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Liste des abréviations

ACT : Artemisinin-based combination therapy
ADN : Acide désoxyribonucléique
AQ : Amodiaquine
CASS : Centre d’animation sanitaire et social
Ci50: Concentration inhibitrice médiane
CPN : Consultation prénatale
DNA : Deoxyribonucleic acid
DHFR : Dihydrofolate réductase
DHPS : Dihydroptéroate synthétase
FPN : Faible poids de naissance
HIV : Human immunodeficiency virus
IQR : Interquartile range
IPT : Intermittent preventive treatment
IPTi : Intermittent preventive treatment for infants
IPTp : Intermittent preventive treatment in pregnancy
IUGR : Intrauterine growth retardation
NGS : Next generation sequencing
OMS : Organisation mondiale de la santé
ONG : Organisation non gouvernementale
PCR : Polymerase chain reaction
Pf : Plasmodium falciparum
pfdhfr : Plasmodium falciparum dihydrofolate reductase
pfdhps : Plasmodium falciparum dihydropteroate synthetase
PMA : Pregnancy associated malaria
PMC : Perennial malaria chemoprevention
PNLP : plans nationaux de lutte contre le paludisme
RCIU : Retard de croissance intra-utérin
RDC : République démocratique du Congo
RDT : Rapid diagnostic test
SMC : Seasonal malaria chemoprevention
SP : Sulfadoxine-pyriméthamine
TDR : Test de diagnostic rapide
VIH : Virus de l’immunodéficience humaine
WHO : World health organisation
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Introduction

Le paludisme est toujours grevé d’une mortalité et morbidité importante en zone

d’endémie, principalement en Afrique sub-saharienne. En 2020, il y a eu environ 241

millions de cas de paludisme dans le monde ayant causé presque 627 000 décès(1).

Deux groupes de population sont particulièrement à risque : les enfants et les

femmes enceintes.

1- Le paludisme gestationnel et ses conséquences

Le paludisme gestationnel est un problème de santé publique majeur en zone

endémique palustre (2). Il est estimé que 27% à 45% des femmes enceintes vivant

en zone d’endémie développeraient un paludisme gestationnel en l’absence de

mesures de protection (3)(4). En 2020, selon le World Malaria report, 11.6 millions

de femmes enceintes africaines ont été exposées à un paludisme gestationnel (5).

Le risque de développer un accès palustre est accru pendant la grossesse et celui-ci

sera plus fréquemment grave même chez des femmes ayant une forte prémunition.

Même si le risque pour le fœtus est prépondérant au 2ème et 3ème trimestre de la

grossesse, il est maintenant démontré que l’infection est délétère dès le premier

trimestre de grossesse (6). Les effets sont principalement dus à l'infection par

Plasmodium falciparum (Pf) mais sont aussi décrits à moindre échelle pour les

autres espèces de Plasmodium.

Les conséquences, à la fois chez la mère et chez le fœtus, sont détaillées par la

suite et résumées dans la Figure 1.
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Figure 1 : Résumé des complications du paludisme gestationnel. (2)

Conséquences chez la mère

Le paludisme gestationnel est responsable d’approximativement 10 000 morts

maternelles chaque année et constitue donc une des principales causes de mortalité

maternelle en Afrique (2)(7). Il est estimé qu’environ 15% des décès maternels en

Afrique sub-saharienne sont liés au paludisme (8). En effet, on constate pendant la

grossesse un risque accru d’accès palustre grave et de neuro paludisme (9)(10),

avec des infections d’autant plus sévères si les femmes sont primipares ou vivent en

zone de transmission saisonnière (paludisme instable).

Pendant la grossesse, la fréquence de portage du parasite et la densité parasitaire

sont augmentées. Cela est en lien avec une séquestration des hématies parasitées

au niveau du placenta et des capillaires cérébraux. Cette séquestration est en partie

expliquée par l’existence de VAR2CSA, une protéine parasitaire exprimée sur les

hématies qui se fixe au chondroïtine sulphate A au niveau du placenta (11) et
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augmente la séquestration parasitaire. En effet, l’expression de la chondroïtine

sulfate A par le placenta, pendant la grossesse, entraîne une sélection des variants

de Pf exprimants VAR2CSA qui sont habituellement éliminés chez les patientes non

gestantes. L’infection est donc souvent plus grave chez les primipares, en lien avec

une absence de reconnaissance de VAR2CSA par les anticorps maternels. La

production plus rapide et plus importante d’immunoglobulines anti-VAR2CSA chez

les multipares semble permettre une meilleure protection et une diminution des

complications.

Par ailleurs, en zone de paludisme instable, la prémunition moins importante est

également impliquée dans l’augmentation de la morbidité-mortalité de l’infection. La

prémunition permet une meilleure réponse de l’hôte lors d’infections répétées, mais

cette dernière se perd rapidement dès que l’exposition au parasite disparaît.

Enfin, le paludisme gestationnel induit une anémie persistante qui sera aggravée

lors de l’accouchement avec une augmentation du risque de décès par hémorragie.

Conséquences sur l’issue de la grossesse

Un nombre important d’avortements spontanés et de mortinaissances sont en lien

avec le paludisme gestationnel particulièrement lors des accès fébriles. Il est estimé

que le risque d’avortement spontané ou de morts-nés est multiplié par 1.47 à 1.9 en

cas de paludisme gestationnel (le risque étant le plus important si il y a atteinte

anatomopathologique du placenta). Le nombre réel de fausses couches/morts nés

n’est pas connu mais des études permettent de l’estimer à environ 200 000 par an

(12).

Le risque d’accouchement prématuré est également augmenté et semble survenir le

plus souvent  lors de parasitémies élevées (13).

Conséquences chez l’enfant

Chez l’enfant, la séquestration des hématies parasitées dans le placenta entraîne

une altération des échanges entre la mère et le fœtus dès 8 semaines de grossesse.

Ces altérations sont en lien avec une inflammation au niveau du placenta et une

inhibition de la migration trophoblastique entraînées par l’infection. Associée à

l’anémie chronique entraînée chez la mère, l’atteinte placentaire crée un sur-risque
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chez le fœtus de retard de croissance intra-utérin (RCIU) et de faible poids de

naissance (FPN = poids de naissance < 2.5kg selon OMS).

Or, les FPN sont un réel problème de santé publique en Afrique sub-saharienne.

