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Le paludisme constitue I'une des maladies parasitaires les plus importantes dans le
monde. Il est causé par une infection due aux parasites protozoaires du genre Plasmodium.
Cette parasitose est due au développement et a la multiplication, d’abord dans les
hépatocytes, puis dans les hématies, de cing especes de sporozoaires qui sont Plasmodium
falciparum, P. vivax, P. ovale, P. malariae et P. knowlesi. Parmi ces cing espéces
plasmodiales, P. falciparum est la plus pathogene. Cette espéce est responsable des formes
séveres de la maladie avec des complications rénales, pulmonaires, cérébrales et
hématologiques (anémies séveres). Cette maladie est transmise a I’homme par la pigQre de
moustique femelle du genre Anopheles (Touré et al, 2004) a I’occasion d’un repas sanguin
indispensable & la maturation des ceufs.

Le rapport publié en 2011 par I’Organisation Mondiale de la Santé, montre que les
taux de mortalité attribuables au paludisme, ont baissé depuis 2000, de plus de 25% au
niveau mondial et de 33% dans le continent africain (OMS, 2011). Cependant, malgré cette
baisse le paludisme demeure toujours un probléme de santé publique dans le monde et plus
particulierement en Afrique Subsaharienne. Les estimations font état de 219 millions
d’épisodes palustres dans le monde dont 80% dans la région Africaine, soit 175 millions de
cas (OMS, 2012). Le nombre des décés di au paludisme est estimé a 660 000 personnes
dont 90% en Afrique (OMS, 2012). Une grande majorité de ces décés survient chez les
jeunes enfants en Afrique notamment dans les zones rurales reculées trés mal desservies en
service de santé. A I’échelle mondiale, 86% des victimes du paludisme sont des enfants de
moins de cing ans (OMS, 2011). Les études ont montré que les enfants de moins de cing ans
et les femmes enceintes sont les groupes les plus vulnérables (Abdullah et al, 2007 ;
Brooker et al, 2007 ; Menendez et al, 2007). Les femmes enceintes infectées sont souvent
asymptomatiques mais la parasitémie peut causer des anémies maternelles et diminuer le
poids de I’enfant a la naissance (Dellicour et al, 2007). Les autres groupes a haut risque sont
les voyageurs non immunisés, les réfugiés, les personnes déplacées et les ouvriers agricoles
arrivant dans des zones d’endémie.

Au Sénégal, le paludisme occupe une place de choix dans le cadre de la lutte contre la
maladie. En effet, le Sénégal a mis en place dés 1995 un Programme National de Lutte contre
le Paludisme (PNLP) et a élaboré trois plans quinquennaux stratégiques 1996-2000, 2001-
2005 et 2005-2010. Différentes interventions de lutte sont mises en place depuis quelques

années avec I’introduction des TPIp (Traitement Préventif Intermittent) en 2003, les ACT
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(Combinaisons a base d’Artémisinine) en 2005, les TDR (Tests de Diagnostic Rapide) en
2008, la couverture universelle en moustiquaires imprégnées en Mars-Avril 2013, et tout
récemment en octobre 2013, la chimioprévention saisonniere du paludisme chez les enfants
agés de moins de 10 ans. Ainsi, la mise en ceuvre de ces plans stratégiques a permis de
réduire de facon significative la morbidité et la mortalité liées au paludisme. Malgré cette
réduction, le paludisme demeure toujours un probléme de santé publique au Sénégal. Le taux
de morbidité proportionnelle est passé de 35,72% des cas cliniques en 2001 a 3,07% des
cas confirmés en 2009 (PNLP, 2010). Dans la méme période, la mortalité proportionnelle est
passee de 29,72% a 4,41% (PNLP, 2010).

Par ailleurs le paludisme freine le développement socio-économique (Sachs et al,
2002) en causant une baisse de la productivité des populations, en entrainant des déces
prématurés, des pertes financieres liées aux colts des traitements médicaux. Les financements
internationaux débloqués pour lutter contre le paludisme n’ont cessé d’augmenter pour
culminer a 2 milliards de dollards US en 2011 (OMS, 2011). Bien que conséquentes, les
sommes affectées sont encore bien en decga des ressources nécessaires a I’atteinte des cibles
définies en matiere de lutte antipaludique, lesquelles sont estimées a plus de 5 milliards de
dollards US par an pour la période 2010-2015 (OMS, 2011).

Parmi les grands problémes sanitaires affectant les enfants scolarisés, le paludisme
constitue une cause majeure de morbidité et de mortalité (Bundy et al, 2006). Sur le domaine
éducatif, le paludisme a des conséquences graves sur les apprentissages et sur les résultats
scolaires car il entrave aussi la scolarité des enfants en augmentant le taux d’absentéisme
scolaire, surtout chez les enfants des zones rurales. Il affecte surtout les enfants d’age
scolaire qui vont de plus en plus constituer une frange présentant d’importants risques
cliniques. Donc le paludisme est considéré comme une maladie de la pauvreté mais aussi une
cause de pauvreté (Mboera et al, 2007). En effet, il existe une corrélation saisissante entre
paludisme et pauvreté si I’on considére le niveau de revenu par téte d’habitant a travers le
monde. La majeur partie des cas de déces surviennent en Afrique subsaharienne et sont
causés en général par I’inaccessibilité aux médicaments antipaludiques (Breman et al, 2004).
Au Sénégal, on estime que prés de 18% de perte du pouvoir d’achat est causé par le
paludisme (Sachs et al, 2002).

De ce fait la morbidité et la mortalité palustres persistantes sont dues, d’une part aux
changements climatiques mondiaux, aux dégradations des services sanitaires, aux conflits
armés et aux déplacements massifs des populations. Le développement explosif du tourisme
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international favorise aussi I’importation du paludisme dans les pays développés. D’autre part,
I’adaptation des parasites aux conditions de I’environnement, I’apparition de formes
parasitaires multi résistantes et de moustiques résistants aux insecticides, constituent aussi des
facteurs aggravants du paludisme dans le monde.

Ainsi les mesures qui ont été mises en place pour éliminer ce parasite, on peut citer
les stratégies anti vectorielles et les traitements qui consistent en I’utilisation de médicaments
antipaludiques. Les traitements antipaludiques consistaient tout au début en I’utilisation de
poudres de plantes médicinales. Ce mode de traitement persiste toujours a coté des
molécules antipaludiques qui sont recommandées par I’OMS et le comité scientifique
mondial.

