développement de resistances par le parasite. De plus, 

cette démarche permettrait d’éviter toute pression de sélection sur le monde bactérien, par 

des molécules antibiotiques utilisées comme antiparasitaires. 

 

Un certain nombre de travaux porte enfin sur les quinolones, en particulier la 

ciprofloxacine, des modifications chimiques permettant d’aboutir à un accroissement 

considérable des propriétés antiplasmodiales. En 2008, il avait déjà été démontré que 

l’incorporation d’un noyau ferrocène sur la structure de la chloroquine aboutissait à la 

formation de complexes présentant une forte activité antiplasmodiale, même sur des isolats 

chloroquino-résistants [66]. Cette approche structure-activité a été appliquée aux 

fluoroquinolones, chez lesquelles une augmentation de l’hydrophobicité conduit à une 

augmentation des propriétés antiplasmodiales. L’hydrophobicité a été obtenue dans une 
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étude [67] en incorporant à la ciprofloxacine et à d’autres fluoroquinolones un groupement 

ferrocenyl. D’autres composés ont été créés par la suite, reposant sur l’intégration de 

groupements phényl ou adamantanyl conférant des propriétés chimiques similaires au 

précédent [68]. Les activités antiplasmodiales des composés obtenus ont été évaluées in 

vitro sur les souches de références 3D7 (chloroquino-sensible) et W2 (chloroquino-

résistante). Les résultats ont confirmé un abaissement des CI50 après contact avec les 

molécules synthétisées, obtenu après 48 heures d’exposition du parasite. Le caractère 

lipophile de ces dérivés expliquerait en partie le regain d’activité par rapport à la molécule 

source, puisqu’il augmente leur capacité à franchir les différentes parois membranaires 

pour parvenir à leur cible cellulaire. Ces résultats obtenus in vitro doivent faire l’objet 

d’études in vivo, afin d’en explorer la biodisponibilité et l’éventuelle toxicité. 

 

Une autre voie d’optimisation de molécules antiplasmodiales par processus chimique 

consiste à utiliser des sidérophores. Les sidérophores sont des chélateurs de fer secrétés par 

des microorganismes qui, lorsqu’ils sont conjugués à une molécule potentialisent son 

activité. Ce modèle biochimique, assimilable à un « cheval de Troyes » a, à ce jour, été 

étudié dans la tuberculose et le paludisme [36]. Il pourrait être appliqué à des antibiotiques.  

L’hypothèse retenue est la réduction du conjugué ferrique en conjugué ferreux  qui 

aboutirait à la formation d’un radical létal vis-à-vis des structures cellulaires cibles. La 

synthèse d’un conjugué d’artémisinine et d’un analogue de la mycobactine, sidérophore 

naturel pour Mycobacterium tuberculosis,  a montré une activité antimicrobienne sélective 

portant à la fois sur P. falciparum et sur M. tuberculosis, avec pour P. falciparum des CI50 

au moins équivalentes à celles obtenues avec l’artémisinine. D’autres conjugués ont été 

testés à ce jour, tels que l’artemisinine-desferrioxiamine, la desferrioxiamine étant un 

sidérophore naturel produit par Streptomyces pilosus [69]. Cette conjugaison s’est évérée 

beaucoup moins efficace que la précédente en termes de CI50 [36].  

 

Les processi de synthèse chimique restent prometteurs pour la mise au point de molécules 

aux propriétés antiplasmodiales, mais ne peuvent être optimisés que si les mécanismes 

d’action complexes des différentes molécules sont connus et les mécanismes de résistance 

décrits. C’est toute la difficulté pour P. falciparum d’en déterminer des marqueurs 

moléculaires de résistance indiscutables pour une molécule donnée, la complexité du 

génome et les fortes variations géographiques [70] étant deux contraintes majeures à la 
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découverte de marqueurs de résistance universels. La solution d’approche « classique » 

consiste à déterminer les CI50 pour une molécule donnée, et de comparer la présence et le 

nombre de copies d’un gène donné entre des isolats catégorisés « sensibles » versus des 

« résistants ». C’est la méthode qui a été appliquée dans notre travail sur la doxycycline, 

avec la détermination du nombre de copies des gènes pfmdt et pftetQ [71][72][73]. Une 

autre approche consiste à rechercher des points de mutations éventuels dans le génome qui 

pourraient expliquer une élévation des CI50. Cette démarche a été appliquée pour 

déterminer une mutation potentielle à l’origine d’une augmentation des CI50 à la 

doxycycline, par homologie avec les mécanismes de résistance déployés par les bactéries, 

sans succès. Des données sur la résistance aux dérivés de l’artémisinine (ART) au 

Cambodge suggèrent que ces phénotypes résistants seraient le fait de la survenue de divers 

évènements indépendants [74]. Une approche publiée récemment [70] afin de déterminer 

des marqueurs moléculaires de résistance aux ART a consisté à étudier l’acquisition de 

mutations induites spécifiquement en laboratoire pendant 3 ans par une technique de 

pression de sélection appliquée sur des isolats capables de survivre à de fortes doses 

d’ART. La mise en évidence des marqueurs moléculaires de résistance potentiels a été 

obtenue après séquençage du génome complet. Huit mutations sur 7 gènes ont été 

préalablement décrites. Il s’agissait ensuite de les mettre en évidence sur des isolats 

cliniques. Les polymorphismes du propeller K13 ont été retenus comme marqueurs 

moléculaires de résistance aux dérivés de l’artémisinine, dont l’évaluation doit être 

généralisée sur d’autres zones géographiques afin d’objectiver l’étendue de cette 

résistance. Cette démarche scientifique et épidémiologique, extrêmement chronophage et 

complexe, permet d’observer et de décrire de façon optimale les capacités d’adaptation et 

de réaction de Plasmodium. Généralisée à plusieurs molécules antiplasmodiales parmi 

lesquelles certains antibiotiques, elle doit permettre de mettre en évidence des marqueurs 

moléculaires de résistance incontestés, afin d’anticiper l’émergence de résistance. 
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