Environ 20% d’entre eux, soit 819 000 enfants, seraient dus au paludisme

gestationnel (14) (5). Ils entraînent un risque de mauvais développement cognitif

chez l’enfant et surtout une augmentation de la mortalité infantile. Il est estimé

qu’environ 11% (15) de la mortalité néonatale (décès avant 1 mois de vie) en Afrique

sub-saharienne et 5 à 7% de la mortalité infantile (16) seraient en lien avec un RCIU

et/ou un FPN dus à une infection par Pf au cours de la grossesse (tableau 1 et figure

2).

Par ailleurs, il a été démontré que le paludisme gestationnel pouvait être

responsable d’une susceptibilité accrue à certaines infections chez l’enfant. En effet,

il a été mis en évidence une altération du transfert passif d’anticorps maternels au

fœtus par l’atteinte placentaire de Pf. Cette altération est responsable d’une

diminution des capacités du nouveau-né à se défendre contre de nombreux germes

tels que la rougeole et le tétanos (17).

Le paludisme gestationnel est également associé à un sur-risque de transmission

materno-foetale du VIH via une augmentation de la charge virale VIH sanguine et

placentaire (18)(19). Une augmentation de l’expression du récepteur CCR5

(permettant l’entrée du VIH dans les cellules) a été mise en évidence au niveau des

macrophages des placentas infectés par Pf (20) et explique en partie ce

phénomène.
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Tableau 1 : Estimation du nombre de grossesses affectées par le paludisme gestationnel et du
nombre de FPN attribuables au paludisme en Afrique sub saharienne d’après l’OMS. World malaria

report 2019 (21)

Figure 2 : FPN attribuables à un paludisme gestationnel (en marron) et FPN non attribuables au
paludisme (en orange) en 2018 en fonction des régions d’endémie palustres. World malaria report

2019 (21)
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2- Le paludisme infantile

Le paludisme infantile est particulièrement meurtrier en Afrique sub-saharienne. Il

est estimé que 77% (soit environ 482 000 enfants) de la mortalité directe du

paludisme en 2020 concernait des enfants de moins de 5 ans (5). Il s’agit de la

première cause de mortalité infantile en Afrique de l’ouest et centrale avec 18% de la

mortalité des enfants de moins de 5 ans due à des accès palustres (22).

Les enfants en zone d’endémie n’ont pas encore eu le temps de développer une

prémunition et sont donc plus susceptibles aux accès palustres graves avec

atteintes neurologiques, acidose, détresse respiratoire, anémie sévère… L’évolution

est souvent rapidement fatale et les ressources médicales limitées en Afrique

sub-saharienne empêchent l’administration des antipaludiques à temps.

3- La prévention du paludisme gestationnel et infantile

Plusieurs facteurs ont été évalués pour diminuer l’impact du paludisme chez les

femmes enceintes et les jeunes enfants. La lutte anti-vectorielle contre l’anophèle

constitue un axe majeur de la stratégie. Depuis le début des années 2000, des

programmes de distribution de moustiquaires imprégnées d’insecticides sont

déployés par les PNLP (plans nationaux de lutte contre le paludisme) pour protéger

les femmes enceintes et les jeunes enfants. Les moustiquaires sont distribuées

gratuitement dans les dispensaires lors des consultations prénatales (CPN), suivant

les recommandations de l’OMS.

Le deuxième axe majeur de cette lutte est constitué par la chimioprophylaxie chez

les femmes enceintes et les jeunes enfants. Trois programmes existent et sont

recommandés par l’OMS (23) : la PMC (Perennial Malaria Chemoprevention,

anciennement connue sous le nom d’IPTi) depuis 2010; la SMC (Seasonal Malaria

Chemoprevention) et l’IPTp (Intermittent Preventive Treatment in pregnancy) depuis

2012.

L'IPTp concerne l’ensemble des femmes enceintes à partir du 2ème trimestre de

grossesse, la SMC concerne les enfants vivant en zone de paludisme saisonnier

jusqu’à l’âge de 6 ans et la PMC concerne les enfants vivant en zone de
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transmission permanente du paludisme jusqu’à l’âge de 1 an. En zone de

transmission permanente, le risque de décès prédomine avant 1 an puis diminue

avec l’acquisition d’une prémunition. En zone de paludisme instable (transmission

saisonnière au cours de la saison des pluies), le risque d’accès palustre sévère

perdure plus longtemps devant une exposition plus aléatoire au parasite avec une

prémunition d'acquisition plus tardive.

Ces 3 programmes de prophylaxie utilisent comme traitement de base la

sulfadoxine-pyriméthamine (SP) donnée une fois par mois qui sera associée à

l’amodiaquine (AQ) dans le SMC et le PMC. La SP associe deux molécules à longue

demi-vie qui fonctionnent en bloquant 2 enzymes parasitaires : la dihydroptéroate

synthétase ou DHPS (bloquée par la sulfadoxine) et la dihydrofolate réductase ou

DHFR (bloquée par la pyriméthamine) (24). Ces deux enzymes permettent la

synthèse par le parasite de l'acide tétrahydrofolique (dérivé de la vitamine B9) qui

est un donneur de méthyl et de radicaux monocarbonés servant à la construction du

squelette des bases puriques de l’ADN.

L’amodiaquine est une amino-4-quinoléine, antipaludique de synthèse apparentée à

la chloroquine (25). Elle est donnée chez les jeunes enfants en prophylaxie mais

n’est pas recommandée chez la femme enceinte devant l’absence de données

d’utilisation et un risque de toxicité nottament hépatique.

Ces stratégies de chimioprophylaxie ont été choisies pour plusieurs raisons (26) :

- des associations de molécules pour limiter les échecs dus à des résistances

et limiter leurs émergences,

- leurs coûts relativement faibles,

- leur sécurité d’utilisation,

- l’absence de dérivés de l'artémisinine (ACT), conservés pour le traitement

curatif, devant le risque majeur que constitue l’émergence de résistances à

ces molécules.