Il faut noter que les plantes médicinales sont utilisees dans le traitement de la malaria
et des autres maladies bien avant Jésus Christ (Willcox et al, 2004). Plus de 1200 especes
végétales sont utilisées partout dans le monde pour traiter la malaria et plus de 75% des
patients dans le monde ont choisi la médecine traditionnelle pour lutter contre le paludisme
(Willcox et al, 2004). La médecine traditionnelle reste trés répandue dans toutes les régions
du monde en développement et son usage ne cesse de croitre dans les pays industrialisés.
D’ailleurs on ne peut pas parler de santé en Afrique sans parler des plantes médicinales. La
phytothérapie occupe, en effet, une place trés importante dans les soins de santé
particulierement en milieu rural. Chaque communauté possede, plus ou moins, sa propre
pharmacopée. L’Artemisia annua, employée avec succes depuis plus de 2000 ans en Chine
dans le traitement des fiévres en général et du paludisme en particulier, s’est révélée étre une
plante médicinale efficace. En plus de I’artémisinine, I’A. annua contient un grand nombre de
substances. C’est une plante peu exigeante, peu encombrante qui peut étre cultivée presque
dans toutes les latitudes et toutes les régions du monde. Elle est utilisée par les populations
locales de plusieurs pays dans le traitement de la malaria (Willcox et al, 2004).

Les molécules antipaludiques, sont aussi utilisées pour le traitement de la malaria.
Elles avaient servi a combattre I’infection pendant plusieurs décennies mais au fil des années
leurs efficacités ont été déjouées par le parasite créant ainsi des résistances. Au Sénégal, on
est passé par plusieurs antipaludiques de synthéses. La chloroquine a été depuis longtemps le
traitement de premiére intention contre les acces palustres simples. Mais son usage incontrdlé
et banalisé, a contribué a I’émergence et a la propagation rapide d’une résistance parasitaire
a la chloroquine (Talisuna et al, 2007). Le Sulfadoxine-pyriméthamine (SP ou Fansidar) a
été introduit a grande échelle en remplacement a la chloroquine. Mais I’optimisme a été de
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courte durée car en I’espace de quelques années seulement, une résistance a la SP a été
observée. Suite aux recommandations de I’OMS, une nouvelle combinaison a base
d’artémisinine est mise en ceuvre depuis 2006. L’artémisinine, extrait d’une variété
d’armoise, A. annua ou ghinghaosu, est a I’origine d’une nouvelle classe de molécule a
grande efficacité antipaludique et qui a influencé la lutte contre la malaria (Sriram et al,
2004 ; Haynes, 2006 ; Hsu, 2006, Bosman et Mendis, 2007). L’artémisinine, ou ses dérivés,
a entrainé une disparition de la fievre et de la parasitémie plus rapidement que tout autre
antipaludique connu (chez 90% des malades la parasitémie disparait dans les 48 heures), et a
provoqué que peu d’effets secondaires. Cependant les dérivés de I’artémisinine ne devraient
jamais étre pris en monothérapie mais toujours en association avec un autre antipaludique
sous forme de traitement a base d’artémisinine (ACT). Les ACT sont considérés aujourd’hui
comme le meilleur traitement contre le paludisme simple (Olumnese, 2006). Cette
combinaison a base d’artémisinine est préconisée par I’'OMS comme traitement de premiere
intention contre les accés palustres simples (OMS, 2010). Néanmoins des cas de résistance
aux ACT ont été notés dans le monde (Noedl et al, 2008 ; Dondorp et al, 2009). Donc, le
contrdle effectif du paludisme nécessiterait plusieurs approches combinées dont le contrdle et
la maitrise du vecteur et l'utilisation de traitement antipaludique efficace et accessible
(Olumnese, 2006). A. annua, plante ubiquiste et qui s’est révélée étre un antipaludique
efficace, peut étre une autre alternative de traitement contre le paludisme surtout dans les
coins les plus reculés et mal desservis en systeme de santé. Sous forme de tisane, I’A. annua
contient un grand nombre d’autres substances (flavonoides, polyphénols, camphre,
scopoletine, eupatine...) qui isolement ont également un effet sur le plasmodium et peuvent
agir en synergie avec I’artémisinine. Ce qui exclut toute idée d’une monothérapie qui va a
I’encontre des recommandations de I’OMS. Plusieurs études ont montré que sous forme de
tisane, cette plante d’A. annua, est tres efficace contre la malaria (Willcox et al, 2004).

C’est dans ce contexte que nous avons entrepris des études a Pikine et a Thiés
concernant « la chimiosensibilité ex vivo des souches de P. falciparum a la tisane d’A.
annua ». L’objectif général de ce travail consiste a étudier la sensibilité des souches de P.
falciparum a la tisane d’A. annua. Cet objectif général est décliné et divisé en deux
objectifs spécifiques que sont :

- Etudier la chimiosensibilité ex vivo des souches de P. falciparum a la tisane d’A.
annua par les techniques de DELI-test (Double-site Enzyme-linked Lactate dehydrogenase
enzyme Immuno-detection) et DAPI-test (DiAmidino Phenyl Indol)



- Caractériser les éléments minéraux contenus dans les feuilles de I’A. annua

technique du LIBS (Laser-Induced Breakdown Spectrometer)

Pour atteindre ces objectifs, le présent document s’articulera sur tr

chapitres :

- Chapitre | : qui portera sur des généralités sur le paludisme et les plantes les

- Chapitre 11 : ou seront décrits les méthodologies et le matériel utilisés dans.ce travail
- Chapitre I11: ou nous allons présenter les résultats obtenus (sous d’articles),
suivis d’une conclusion générale et des perspectives. .

luxembourgeoise
IFBV (lwerliemen Fer Bredeete Volleker). Cette ONG, dirigée

objectif de lutter contre les maladies tropicales plus particuliereme aludisme.
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I- Epidémiologie
I-1 Classification de I’agent pathogene

L’agent pathogéne du paludisme est un hématozoaire du genre Plasmodium appartenant :
- Embranchement des Apicomplexa
- Classe des Sporozoea
- Sous classe des Coccidia
- Ordre des Haemosporida
- Famille des Plasmodiidae
- Genre Plasmodium
- Espéce : P. falciparum, P.vivax, P.ovale, P.malariae et P. knowlesi
Cent vingt trois especes du genre Plasmodium ont été répertoriées mais seules les cing
précitées parasitent I’hnomme et P. falciparum est la plus pathogene et responsable de plus de
90% des déces.