Plusieurs études ont démontré l’efficacité de la prise de la SP pendant la grossesse

sur les FPN, l’anémie, l’atteinte placentaire et la prématurité (27)(28). Le schéma

recommandé est d’au moins 3 prises au cours de la grossesse à partir du 2ème

trimestre en espaçant les prises d’un mois minimum. Il n’y a pas de prise prévue au
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premier trimestre devant un risque important, sous traitement, de malformations

chez le fœtus via des anomalies de fermeture du tube neural. Le schéma actuel de

chimioprophylaxie est recommandé par l’OMS depuis 2012 mais on note des débuts

d’utilisation de la SP en prophylaxie dès 1998 selon des schémas différents. La

diffusion de cette pratique s’est faite progressivement à l’ensemble des pays

endémiques, le Cameroun l’a adoptée en 2004.

La population cible de l’IPTp est d’environ 30 millions de femmes enceintes chaque

année d’après l’OMS, mais on constate que l’observance est très imparfaite. La

figure 3 résume le pourcentage de femmes enceintes prenant réellement la SP et

réalisant les consultations prénatales recommandées. A noter, une diminution des

prises de SP et des suivis de grossesse en 2020 qui serait en lien, au moins en

partie, avec la pandémie SarS-CoV2.

Concernant la SMC, 31 millions d’enfants étaient éligibles en 2020 et 19 millions

(soit 62%) ont pu en bénéficier. Malheureusement aucune donnée n’est disponible

pour la PMC car peu de pays ont mis ces recommandations en application(5).

Figure 3 : Pourcentage de femmes enceintes en Afrique sub-saharienne ayant fait au moins une

consultation prénatale (CPN) ou ayant pris 1, 2 ou 3 doses de SP pendant leur grossesse de 2010 à

2020. World malaria report 2021 (5)
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4- Les résistances à la SP

Les propriétés antipaludiques de la sulfadoxine et de la pyriméthamine ont été

découvertes dans les années 1940 et des dérivés de ces molécules furent utilisés en

monothérapie dès les années 1950 dans plusieurs régions du monde (29). Devant

l’apparition rapide de résistances avec ces monothérapies, elles restèrent peu

utilisées et la chloroquine demeura le traitement de première intention du paludisme

jusqu'aux années 1990. La propagation de la résistance à la chloroquine rendit alors

cette molécule inutilisable et la bithérapie par SP émergea comme une nouvelle

alternative de première intention dans le traitement curatif de l’accès palustre. Mais

des résistances à la SP se développèrent rapidement, entraînant des échecs

médicamenteux, et celle-ci fut remplacée par d’autres molécules telles que la

méfloquine puis les thérapies à base de dérivés de l’artémisinine (ACT). Cependant,

la SP conserve une efficacité en traitement prophylactique et est, depuis le début

des années 2000, utilisée principalement dans ces indications.

Les résistances à la SP chez Pf sont causées par des mutations au niveau des

gènes codants pour les 2 enzymes cibles de la SP, pfdhfr (plasmodium falciparum

dihydrofolate reductase) et pfdhps (plasmodium falciparum dihydropteroate

synthetase) (30)(31). Nous décrirons uniquement les changements des séquences

d’acides aminés induits par chaque polymorphisme de nucléotide simple (SNP). Le

code des acides aminés avec les lettres correspondantes est disponible en annexe.

Six mutations potentiellement associées à une résistance sont décrites pour pfdhps:

I431v, S436a, A437g, K540e, A581g et A613s. Pour pfdhfr, cinq mutations sont

connues : C50r, N51i, C59r, S108n, I164l. Une seule de ces mutations ne suffit pas

pour développer un échec thérapeutique mais des travaux semblent montrer que

l’accumulation de plusieurs de ces mutations est associée à une augmentation du

niveau de résistance (32)(33).

L’allèle pfdhfr combinant les trois mutations N51l, C59r et S108n, créant le mutant

CirnI, confère une résistance importante à la pyriméthamine. Il entraîne une

diminution de l’effet protecteur de la SP chez la mère mais l’IPTp conserve ses effets

bénéfiques sur le fœtus.
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Cet allèle s’est propagé rapidement ces dernières années et sa présence est

maintenant constatée dans toute l’Afrique sub-saharienne. En plus de ces mutations

sur pfdhfr, la présence de mutations sur pfdhps, telles que A437g, A540e ou A581g,

est associée à des échecs de la prophylaxie (32)(34).

Devant l’explosion de la prévalence des parasites mutés, l’effet bénéfique de l’IPTp

sur la santé publique est remis en cause dans plusieurs régions d’Afrique (35). En

Afrique de l’Est, le quintuple mutant associant l’allèle CirnI de pfdhfr aux mutations

A437g et K540e sur pfdhps est fortement incriminé et sa prévalence est associée à

une nette diminution de l’effet de la prophylaxie sur les poids de naissances avec

une relation qui semble linéaire. Dans une méta-analyse de van Eijk et al reprenant

57 études sur près de 30 ans (36), on retrouve une disparition de l’effet protecteur

de la prophylaxie par la SP sur les FPN, dans les zones de forte prévalence de

sextuples mutants (combinaison de l’allèle CirnI de pfdhfr avec les mutations de

pfdhps A437g, A540e et A581g). En effet, l’effet protecteur disparaît quand la

prévalence de la mutation A540e dans la population est supérieure à 90% et qu’elle

est associée, dans plus de 10% des cas, aux mutations  A437g et A581g.

Devant ces données inquiétantes, des travaux ont été effectués en Afrique, étudiant

les prévalences des mutations clés dans chaque région, afin de prédire de possibles

diminutions locales d’efficacité de la prophylaxie. Une étude récente par Flegg JA et

al (37) a compilé les résultats d’études publiées entre 1990 et 2020 et a établi une

carte avec une estimation des prévalences de 3 mutations clés de pfdhps : A540e,

A581g et A437g (Figure 4). Comme on peut le voir, la mutation A540e est

principalement retrouvée en Afrique de l’est et australe mais impacte peu l’Afrique

de l’ouest et centrale. Les mutations A581g et A437g ont une répartition plus

ubiquitaire.

Également, un site internet élaboré par “the london school of hygiene and tropical

medicine” et soutenu par de nombreuses ONG, compile les données disponibles

pour fournir une idée la plus précise possible de la prévalence de chaque variant

dans les différentes régions d’Afrique. Il est accessible via ce lien:

https://drugresistancemaps.org/ (38) et est mis à jour fréquemment.
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Il existe cependant de nombreux génotypes pour lesquels le phénotype de

résistance à la SP induit reste inconnu. En effet, la Ci50 (concentration inhibitrice

médiane) de la sulfadoxine ne pouvant pas être établie de manière fiable et les

corrélations entre Ci50 in vitro et efficacité clinique étant très hasardeuses, des

études cliniques sont indispensables pour connaître les phénotypes de résistances

associés à chaque génotype (39)(40).

Dans une étude menée en 2010 au Cameroun (41), six ans après l’implémentation

de l’IPTp au niveau national, un nouvel octuple mutant de Pf a été mis en évidence.

Il combine l’allèle de pfdhfr CirnI avec les mutations I431v, S436a, A437g, A581g,

A613s de pfdhps formant l’allèle vagKgs. Au moment de l’étude, la prévalence

retrouvée de ce nouveau mutant était faible (3%) et aucune sélection par un

traitement préalable par SP n’était retrouvée. Depuis, d’autres travaux ont signalé la

présence de cet octuple mutant en Afrique centrale et de l’ouest notamment au

Ghana, en RDC et au Nigéria (42)(43)(44).

Nous avons voulu évaluer la prévalence de ce nouveau mutant au Cameroun 10 ans

plus tard et décrire le comportement des parasites porteurs de ce génotype sous

pression par la SP. En effet, le Cameroun, comme la plupart des pays d’Afrique

centrale et de l’ouest, est peu affecté par les résistances conférées par la mutation

A540e de pfdhps (figure 4). Cependant, de nombreuses études montrent une

augmentation globale en prévalence des autres mutations connues, avec une

distribution quasi ubiquitaire de l’allèle pfdhfr CirnI. Il est crucial de savoir si ces

nouveaux variants, et notamment l’octuple mutant, ont un impact sur l’efficacité de la

SP.
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Figure 4 : Prévalence de 3 mutations clés  de pfdhps sur le continent Africain d’après des données

compilées de 1980 à 2020 (37)
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Description et Résumé du projet

Nous avons souhaité réaliser un état des lieux de la prévalence des haplotypes de

pfdhfr/pfdhps présents à Yaoundé au Cameroun. Un intérêt particulier était porté

pour l’octuple mutant associant l’allèle CirnI de pfdhfr à l’allèle vagKgs de pfdhps.

L’objectif concernant ce génotype était d’obtenir une indication sur son phénotype de

résistance en recherchant une éventuelle sélection par la SP.

Pour cela, nous avons mis en place un protocole d’étude observationnelle au Centre

d’animation sanitaire et social de Nkolndongo (CASS), dans un quartier populaire de

Yaoundé au Cameroun (figure 5). Nous avons récolté les échantillons sanguins de

l’ensemble des femmes enceintes qui se sont présentées en consultation ou à la

maternité avec des symptômes compatibles avec un paludisme (fièvre, symptômes

digestifs, menace d’accouchement prématuré, fausses-couches…) et un TDR (test

de diagnostic rapide) positif avec au minimum la bande HRP2 (protéine spécifique

de Pf). Chaque femme incluse a répondu à un questionnaire permettant de colliger

plusieurs informations dont la prise préalable de SP, les mesures prophylactiques

appliquées quotidiennement, la parité… (cf annexe 1). La coopération avec les

personnels du CASS s’est faite progressivement. Les équipes (techniciens,

infirmiers et sages-femmes) ont été formées par nos soins pour la récolte des

échantillons et le recueil des données.

Les échantillons ont ensuite été ramenés à Toulouse pour extraction de l’ADN de Pf,

amplification des gènes pfdhfr et pfdhps, séquençage par méthodes SANGER puis

analyse. L’ensemble des manipulations a été effectué par nos soins à l’Institut

Toulousain des Maladies Infectieuses et Inflammatoires (Infinity) de l’Inserm en

dehors des séquençages qui ont été envoyés à Genoscreen.

Implication personnelle dans le projet

Ma participation au projet a concerné l'ensemble des étapes :

- la mise en place du protocole d’étude au Cameroun,

- la réalisation des extractions d’ADN et PCR,

- l’analyse des séquences, interprétation des données et rédaction de l’article.
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Figure 5 : Situation de Yaoundé sur une carte et plus précisément du Cass de Nkolndongo.

disponible: https://fr.dreamstime.com/
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Malaria in pregnancy : Study of the prevalence of a new pfdhfr/pfdhps
haplotype emerging in Cameroon

Abstract

We investigated the effects of sulfadoxine-pyrimethamine chemoprophylaxis in

pregnant women on selecting the new pfdhfr/pfdhps octuple mutant (N51i, C59r,

S108n + I431v, S436a, A437g, A581g, A613s) which as emerged in West and

Central Africa. We found that SP has a high selection power suggesting a high level

of resistance of P. falciparum parasites carrying this genotype.

Introduction

Pregnancy-associated malaria (PMA) remains a major public health issue in

Plasmodium falciparum endemic countries (1). To avoid this risk, intermittent

preventive treatment with sulfadoxine-pyrimethamine (IPTp-SP) was adopted in most

African endemic areas (2).

Nevertheless, effectiveness of this SP prophylaxis is compromised by the

development of parasite resistance notably due to mutations in the Plasmodium

falciparum dihydrofolate reductase (pfdhfr) and Plasmodium falciparum

dihydropteroate synthetase (pfdhps) genes which encode enzymes targeting

pyrimethamine and sulfadoxine, respectively (3,4). Five main single nucleotide

polymorphisms (SNPs) associated with resistance have been described for pfdhps

(S436a, A437g, K540e, A581g and A613s) and for pfdhfr (C50r, N51i, C59r, S108n,

I164l). Several studies have shown that the more mutations in these two genes are

associated, the more resistant to treatment the parasite becomes (5,6).

A new mutation of pfdhps, I431v, was identified in Nigeria in 2009 (7), then in

Cameroon (8) and later in several countries of Central and West Africa. This

mutation was mostly found in association with 4 other SNPs on pfdhps (S436a,

A437g, A581g, A613s) forming a quintuple mutant (vagKgs) that is almost always
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associated with the already resistance conferring triple pfdhfr mutant CirnI (C50r,

N51i, S108n) widely spread in Africa. The prevalence of this new genotype seems to

be increasing in recent years, according to the Oguike study in Nigeria (9), which

raises the question of its impact on SP resistance. The high number of mutations (n=

5 + 3) could suggest a high level of resistance similar to the genotype found in

Eastern and Southern Africa (10) associating the A437g, K540e, A581g and/or

A613s pfdhps mutations with pfdhfr triple mutant CirnI. A decreased efficacy not only

of IPTp-SP, but also of seasonal malaria chemoprevention (SMC) with SP plus

amodiaquine (SP+AQ) would be dramatic since no alternative to SP has yet been

validated.