Etymologiquement, le nom paludisme est dérivé du mot latin palus, qui signifie
« marais ». Quant au terme malaria, il désigne la méme maladie que le paludisme et provient
du mot italien malaria signifiant « mauvais air ». Cette étymologie est due au fait que les
causes du paludisme ont longtemps été attribuées a des vapeurs empoisonnées provenant des
marais. La véritable cause du paludisme tout comme la découverte de son mode de
transmission n’ont cependant été identifiées que vers la fin du XIX siécle. En 1861, Lavaran
découvrit le P. falciparum. En 1898, Ronald Ross démontra I’existence du Plasmodium dans
I’estomac du moustique du genre Anopheles. Ainsi, il existe cinq espéces plasmodiales
parasites de I’homme :
- P. malariae qui, en plus de I’lhomme, parasite également les singes africains et est
responsable de la fievre quarte. Sa distribution géographique est disparate. Ce parasite a la
plus longue période d’incubation, 14 jours (Siala et al, 2005 ; Mueller et al, 2007)
- P. ovale, responsable de la fiévre tierce bénigne. Il est tres proche de P. vivax, avec
lequel il a été longtemps confondu. Il remplace la ou cette espéce n’existe pas telle en Afrique
noire. Ce parasite peut persister dans les hépatocytes causant ainsi des recrudescences apres
plusieurs mois (Chin et Coatney, 1971).
- P. vivax, cette espéce est largement répandue mais moins intensément que P.

falciparum. On le rencontre du 37° degré de latitude Nord et 29° degré de latitude Sud. Ce



parasite peut rester longtemps dans les hépatocytes et causant ainsi des recrudescences 5 ans
apres I’infection (Pukrittayakamee et al, 2004).

- P. knowlesi qui est un parasite antérieurement connu chez le singe, mais aujourd’hui
rencontré chez I’homme particuliérement en Asie du Sud-est. Il est morphologiquement
proche de P. malariae et génétiquement de P. vivax.

- P. falciparum : c’est I’espece la plus redoutable, celle qui tue le plus. Elle est la plus
répandue mais sévit dans les régions chaudes seulement. Une infection causée par ce parasite

peut entrainer la mort en quelques heures ou jours (Trampuz et al, 2003).

-2 Ultrastructure du mérozoite
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Figure 1 : Coupe transversale de Plasmodium falciparum et des ultrastructures de la

cellule
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La structure des mérozoites de P. falciparum a été décrite par Langreth en 1978. C’est
une petite cellule polarisée de forme ovoide de 1,5um de long et 1um de large. Comme tous
les apicomplexa, cette forme parasitaire possede plusieurs types d’organes apicaux: les
rhoptries, les micronémes et les granules denses. Ceux-ci sont impliqués, de maniere
séquentielle, dans le processus d’invasion de I’érythrocyte. Le mérozoite est recouvert d’un
manteau, sous lequel, en plus de la membrane plasmique, se trouvent deux autres membranes

connectées par un important matériel fibrillaire et relié au cytosquelette.

I-3 Génome de Plasmodium falciparum
Le génome de P. falciparum est composé de 14 chromosomes et de deux génomes
extra chromosomiques. 11 possede 6000 a 7000 genes.

I-3-1 Structure et composition

L’ADN de P. falciparum est le génome nucléaire le plus riche en A+T. La
composition en A+T (approximativement 82%) est estimée par différentes méthodes (Tan et
al., 2002). Des études qui ont été menées sur la composition totale en bases avaient permis de
conclure que P. falciparum est plus proche des Plasmodiums de rongeurs et d’oiseaux que
ceux des primates. Cette liaison de parenté a été confirmée par la comparaison phylogénétique
(Tarassov et Martin, 1996).

Cependant la distribution des bases n’est pas uniforme. Le génome de P. falciparum
contient également des séquences répétées plus particulierement au niveau des régions
subtélomériques qui sont non codantes. Par conséquent, les séquences dominantes sont sous la
forme TA (n), T (n), TAA (n).

Les structures des protéines codées par les genes ont été prédites en utilisant plusieurs
programmes de recherche des genes et arrangées manuellement. Prés de 52% des produits
estimés de ces génes ont été détectés dans des lysats cellulaires préparés a partir de plusieurs
stades du cycle évolutif du parasite par chromatographie liquide a haute performance (CLHP)
et spectrophotométrie de masse. lls incluent plusieurs protéines prédites n’ayant aucune
similarité avec les protéines des autres organismes (Tan et al., 2002) .Le génome nucléaire
contient une quantité importante d’ARN de transfert (ARNTt).

Le génome mitochondrial de P. falciparum est petit (environ 6 Kb) et ne code pas
d’ARNt. Donc la mitochondrie utilise des ARNt provenant du cytoplasme. Cette importation

10



d’ARNt a partir du cytoplasme peut servir a la synthése des protéines (Tarassov et Martin,
1996 ; Tan et al., 2002).

Le génome de I’apicoplaste (organelle ou organite qui ressemble un peu a un
chloroplaste) apparait comme codant suffisamment d’ARNt pour la synthése de cet organe
(Wilson et al., 1996 ; Zuegge et al., 2001).

I-3-2 Structure des chromosomes de Plasmodium falciparum

Les chromosomes de P. falciparum varient considérablement en longueur, avec une
plus grande variation au niveau des régions subtélomériques. Des isolats de Plasmodium
provenant d’individus résidant dans un méme village montrent un trés grand polymorphisme
qui est di a une recombinaison entre différents clones du parasite durant sa méiose qui a lieu
au sein du moustique (Hinterberg et al., 1994).

Les délétions subtélomériques s’étendent souvent bien dans le chromosome et dans
certains cas vont altérer les propriétés d’adhésion du parasite en raison de la perte de ou des
génes codant pour I’adhésion des molécules (Pologe et Ravetch, 1986; Day et al., 1993).
Plusieurs génes intervenant dans la variation antigénique sont localisés au niveau des régions
subtélomériques. Les régions subtélomériques des chromosomes montrent un réel degré de
conservation dans le génome.

Les centroméres n’ont pas été identifiés expérimentalement chez Plasmodium.
Cependant des centromeres « potentiels » ont été identifiés par comparaison de séquences de
chromosomes 2 et 3 (Bowman et al., 1999). Onze des 14 chromosomes contiennent une
région unique de 2 a 3 Kb avec un taux de A et T extrémement élevé (supérieur a 97%) et des

tandems courts imparfaits répétitifs.

I-4 Cycle de développement des Plasmodiums humains

Ce cycle est complexe et comprend schématiquement trois étapes dont deux se
déroulent exclusivement chez I’homme (haploide et asexué) alors que la troisieme commence
dans I’organisme humain mais ne peut se poursuivre que chez I’ Anophele femelle (diploide et
sexué), vecteur exclusif du paludisme humain (Golvan, 1978). Afin que le cycle complet
puisse s’accomplir, il doit y avoir adéquation entre le parasite et son hote vertébré, ainsi

qu’entre le parasite et le moustique vecteur.
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I-4-1 Cycle chez I’lhomme
Il comporte deux étapes qui sont toutes les deux des multiplications asexuées ou
schizogonies. La premiére se déroule dans les hépatocytes (schizogonie exo érythrocytaire) et
la seconde dans les hématies (schizogonie intra érythrocytaire). Au cours de la premiére
phase, le parasite n’élabore pas de pigments palustres. Sur le plan clinique, cette
multiplication intra hépatique est completement muette. Au cours de la seconde ou le parasite
utilise I’némoglobine du globule rouge, il laisse un résidu pigmentaire, I’némozoine. C’est le

déversement de ce pigment dans le sang qui cause la fiévre.

I-4-1-1 Cycle exo érythrocytaire

Les sporozoites sont injectés dans un capillaire par I’Anophele lors d’une piqdre. lls
transitent dans la circulation générale et, en quelques minutes, ils envahissent les hépatocytes
grace a une interaction spécifique entre la protéine majeure de surface du sporozoite (Cercum
Sporozoite Protein : CSP) et un récepteur spécifique situé sur la membrane plasmique de
I’hépatocyte du coté de I’espace de Disse, espace directement en contact avec le sang
circulant. Les sporozoites vont se transformer en trophozoites : éléments arrondis de quelques
micrométres (um) de diamétre uninucléés. Chaque trophozoite va s’accroitre, son noyau va se
diviser plusieurs fois et autour de chaque noyau fils se produit une condensation
cytoplasmique. Aprés 1 a 2 semaines des schizontes murs ou corps bleus multi nucléés sont
formés (Golvan, 1978). Ces schizontes conduisent a la libération de plusieurs dizaines de
milliers de mérozoites dans la circulation. Cette phase de multiplication est asymptomatique
et dure 8 a 15 jours selon les espéces. Ces mérozoites peuvent, au moins chez P. vivax, P.
ovale et P. malariae, et peut é&tre méme rarement chez P. falciparum, envahir des hépatocytes
neufs. Cette schizogonie intra hépatique sera a I’origine des rechutes qui peuvent se produire
parfois trés longtemps aprés I’épisode initial.

I-4-1-2 Cycle intra érythrocytaire
Une partie des mérozoites (ou peut étre la totalité dans le cas de P. falciparum) va
passer dans le sang et pénétrer les hématies. Seule cette phase sanguine est responsable des
symptomes qui peuvent étre d’intensité variable. Le mérozoite, par son p0le apical, va
pénétrer par endocytose dans une hématie et se divise au sein de la vacuole parasitophore en
anneau, puis en tropohozoite, stade a partir duquel une intense phase réplicative commence.
Ce trophozoite se nourrit de la substance méme du globule rouge (Golvan, 1978). Il grandit
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et son noyau se multiplie plusieurs fois de méme que son cytoplasme pour donner un
schizonte. Celui-ci aprés segmentation montre une forme caracteéristique de rosace, puis libére
8 a 32 mérozoites qui, rapidement, réinfectent des érythrocytes sains. L’intervalle de temps
qui sépare deux acces correspond a la durée nécessaire pour que le mérozoite atteigne le stade
de corps en rosace (Golvan, 1978). Cet intervalle est de 48 heures chez P. falciparum.
L’ apparition des gamétocytes a lieu en général durant la deuxieme semaine qui suit I’infection
et ces formes peuvent persister plusieurs semaines aprés la guérison. Les gamétocytes males
et femelles (au dimorphisme sexuel marqué) sont ingérés pendant le repas sanguin par le

moustique (Golvan, 1978).

I-4-2 Cycle chez I’anophele

Lorsque I’Anophéle femelle pique une personne infectée, il puise dans son sang des
Plasmodiums. Toutes les formes circulantes sont tuées et digérées a I’exception des
gamétocytes. Ceux-ci vont subir quelques modifications dans I’estomac du moustique pour
donner des gamétes males et femelles (Golvan, 1978). Le gamétocyte femelle s’arrondit et
devient un gamete femelle. Le gamétocyte male divise son noyau et subit un phénomene de
I’exflagellation c’est a dire qu’il donne naissance a une dizaine d’éléments allongés et mobiles
qui sont les gametes males. La fécondation a lieu et donne ainsi un ceuf qui est le seul stade
diploide de tout le cycle. L ceuf est mobile d’ou son nom d’ookinéte. Il traverse la paroi de
I’estomac du moustique et s’immobilise sous la membrane qui tapisse sa paroi externe. Il
prend alors le nom d’oocyste. Cette breve phase diploide s’acheve par une division méiotique
et est suivie par plusieurs milliers de mitoses qui conduisent au développement de
sporozoites. L’éclatement de I’oocyste libere ces éléments mobiles et haploides (sporozoites)
dans I’hémolymphe. Les sporozoites gagnent préférentiellement les glandes salivaires du
moustique ou ils seront inoculés a I’homme lors d’une prochaine piqlre avec la salive.
L’ensemble de ce cycle se déroule chez le moustique entre 10 a 40 jours en fonction de la
température et les espéces en cause (Golvan, 1978).
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I-5 Mode de transmission du paludisme