The aim of this work was to assess the prevalence of the pfdhfr/pfdhps octuple

mutant (N51i, C59r, S108n + I431v, S436a, A437g, A581g, A613s) in two groups of

PMA, one that took IPTp-SP and one that did not.

Material and Methods

Study design and participants
We conducted a prospective study in one of the major maternity hospitals of

Yaounde (Cameroon), “CASS de Nkolndongo”, between june 2019 and june 2020,

sixteen years after the introduction of IPTp SP as a national policy.

The CASS (Centre d’animation sanitaire et social) is one of the biggest maternity

centers of Yaounde with approximately 4000 births each year. It’s located in a

popular neighborhood in the center of the city but women come from all over the city

to give birth there. The CASS follows women during their pregnancy in prenatal

consultations and administers IPTp SP according to WHO recommendations.

Every woman that presented to the CASS with symtoms of malaria (ie fever,

headache, preterm contractions, miscarriage, digestive discomfort) during the period

of the study was given a malaria diagnostic test. We included the ones with

diagnosed plasmodium falciparum malaria and ongoing pregnancy. All of them gave

informed consent to participate.
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We considered the diagnosis of plasmodium falciparum malaria if at least one of the

following tests was positive: rapid diagnostic test (RDT) with at least the pf band or a

positive thick smear with confirmation on a thin blood film.

For each included patient, a drop of blood was collected on a filter paper (Whatman®

FTA® Elute)  for future DNA conservation and pfdhfr/pfdhps sequencing.

At the same time, a form collecting the factors of interest was given to the patient

and filled with the help of the nurse or lab technician. It was elaborated by two

separate investigators in Toulouse and recorded SP intakes during the current

pregnancy, use of mosquito nets, previous malaria attacks during this pregnancy,

HIV status, neighborhood of residency and other characteristics that could influence

our outcomes.

DNA Extraction
DNA was extracted from the filter papers following the Whatmann FTA elute

extraction protocol (11).

PCR and Sanger Sequencing
Screening for mutations of pfdhfr and pfdhps genes was performed as previously

described (12, 13), with minor modifications. The Veriti 96-Well Thermocycler

(Applied Biosystems) was programmed as follows: denaturation at 95°C for 15 min

for the first cycle, and for 60 s for the subsequent 30 cycles; annealing at 50°C

(pfdhfr) or 52°C (pfdhps) for 90 s for the first cycle and 60 s for the subsequent 30

cycles, plus an extension at 72°C for 60 s for 31 cycles. Then, 1 µl of amplified

product was used in the nested PCR, with following program: 95°C for 15 min for

initial denaturation, 95°C for 60 s, annealing at 50°C (pfdhfr) or 46°C (pfdhps) for 90

s for the first cycle and 60 s for the subsequent 45 cycles, plus an extension at 72°C

for 46 cycles. The product was sequenced using an ABI PRISM 3730XL Genetic

Analyzer (Applied Biosystems).

The sequences obtained were analyzed for nucleotide changes at each identified

SNP by two separate investigators using the BioEdit sequence alignment editor®

version 7.2. For monoclonal samples (i.e., one signal for each nucleotide), one allele

could be determined unequivocally. In the case of multiclonal infections, we
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considered only the major genotype if it was present with at least a two-to-one ratio

(i.e., the signal of the minor sequence was less than half the intensity of the major

one). Multiclonal infections with smaller ratios were excluded and considered as

mixed infections.

Ethic and statistical analysis
All procedures involving human subjects used in this study were approved by the

Cameroonian National Ethical Committee (statements no. 230/CNE/SE/2010).

Data were analyzed with SigmaStat for Windows version 2.03®. Data that are not

normally distributed are displayed as median (IQR) values and were compared using

a Mann–Whitney U-test for two-group comparisons. Proportions were compared

using the χ2 test or Fisher’s exact test as appropriate. A comparison was considered

statistically significant if the p value was ≤0.05.

Results

Of the 205 pregnant women included in the study, 46 were excluded from the

analysis: 26 because of sequencing failure presumably due to a low parasite load

and 20 because of mixed infections making genotype identification hazardous.

A total of 159 patients were evaluated, 70 who had already taken at least one course

of SP during their current pregnancy (group SP+) and 89 who had not taken SP

during this pregnancy (group SP-) (Figure 1).
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Figure 1: Flow chart

The two groups (SP- and SP+) were not significantly different in terms of age,

primiparity, multiplicity of infection (7.2% versus 12.7%; p < 0.18), and sequencing

failure (12.6% versus 12.7%; p < 0.94) (Figure 1). In contrast, at the time of

inclusion, women in the SP+ group had a higher number of weeks of amenorrhoea

and used a bednet more frequently. These last two observations could be explained

by the fact that the first dose of IPTp SP was only prescribed at the beginning of the

second trimester and that a bednet was frequently offered during the first prenatal

consultation. Regarding HIV status, HIV-positive patients tended to be more

represented in the SP- group, which is explained by the fact that

immunocompromised HIV-positive patients were already receiving co-trimoxazole

prophylaxis which contraindicates the use of SP due to their redundant mechanisms

of action (2).
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SP-

(n=89)

SP+

(n=70)
P-value

Age (years), median [IQR] 25 [21-29] 25 [21-29] 0.89a

Primigravity, % 25.9 34.3 0.25b

Weeks of amenorrhoea, median [IQR] 17 [12-22] 31 [25-34] < 0.001a

HIV +, % 7.9 1.4d 0.14c

Bet net use, % 61.4d 77.1 0.034b

a Mann Whitney test

b Chi-square test

c Fisher’s exact test

d missing data for 1 patient

Table 1: Characteristics of patients

The distribution analysis of the different SNPs in the two groups (SP-/SP+) shows

that the 4 SNPs, I431v, A437g, A581g and A613s are strongly associated with the

SP+ group (Table 2).