I-5-1 Les vecteurs du paludisme

Les vecteurs du paludisme sont des Arthropodes appartenant a la classe des Insectes, a
I’ordre des Dipteéres, au sous-ordre des Nématoceres, a la famille des Culicidae, a la sous-
famille des Anophelinae et au genre des Anopheles. Les Culicidae regroupent I’ensemble des
insectes connus sous le nom de moustique. Comme tous les Dipteres, ce sont des
holométaboles, c’est a dire qu’ils présentent des métamorphoses complétes et passent, au
cours de leur vie, par quatre stades successifs : ceuf, larve, nymphe et adulte ou imago. Les
trois premiers stades sont aquatiques mais les adultes menent une vie aérienne. Les males se
nourrissent uniquement de sucs végétaux, ils ne piquent pas. Les femelles ont, elles, besoin de
sang de vertébrés, dont I’homme, pour le développement et la maturation de leurs ceufs. C’est
a I’occasion de la prise de ces repas sanguins qu’elles ingerent puis transmettent des germes
pathogénes, dont ceux du paludisme. Elles piquent la nuit entre 23 heures et 4 heures du
matin. Des piqQres peuvent survenir plutét (dés 18-19 heures) mais elles proviennent surtout
des jeunes femelles peu infectantes. Les températures critiques pour le bon développement de
leur cycle se trouvent en dessous de 20°C (CDC, 2004).

Tous les vecteurs du paludisme appartiennent au genre Anopheles mais tous les
anopheles ne sont pas des vecteurs. Sur environ 400 espéces d’anophéles répandues dans le
monde, seulement une soixantaine sont des vecteurs du paludisme et une vingtaine sont
responsables de la plupart des cas (Diagne et al., 1994).

Au Sénégal, vingt especes d’anopheles sont actuellement connues (Faye et al.,
1995a). Mais, comme dans les autres régions de I’Afrique subsaharienne, les principaux
vecteurs du paludisme sont Anopheles gambiae s.l et An. funestus. An. gambiae s.| est un
complexe de six espéces jumelles parmi lesquelles, An. gambiae et An. arabiensis sont les
vecteurs les plus efficaces et les plus répandus. La distribution des espéces du complexe An.
gambiae au Sénégal est classique. An. gambiae s.s et An. arabiensis sont sympatriques dans
tout le pays et leur fréquence relative est fonction des conditions climatiques.

La reproduction des anopheles exige du sang, de I’eau et de la chaleur. Le cycle
« gonotrophique » qui va du repas sanguin a la ponte puis a la recherche d’un nouvel héte va
durer 48 a 72 heures en moyenne en zone tropicale (Faye et al., 1995a). De plus, en dessous
de 16°C, P. falciparum ne peut compléter son cycle dans le moustique et donc assurer sa

transmission (Lindblade et al, 2000).
15



Donc plusieurs facteurs tels que I’environnement naturel du vecteur, I’espece
parasitaire ainsi que le comportement et la situation sociale de I’homme influent sur la
transmission du parasite. Les facteurs naturels limitant les zones de transmission du paludisme
sont étroitement liés a I’habitat des moustiques Anopheles. En effet, leur distribution est
restreinte entre les altitudes 1500 a 1800 m au dessus du niveau de la mer et se cantonne ainsi
dans des zones ayant des points d’eau accessibles. Les anopheles sont thermophiles et
anemophiles. On les retrouve dans les crevasses des roches et des sols, des terriers, & I’envers

des feuilles d’arbres et des plantes basses et des habitations surtout dans les coins sombres.

Anopheles gambiae

Anopheles funestus

Figure 3: La répartition des principaux vecteurs du paludisme au Sénégal

(PNLP, Plan stratégique national 2011-2015)
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I1-5-2 Type de transmission

Le paludisme peut étre considéré comme :

- épidémique quand on observe des augmentations brutales du nombre de cas
(morbidité et mortalité)

- endémique : selon la définition de I’OMS, le paludisme est dit endémique lorsqu’on
constate une fréquence appréciable des cas et la persistance de la transmission naturelle
pendant plusieurs années consécutives (OMS, 1974)*.

L’indice plasmodique (IP) qui est le pourcentage de sujets examinés qui présentent des
hématozoaires dans le sang peut étre utilisé pour déterminer I’endémicité palustre.
Classiquement I’IP des enfants de moins de 10 ans permet le classement des différentes zones
en:

- zone hypo-endémique : IP < 25%

- zone méso-endémique : 25% < IP < 50%

- zone hyper-indémique : 50% < IP < 75%

- zone holo-endémique : IP > 75%.

I-5-3 Faciés épidémiologique

Dans la majeure partie du territoire sénégalais, la transmission du paludisme s’effectue
au cours de la saison des pluies et au début de la saison séche, seule période ou la densité des
populations vectorielles est importante. Dans les localités situées en zone marécageuse ou a
proximité d’un cours d’eau permanent ou temporaire, la transmission peut se poursuivre
durant une partie plus ou moins importante de la saison seche. Dans les zones sahéliennes et
soudano sahéliennes, la transmission est treés faible et n’est souvent pas perceptible. Par
ailleurs les niveaux de la transmission varient considérablement selon les régions et dans une
méme région, d’une localité a I'autre et d’une année & I’autre suivant les conditions
écologiques. On distingue deux principaux faciés épidémiologiques, le facies tropical et le
facies sahélien.

Dans le facies tropical, la transmission est saisonniére et longue (5 a 8 mois). Le taux
d’inoculation entomologique (TIE), variable d’une année a I’autre, est en général supérieur a
100 piqares infectées par homme (PIH) et par an (Faye et al., 1995a). La morbidité palustre
est élevée surtout pendant la période de transmission (supérieur a 20% de I’ensemble de la

1 OMS. 1974. Paludisme endémique Organisation Mondiale de la Santé Genéve. Comité OMS d’experts du
paludisme. Séizieme rapport Genéve.
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pathologie fébrile). Ce faciés est observé en Basse Casamance, dans la région de
Tambacounda et dans les autres régions, dans certaines localités situées a proximité de cours
d’eau permanents.

Dans le faciés sahélien, la transmission s’effectue pendant la courte saison des pluies
de durée inférieure a 4 mois. Les TIE, trés fluctuants d’une année a I’autre, varient de 0 a une
vingtaine de PIH/an. La morbidité est en générale faible mais des épisodes a tendance
épidémique peuvent étre observés au cours des années ou la pluviométrie est particulierement
importante. Dans ce facies, on note un faible voire une absence de prémunition des individus
qui font des acces graves lorsqu’ils sont contaminés. Ce facies est observé dans les régions
Centre et du Nord (Faye et al., 1995a).

Cette stratification du paludisme est évolutive, les modifications naturelles de
I’environnement et les modifications anthropiques créent des conditions nouvelles en fonction

desquelles I’expression de I’endémie peut changer (Faye et al., 1995a).

1-5-4 Mode de contamination

La contamination du paludisme peut se faire par trois voies :

- Contamination par I’anophele femelle : c’est le mode habituel de transmission du
paludisme qui nécessite la présence simultanée des trois éléments indispensables a savoir le
Plasmodium, I’anophéle femelle et I’Homme.

- Contamination par transfusion de sang: elle est réalisée par injection de sang
parasité contenant des Plasmodium résultants d’une simple schizogonie. Ce mode de
contamination est plus rare que le précédent. Il est rencontré avec le paludisme de seringue
observé notamment chez les toxicomanes et le paludisme post-transfusionnel.

- Contamination par voie placentaire : c’est une transmission maternofoetale qui est
d’autant plus fréquente que les Plasmodiums sont particulierement abondants dans le

placenta. Ce mode de transmission est rare dans les zones endémiques.

I-5-5 Les facteurs favorisant la transmission
La température, I’eau, I’humidité et les phénoménes anthropiques constituent les
facteurs entrainant la transmission.
- la température : le cycle sporogonique des Plasmodium nécessite une température
optimale qui se situe autour de 27°C.
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- I’eau et I’humidité : les eaux stagnantes constituent des gites larvaires et I’humidité

influe sur la longévité du vecteur qui diminue quand elle baisse.

Ces trois facteurs expliquent la rareté du paludisme dans les centres villes en zones
d’endémies et I’inexistence du paludisme en altitude en zone intertropicale (au dessus de 1000
m en Amérique Latine ou de 3000 m en Afrique).

- Les facteurs anthropiques : les modifications du réseau hydrographique (barrages et
irrigations) entrainent la prolifération des vecteurs. Le développement des transports favorisé
par les mouvements des populations, entraine une dissémination des vecteurs. Les conditions
socio- économiques défavorables, liées a la pauvreté, peuvent favoriser la transmission (Seck,
2003).

- Manifestations cliniques

Les manifestations cliniques du paludisme sont diverses dans leur expression et leur
gravité et dépendant a la fois du parasite (espéce plasmodiale et densité parasitaire) et de son
hote (réceptivité génétique et état immunitaire). Elles vont de I’accés febrile aigu, avec ou
sans défaillance viscérale grave, au parasitisme sanguin prolongé quasi asymptomatique, en

passant par un paludisme subaigu et chronique avec anémie et cachexie.

11-1 Les acces palustres simples

Par définition, les acces simples ne comportent pas de signes de malignité, mais ils
peuvent a tout moment évoluer vers I’accés pernicieux. L’incubation est en moyenne de 10 a
15 jours avec un intervalle de 7 a 60 jours (Haddad et al., 1999).

Lors de I’invasion érythrocytaire, la fievre est toujours élevée, les céphalées frontales
ou occipitales, les courbatures et les troubles digestifs sont particulierement intenses. Le
symptome classique du paludisme simple est I’apparition cyclique de froid soudain chez le
malade, suivi de fievre et de sueur durant 4-6 heures, phénomene se produisant tous les deux
jours dans le cas d’une infection & P. vivax et P. ovale et tous les trois jours dans le cas d’’une
infection a P. malariae (Collins et Jeffery, 2007).

Lors des recrudescences ou des réinvasions, la fievre peut prendre un caractére
périodique avec un rythme tierce (48 h), en fait souvent irrégulier, ou plus bref (36 h). La

fievre est le plus souvent continue vers 39°- 40°C, rémittente avec plusieurs clochers dans la
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journée. L’objectif du traitement du paludisme simple est d’éviter son évolution vers les acces

graves (Bell et Molyneux, 2007).

11-2 Les acces pernicieux ou acces graves ou acces compliqués

Ils constituent le grand drame du paludisme et restent responsable, en dépit des
traitements d’un grand nombre de morts. L’accés grave, causé par P. falciparum, provoque
des mortalités de 100% s’il n’est pas traité (Trampuz et al, 2003). Par contre cette mortalité
baisse de 15 a 20% si le malade est traité par un antipaludique adéquat (De Ridder et al,
2008). L’acces pernicieux au sens strict est défini par I’existence de signes neurologiques
aigus au cours d’un paludisme a P. falciparum: c’est un neuropaludisme réalisant une
encéphalopathie aigué fébrile. Cependant, pour les experts internationaux de I’OMS,
I’élargissement de cette définition a d’autres manifestations de défaillance viscérale parait
utile pour mieux cerner la gravité du pronostic et poser I’indication d’un traitement d’urgence
par voie intraveineuse (OMS, 1990)2. Ces accés graves surviennent préférentiellement chez
des sujets non immuns, enfants ou adultes recemment soumis a I’infection palustre. L’accés
pernicieux débute soit progressivement, soit brutalement.

Le début progressif est marqué par I’installation d’une fiévre accompagnée des
symptomes décrits lors de I’accés de primo invasion, mais I’examen clinique attentif peut
révéler une note neurologique (intensité des céphalées, ou prostration) qui augure mal de
I’évolution.

Quand le début est brutal, il foudroie un sujet en pleine santé, souvent un jeune enfant,
qui en quelques heures sombre dans un coma fébrile.

A la phase d’état, la maladie associe fievre, troubles neurologiques et d’autres manifestations
de défaillance viscérale grave.

A I’examen clinique, I’hépatomégalie est fréquente surtout chez les enfants et la
splénomégalie est absente deux fois sur trois. Cet accés peut se compliquer d’insuffisance

rénale organique parfois isolée et les surinfections pulmonaires sont fréquentes (Faye, 1994).