The prevalence of the combined pfdhfr (codons 50, 51, 59, 108, 164) and pfdhps

(codons 431, 436, 437, 540, 581, 613) alleles in both SP- and SP+ groups is

described in Table 3. For pfdhfr, 99.4% of patients were infected with the triple

mutated allele CirnI (N51i, C59r, S108n) (Table 3), so for the following results, we will

only consider pfdhps alleles associated with CirnI pfdhfr allele.

Only the vagKgs allele is significantly overrepresented in the SP+ group (21.4%

versus 3.4%; p < 0.001), while the quadruple mutant, ISgKAA, known to be less

susceptible to SP (10) and widely distributed in this area, seems less abundant in the

SP+ group (48.6% versus 64.0%; p = 0.0503). These results suggest that IPTp-SP

efficacy is less affected by the ISgKAA allele than the vagKgs one.
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The resistance does not seem to be based solely on the I431v mutation. In fact, the

prevalence of the vagKAA allele is identical to that of the vagKgs allele in the SP-

group, but is not selected in the SP+ group. Similarly, the A581g and A613s

mutations alone do not seem to be sufficient to confer this resistance, as the IaAKgs

or ISgKgs allele are not over-represented in the SP+ group. Concomitance of SNPs

seems required for resistant phenotype expression.

Mutated amino-acids are in bold.

a Calculated by chi-square test.
b Calculated by Fisher’s exact test.

Table 2: Prevalence of Single Nucleotide Polymorphisms in pfdhfr and pfdhps genes in both

SP- and SP+ groups
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Allele group

Pfdhfr Pfdhps

Number

of

mutation

SP-

n (%)

SP+

n (%)
p value

CNCnI ISgKAA 2 0 (0) 1 (1.4) 0.44b

CirnI ISAKAA 3 4 (4.5) 0 (0) 0.13b

CirnI IaAKAA 4 7 (7.9) 2 (2.9) 0,30b

CirnI ISgKAA 4 57 (64.0) 34 (48.6) 0.0503a

CirnI IagKAA 5 11 (12.4) 7 (10.0) 0.64a

CirnI ISgeAA 5 1 (1.1) 3 (4.3) 0.32b

CirnI ISgKgs 6 1 (1.1) 2 (2.9) 0.156b

CirnI IagKAs 6 1 (1.1) 3 (4.3) 0.32b

CirnI IaAKgs 6 1 (1.1) 0 (0) 1.000b

CirnI vagKAA 6 3 (3.4) 3 (4.3) 1.000b

CirnI vagKgs 8 3 (3.4) 15 (21.4) < 0.001 b

Total 89 70

Wild amino-acids are in majuscule and mutated amino-acids in minuscule and bold.

a Calculated by chi-square test.
b Calculated by Fisher’s exact test

Table 3: Prevalence of combined pfdhfr (codons 50, 51, 59, 108, 164) and pfdhps (codons
431, 436, 437, 540, 581, 613) alleles in both SP- and SP+ groups.
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Discussion

Ten years earlier, Chauvin et al. carried out a similar study in the same maternity

hospital with a similar methodology (8). The prevalence of the octuple mutant in the

SP- group was not different in the two studies (2.0% versus 3.4%). Surprisingly,

while there was no difference between the SP- and SP+ groups in Chauvin’s study

(2% versus 4.1%; p=0.614), the prevalence of the octuple mutant in the SP+ group

was markedly higher in our study (3.4% vs 21.4%, p<0.001). The smaller number of

samples in the 2010 study cannot in itself account for the extent of this discrepancy.

One hypothesis would be that the prevalence of the octuple mutants has increased

since 2010, even in the SP-unexposed general population, but their detection could

have passed under the radar. Indeed, octuple mutant parasites may suffer the cost

of resistance. Competition with susceptible parasites (in absence of treatment) could

reduce their density making them undetectable with poor sensitive tools (14, 15).

This competition between parasites is particularly important when the multiplicity of

infections is high, a situation frequently observed in a high-level transmission area

(16) such as the south of Cameroon (14). The persistence of this octuple mutant

amongst the human host in absence of SP pressure may be related to the ability of

the mosquito vector to favour minority clones during the sexual cycle of

P. falciparum, as it was shown for the pfcrt K76T mutant allele (17). If this was the

case, an increase in prevalence of these octuple mutants would only be visible under

selective pressure by SP.

Conclusion

The strong selection of the CirnI / vagKgs haplotype by SP suggests a high

resistance level of this mutant to SP. This could compromise the efficacy of IPTp-SP

but also of SMC (AQ + SP) now widely implemented and recognized as highly

effective in protecting young children from seasonal malaria throughout the Sahelian

belt (18). Further studies are now required to determine the real impact of such

parasites on SP prophylaxis, but also their distribution area and prevalence.
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Discussion et conclusion

La sélection de mutants résistants par les antipaludiques représente un frein

important dans la lutte contre le paludisme dans le monde. La progression rapide de

la résistance à la chloroquine dans les années 1990 a abouti à l’utilisation de la SP

comme traitement de première ligne de l’accès simple. Cette large utilisation de la

SP en traitement curatif a rapidement entraîné la sélection de mutations, d’abord sur

le gène pfdhfr puis sur pfdhps. Devant l’importance des échecs thérapeutiques, un

switch vers les ACT a été opéré progressivement (29) . Cependant la SP conserve

une efficacité en prophylaxie et est depuis le début des années 2000 utilisée dans la

prévention du paludisme gestationnel et infantile.

Dans ce travail, la sélection par la SP donnée en prophylaxie de l’octuple mutant de

Pf associant l’allèle de pfdhfr CirnI avec l’allèle de pfdhps vagKgs, montre

l’émergence d’un nouveau phénotype de résistance.