2 OMS. 1990. Several and complicated malaria. Transaction of the Royal Society of Tropical Medicine and
Hygiene, 84, 1-65.
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Tableau I: Critéres de diagnostic du paludisme grave ou compliqué (OMS, 2010)

Prostration : extréme faiblesse ou, chez I’enfant : « impossibilité de tenir assis pour un

enfant en age de le faire, ou de boire pour un enfant trop jeune pour tenir debout »

Trouble de la conscience : Score de Glasgow modifié 1 10 chez I’adulte et I’enfant de plus
de 5 ans ; Score de Blantyre [1 3 chez le petit enfant

Détresse respiratoire : définition clinique

Edeme pulmonaire : définition radiologique

Convulsions répétées : > 2 par 24h, malgré le traitement de I’hyperthermie

Collapsus circulatoire: PAS [1 80 mm Hg chez I’adulte en présence de signes

périphériques d’insuffisance circulatoire ; PAS [1 50 mm Hg chez I’enfant

Saignement anormal : définition clinique

Ictére : définition clinique ou bilirubine totale [1 50 umol /I

Hémoglobinurie macroscopique : urines rouges foncées ou noires

Anémie profonde : Hémoglobine [ 7g/dl chez I’adulte ou hématocrite [1 20 %

Hémoglobine [1 5g/dl chez I’enfant ou hématocrite [ 15 %

Hypoglycémie : Glycémie (1 2,2 mmol/l

Acidose : pH[17,35 ou bicarbonates [ 15mmol/l

Hyperlactatémie : lactate plasmatique [] 5 mmol/l

Hyperparasitémie : notamment [J 4% chez le non immun

Insuffisance rénale : créatininémie [1 265 umol/l apres réhydratation ou diurése [
400ml/24h chez I’adulte ([ 12ml/kg/24h chez I’enfant)
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I1lI-  Immunité anti palustre

Il est fréquent d’observer, dans les régions ou les infections plasmodiales sont
fréquentes et répétées, des parasitémies persistant a des taux trés faibles et une absence de
manifestations cliniques majeures. Cet état d’immunité relative ou « prémunition » est non
seulement d’acquisition progressive dans le temps (2 a 5 ans) mais, de plus, est labile
puisqu’elle disparait quelques mois (12 a 24 mois) apres que le sujet ait quitté la zone
d’endémie. Il est également connu que des sujets «immuns» dans une zone d’endémie
donnée, se comportent comme des primo-infectés lorsqu’ils font un voyage dans une autre
zone d’endémie donnée. La réponse immunitaire peut étre dirigée contre :
- Les formes pré-érythrocytaires : les anticorps dirigés contre les sporozoaires sont
capables soit d’altérer leur revétement de surface, soit d’inhiber leur pénétration dans les
hépatocytes, soit méme de retentir sur leur développement intra-hépatocytaire.
- Les formes érythrocytaires : Les anticorps capables d’interférer avec le déroulement
normal du cycle érythrocytaire peuvent agir contre les constituants de surface des mérozoites,
contre les structures impliquées lors de la pénétration des mérozoites, contre les érythrocytes
infectées en les détruisant. Les cellules T jouent également un réle important dans I’immunité
déclenchée lors de la phase érythrocytaire.
- D’autres mécanismes de défenses ont été révélés tels que: la sécrétion de lymphokines,
I’activation des cellules mononuclées de la rate, I’induction d’un stress oxydant ou des

facteurs non anticorps

IV-  Diagnostic du paludisme

IVV-1 Diagnostic clinique

Le tableau de I’accés palustre simple a P. falciparum est trés variable et reproduit
celui de nombreuses autres maladies (grippe, hépatite, typhoide, méningite, gastro-entérite,
etc). Le malade se plaint fréquemment de fievre, de maux de téte, de douleurs diverses
(raideur de la nuque quelque fois), de douleurs abdominales et de diarrhées. Le jeune enfant
peut étre irritable, peut refuser de s’alimenter et vomir.

La fievre est fréquente mais elle peut étre absente. Elle est tout d’abord continue
plut6t que tierce (pics de fiévre un jour sur deux) et elle peut ou non s’accompagner de
frissons. Non traitée, la maladie et tout spécialement si elle est due a P. falciparum peut

évoluer vers un acces palustre grave, parfois mortel.
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I\VV-2 Diagnostic biologique
Beaucoup de méthodes sont utilisées pour diagnostiquer le paludisme et parmi celles-

ci nous pouvons citer les méthodes directes et les méthodes indirectes.

1V-2-1 Méthodes directes

IVV-2-1-1 Le frottis mince et la goutte épaisse

Le frottis mince est une technique d’étalement du sang prélévé chez le patient sur
une lame. Il permet d’observer au microscope la présence de parasites en cas d’infection. Le
prélevement de sang doit se faire au bout du doigt avec confection immédiate de frottis. La
goutte de sang recueillie est placée sur une lamelle et on passe a I’étalement de la goutte. Le
frottis doit étre effectué avec soin de maniére a ne comporter qu’une couche cellulaire.
Ensuite cette goutte est séchée, fixée a I’alcool avant d’étre colorée au GIEMSA. La
coloration ne doit pas comporter des dépdts de colorants qui géneraient considérablement la
lecture des lames et pourraient étre cause d’erreurs. Le frottis aprés coloration sera 10 avec la
plus grande attention au microscope pendant 30 minutes environ avant de rendre un résultat
négatif. Le fait de trouver un élément parasitaire ne justifie pas I’arrét de la lecture de la
lame, il peut en effet exister un polyparasitisme.

En ce qui concerne la goutte épaisse, il consiste a déposer sur une lame de verre une
goutte de sang (2 fois le volume utilisé pour le frottis). Ensuite avec le coin d’une autre lame,
étaler régulierement le sang sur une surface de 1 cm de diamétre en tournant réguliérement
pendant 2 minutes. Retourner la lame et laisser sécher a plat sur un support soit pendant 24
heures a la température ambiante soit pendant 1 heure a I’étuve a 37°C. Ne jamais fixer la
lame a I’alcool. Enfin on passe a la coloration au GIEMSA et a la lecture de la lame. La
goutte épaisse permet de concentrer les parasites s’ils sont peu nombreux sur une petite
surface ce qui permet de les voir plus facilement au microscope et de dépister une parasitémie
faible. L’association frottis goutte épaisse doit étre systématique. Elle se pratique volontiers

sur la méme lame lors d’enquétes épidémiologiques.
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IV-2-1-2 La PCR ou Polymeras Chain Reaction

A- Définition de la PCR
La PCR est une technique de biologie moléculaire mise au point en 1985 par Karry
Mullis (Mullis, 1990). C’est une technique d’amplification génétique, c’est a dire qu’elle
permet de repérer un fragment d’ADN ou de gene précis, méme présent en quantité infime

dans un mélange, puis de le multiplier rapidement.