En comparant nos résultats à ceux de l’étude similaire de 2010 menée par Chauvin

et al. (41), nous mettons en évidence une augmentation nette de la prévalence de

l’octuple mutant chez les femmes enceintes de Yaoundé exposées à la SP (4.1% vs

21.4%, p<0.001). Cependant, cette différence disparaît si l’on compare les groupes

non exposés SP- (2% vs 3.4%, p=0.48). Ces derniers peuvent correspondre, en

extrapolant, à un échantillonnage de la population générale de Yaoundé non

exposée à la SP. Cette absence de différence entre les 2 études dans le groupe non

exposé ne peut être expliquée uniquement par un manque de puissance. Une

hypothèse qui peut être avancée est la non détection des parasites mutants

minoritaires chez les patientes non exposées à la SP. En effet, dans les zones de

forte endémie, dont fait partie le Sud du Cameroun, la plupart des infections

palustres sont dues à des infections polyclonales (45). Or, il a été mis en évidence

que lors d’infections polyclonales, les parasites mutés ont une diminution de fitness

par rapport aux sauvages (“prix à payer de la résistance”) (46). Ainsi, en l’absence

d’exposition à la SP, il est possible que les octuples mutants soient présents mais

minoritaires et donc indétectables avec un séquençage de type SANGER (détection

des populations minoritaires représentant au moins 20% de l’effectif). D’après cette

théorie, la prévalence des octuples mutants aurait donc bien augmenté dans la
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population générale mais ne deviendrait détectable qu’en présence d’une pression

de sélection par la SP qui renverserait le ratio de la densité parasites résistants/

parasites sensibles. Une analyse complémentaire des échantillons par NGS (Next

generation sequencing) pourrait permettre d’apporter des arguments en faveur de

cette théorie.

Dans la mesure où cette pression de sélection par la SP s’exerce sur un

sous-groupe de population très minoritaire (environ 1.7% de la population prenant la

SP à Yaoundé par an), il serait tout à fait vraisemblable que les clones de parasites

mutés soient amenés à disparaître dans la population générale, non soumise à une

pression de sélection (fitness négatif et recombinaison). Cependant, un mécanisme

de sélection des clones minoritaires de Pf par l’anophèle a récemment été mis en

évidence (47). Il semblerait que dans les zones avec une forte multiplicité des

infections, le moustique favoriserait la reproduction des génotypes minoritaires avec

comme principale avantage pour les parasites un maintien ou une augmentation de

leur diversité. On peut donc supposer qu’à l’arrêt de l’exposition à la SP, la

prévalence des mutants résistants retrouvés diminuerait, comme ce fut le cas dans

cette étude de Zhou et al. (48), mais que cette diminution ne serait qu’apparente. En

effet, les clones résistants ayant un fitness réduit seraient présents chez les

Hommes infectés mais en quantité indétectable. Ils resteraient sélectionnés par les

anophèles ce qui permettrait leur persistance et leur ré-émergence en cas de

réintroduction du traitement.

Dans notre échantillon, 99% des allèles de pfdhfr étaient des mutants CirnI. Il

semble que cet allèle, responsable d’une résistance au moins partielle à la

pyriméthamine (30) soit devenu l’allèle prédominant circulant à Yaoundé comme

cela a été retrouvé dans de nombreux travaux en Afrique sub-saharienne (42)(43)

(49). Les prévalences de plusieurs mutations connues de pfdhps semblent avoir

progressées et cela a permis la mise en évidence d’une sélection de plusieurs

d’entre elles par la SP. En effet, cette étude montre, pour la première fois à notre

connaissance, une sélection de 2 mutations clés de pfdhps: A613s et I431v et une

très probable sélection de S436a même si les résultats ne sont pas significatifs par

manque de puissance (p = 0.07). Des études précédentes avaient déjà pu montrer

la sélection des mutations A437g et A581g que nous retrouvons dans notre travail.
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Cependant, quand nous regardons de façon plus large les allèles de pfdhps

sélectionnés par la SP, une seule mutation ne semble pas être capable d’induire une

résistance mais c’est bien leur accumulation qui est en cause. En effet, seul l’allèle

combinant 5 mutations, vagKgs, est clairement sélectionné.

Ce travail comporte plusieurs limites. Premièrement, les données concernant

l’exposition à la SP étaient recueillies de façon déclarative au moyen d’un

questionnaire. Celles-ci étaient vérifiées par la consultation du carnet de santé

quand ce dernier était présent mais il y a néanmoins pu y avoir un biais de

mémorisation.

Par ailleurs, notre étude étant monocentrique, les données de prévalence ne

concernent que la ville de Yaoundé et sa périphérie. Des études de prévalence dans

d’autres régions d’endémie palustre sont à encourager afin d’évaluer plus

précisément la répartition de cet octuple mutant. En effet, la résistance à la SP

entraînée par cet haplotype pourrait provoquer une perte de l’effet protecteur de la

prophylaxie sur la santé publique à partir d’une certaine prévalence.

On remarque que l'on ne retrouve aucun octuple mutant chez les patientes vivant

avec le VIH dans cette cohorte. Ces patientes étaient régulièrement traitées par

cotrimoxazole pour la prévention de la pneumocystose et de la toxoplasmose. Ce

médicament ayant un mécanisme d’action fortement similaire à celui de la SP

(action sur DHFR et DHPS), l’administration de cette dernière était contre-indiquée

et seule une des patientes vivant avec le VIH de notre cohorte recevait de la SP. Les

données concernant l'existence de résistances croisées entre la SP et le

cotrimoxazole sont controversées. En effet, des études in vitro montrent une

sélection similaire des résistances par les 2 traitements (50) mais ces données ne

semblent pas se confirmer in vivo (51)(52). Une évaluation spécifique de la

prévalence de l’octuple mutant de Pf chez des patients vivant avec le VIH et traités

par cotrimoxazole au long cours serait nécessaire.

Enfin, nous n’avons pas pu évaluer l’impact qu’entraîne la présence de cet octuple

mutant sur l’issue de la grossesse. Il serait nécessaire d’évaluer s'il persiste un

bénéfice de la prophylaxie par la SP en présence de ces mutants résistants ou si

l’efficacité du traitement disparaît dans les zones de forte prévalence. En effet, pour
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le sextuple mutant associant l’allèle pfdhfr CirnI à l’allèle pfdhps ISgegA, il avait été

montré une perte de l’efficacité de la SP sur les FPN au-dessus d’une certaine

prévalence (36).  Il est possible que cela soit également le cas pour l’octuple mutant.

Devant la montée des résistances à la SP, qui remettent en cause l’efficacité de

cette prophylaxie, de nouveaux traitements ont été proposés et les ACT sont mis en

avant ces dernières années. Le traitement peut être pris dès le premier trimestre et

plusieurs études ont montré une bonne tolérance avec très peu d’effets indésirables

sur la grossesse ou le fœtus (53). Une étude randomisée a même retrouvé une

supériorité des ACT en prophylaxie (54).

Cependant, des résistances aux ACT émergent en Afrique (55). Une crainte majeure

est qu’une généralisation de l’utilisation de ces molécules en prophylaxie en zone

d’endémie (chez la femme enceinte ou le jeune enfant) accélère la propagation des

mutants résistants. Or, les ACT constituent pour l’instant nos meilleures armes dans

le traitement du paludisme et une progression de la résistance pourrait nous laisser

sans alternative. Par ailleurs, l’implémentation d’une stratégie de prophylaxie en

Afrique prend du temps et le changement de molécule n’est jamais immédiat.

Celui-ci pourrait mettre une dizaine d'années à se mettre en place et l’efficacité des

ACT risquerait de ne plus être la même d’ici là avec la progression de la résistance.

Conclusion

Cette étude clinique met en évidence une nette sélection par la sulfadoxine-

pyriméthamine de l’octuple mutant de l’haplotype pfdhfr/pfdhps (CirnI / vagKgs)

suggérant une résistance importante. Ces données pourraient remettre en cause

l’efficacité de la SP en prophylaxie chez la femme enceinte mais aussi chez le jeune

enfant dans le cadre des programmes SMC et PMC. Les conséquences sur la santé

publique de cette résistance seraient majeures avec des risques d'augmentation de

la mortalité infantile et maternelle dans les prochaines années. De nouvelles

stratégies de prévention doivent être envisagées de façon urgente.
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Annexe 1 : Liste des acides aminés avec lettre correspondante
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Annexe 2 : Questionnaire

N° Inclusion:                                Date inclusion:

NOM : |___|___|___| Prénom : |___|___|___|
(3 premières lettres) (3 premières lettres)
Date de naissance:

N° CCPN (numéro d’enregistrement du CASS):

Informations générales

ATCD (maladies chroniques) et traitements:

Statut VIH: Si positif, nombre CD4: Charge virale:
Traitement:
ATCD obstétricaux :
Nb grossesses:           Nb accouchements:             Enfants vivants / décédés:

Niveau formation : primaire -   collège -   lycée   -   université
Activité: salariée - commerçante - élève - étudiante - mère au foyer -
sans activité
Quartier d’habitation:

Données actuelles
Date dernières règles/ semaines d’aménorrhées:
Terme prévu:
Nombre d’accès palustre depuis le début de la grossesse:
Preuve diagnostic (TDR, GE):
Traitements antipaludiques pris et lieu de prise en charge:

Prévention du paludisme :

Avez-vous déjà pris de la SP au cours de cette grossesse?
Oui Non
Si oui, combien de fois?                 Dates et lieu de la délivrance:
Lieu où le traitement a été pris (domicile ou lors de la consultation):
Si pas de prise de SP, pourquoi ?

Protection anti vectorielle :
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Avez-vous des moustiquaires : Oui Non
Si non pourquoi ?

Si oui : Où sont-elles placées? - Autour du lit ? Oui Non
- Aux fenêtres ? Oui Non

Sont-elles imprégnées ? Oui Non

L’utilisez-vous ? - Pour vous ? Oui Non
- Pour vos enfants ? Oui                       Non

Date d’acquisition de la moustiquaire que vous utilisez:

Où vous l’êtes-vous procuré ?

Si vous n’utilisez pas de moustiquaire, pourquoi ?
…………………………………………… |____|

1 -  Sensation d’étouffement ou de chaleur 2 -   Mauvaises odeurs
3 -  Manque d’habitude                   4 - Autres

Combien avez-vous passé de nuit(s) en dehors de Yaoundé depuis le début
de votre grossesse ?
…………………..

Avez-vous alors utilisé une moustiquaire ? Oui                    Non

Accouchement
Date/ SA:
Mode accouchement :  voie basse   -   césarienne
Si voie basse, présentation:
Durée du travail:
Dystocique :                Oui                    Non           Si oui, causes :
APGAR:
Poids de naissance:                                                         Poids du placenta:
Sexe:
Poids de sortie du CASS / date :
Type d’allaitement:
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Paludisme gestationnel: Etude de la prévalence d’un nouvel haplotype
pfdhfr/pfdhps au Cameroun

Le paludisme gestationnel est un problème de santé publique majeur en Afrique
sub-saharienne et notamment au Cameroun. En effet, il est responsable d’une
morbidité-mortalité maternelle et néonatale importante. Depuis 2004, un traitement
prophylactique intermittent par sulfadoxine-pyriméthamine (SP) est proposé
systématiquement aux femmes enceintes. Cependant, des mutants de plus en plus
résistants de Plasmodium falciparum (Pf) ont émergé ces dernières années avec des
mutations sur 2 gènes clés, pfdhfr et pfdhps. Nous nous sommes intéressés aux effets de la
chimioprophylaxie par SP sur la sélection d’un nouvel octuple mutant de l’haplotype
pfdhfr/pfdhps (N51i, C59r, S108n + I431v, S436a, A437g, A581g, A613s), qui émerge en
Afrique de l’ouest et centrale. Les résultats montrent une forte sélection de ce dernier par la
SP, suggérant un haut niveau de résistance. Devant ces résultats alarmants, il est urgent de
trouver une nouvelle alternative pour la prophylaxie du paludisme gestationnel.

Malaria in pregnancy: Study of the prevalence of a new pfdhfr/pfdhps haplotype emerging in
Cameroon

Malaria during pregnancy is a major public health issue in Plasmodium falciparum (pf)
endemic countries including Cameroon. To reduce its impact, Intermittent preventive
treatment (IPT) with Sulfadoxine-Pyrimethamine (SP) was adopted in endemic areas like
Cameroon as a systematic malaria prophylaxis for pregnant women. But these past few
years, new Pf mutants have started to emerge with mutations on two key genes, pfdhfr and
pfdhps. We investigated the effects of sulfadoxine-pyrimethamine (SP) chemoprophylaxis on
selecting the new Plasmodium falciparum pfdhfr / pfdhps octuple mutant (N51I, C59R,
S108N + I431V, S436A, A437G, A581G, A613S) which as emerged in West and Central
Africa. We found that SP has a high selection power suggesting a high level of resistance of
P. falciparum parasites carrying this genotype. In regards to these results, new alternatives
for malaria prophylaxis in pregnant women need to be investigated urgently.
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MOTS-CLÉS : Paludisme, Résistance aux antipaludiques, Afrique, Femmes
enceintes, Sulfadoxine, Pyriméthamine,  Plasmodium falciparum
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