B- Technique de la PCR

Dans la cellule, la duplication a lieu avant la mitose. L’enzyme qui intervient dans
cette duplication est I’ADN polymérase. Cette enzyme allonge les chaines de nucléotides.
Apres la séparation des deux brins de la molécule d’ADN (on parle de dénaturation), des
fragments d’ADN appelés amorces s’apparient (ou s’hybrident) a leur séquence
complémentaire au niveau de chaque brin d’ADN. L’ADN polymérase les allonge par ajout
de nucléotides, aboutissant a la formation d’une copie complémentaire de chaque brin
d’ADN. On obtient ainsi deux nouvelles molécules identiques a la molécule de départ
(Darnel et Baltimore, 1988). Il y a eu polymérisation.

La PCR est basée sur ce méme principe mais elle utilise deux amorces qui sont sous
forme d’ADN simple brin. Elle comporte trois étapes principales qui sont : la dénaturation,

I’hybridation et I’extension.

IV-2-1-3 Le QBC ou le « Quantitative Buffy Coat »

Il est basé sur la centrifugation du sang recueilli sur tube capillaire contenant de
I’acridine. Apres la centrifugation, I’interface, entre les globules blancs et les globules rouges,
est examinée au microscope a fluorescence et I’ADN des parasites se lie a I’acridine orange.
Cet ADN, se présente alors au microscope sous forme de taches brillantes. Cette technique
apparait plus sensible que la goutte épaisse et le frottis mince, cependant I’identification des

especes demeure difficile et son codt est prohibitif.
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IV-2-2 Méthodes indirectes: Les tests de diagnostic rapides du
paludisme (TDR)

Ces méthodes sont basées sur le principe de la détection du HRP-2 plasmodial ou de
le LDH du parasite. Les TDR peuvent se présenter sous la forme d’une bandelette réactive
ou d’une cassette. Au début ces tests étaient basés sur [Iutilisation du Glutamate
Déshydrogénase (GluDH) de P. falciparum comme antigéne cible (PfGluDH) mais il a été
remplacé par le Lactate Déshydrogénase (LDH) de P. falciparum qui est I’une des enzymes
les générées par P. falciparum (Delplace et al, 1987 ; Higgins et al, 1989). Elles ont la
possibilité de renforcer non seulement la vitesse mais aussi I’exactitude du diagnostic du
paludisme a P. falciparum. Cependant, elles ne peuvent pas donner une idée exacte de la
densité parasitaire (DP). Par ailleurs, le test utilisant le HRP-2 détecte les antigénes circulants
du parasite plusieurs jours aprés I’élimination des parasites. De ce fait, il faut avoir en
meémoire qu’un test positif ne signifie pas toujours une infection active. Les tests basés sur la

recherche de la LDH permettent de diagnostiquer la présence d’autres especes plasmodiales.

V- Traitement du paludisme : les molécules antipaludiques, efficacité et contréle
Un traitement antipaludique doit étre efficace, accessible, bien toléré et peu onéreux
car les populations majoritairement concernées ont un faible revenu et un acces aux soins

limités. P. falciparum possede des cibles sur lesquelles agissent les molécules antipaludiques.

V-1 Les cibles plasmodiales

Le parasite Plasmodium dispose pour son développement intra érythrocytaire de
métabolisme et de moyens de défenses spécifiques qui constituent autant de cibles aux
antipaludiques. Nous distinguons :
- La vacuole digestive du parasite qui est le siége de la digestion de I’hémoglobine, de la
cristallisation de I’heme et ou des moyens de défenses spécifiques contre le stress oxydatif
sont retrouves.
- Un cytoplasme comportant le cytosol et deux organismes essentiels, la mitochondrie et
I’apicoplaste. lls sont nécessaires a la biosynthése des acides nucléiques.
- Une membrane plasmique constituée de phospholipides, de canaux calciques et
parasitophores, siege du trafic nutritionnel.
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V-2 Les molécules antipaludiques

La plupart des antipaludiques sont des schizonticides. Ils ont une action sur les formes
endoérythrocytaires du cycle schizogonique. Ils suppriment (traitement curatif) ou
préviennent (prophylaxie suppressive) I’apparition des symptémes cliniques. En plus des
schizonticides, il existe les gamétocytocides qui ont une action sur les formes a potentiel
sexué. Ils ont en outre un certain degré d’activité sur les formes exo érythrocytaires tissulaires
mais ont une tolérance trés inférieure a celle des schizonticides. Les amino-8-quinoléines
(tafénoquine et primaquine) sont des molécules actives sur les phases hépatiques du parasite.

V-2-1 Les schizonticides

Ce groupe comprend les dérivés quinoléiques et les dérivés de I’artémisinine

Les dérivés quinoléiques comprennent les amino-4-quinoléines (chloroquine et
amodiaquine) et les amino-alcools (méfloquine, halofantrine, luméfantrine). Ces molécules
interféerent avec la digestion de I’hémoglobine dans la vacuole nutritive en inhibant la
formation de I’hémozoine.

Les dérivés de I’artémisinine constituent une nouvelle classe d’antipaludique dans la
lutte contre le paludisme. Ces molécules de type peroxyde interférent aussi dans la digestion
de I’hémoglobine par libération de radicaux libres toxiques pour le parasite. Les dérivés de
I’artémisinine ont aussi une action gamétocytocide qui réduit la transmission et limite les

risques de voir émerger les résistances.

V-2-2 Les inhibiteurs des acides nucléiques ou antimétaboliques

lIs bloquent la division du noyau de I’hématozoaire. Ce groupe comprend les
antifolates, les naphtoquiones et les antibiotiques.

Les antifolates sont réparties en deux familles, les antifoliques (les sulfamides dont la
sulfadoxine et le sulfone) et les antifoliniques (proguanil et pyriméthamine). lls agissent au
niveau de la voie de synthése des folates, qui sont essentiels a la biosynthése des acides
nucléiques du parasite. Les antifoliques inhibent la dihydroptéroate synthétase (Dhps) qui
produit I’acide folique et les antifoliniques la dihydrofolate réductase (Dhfr) qui produit
I’acide folinique.

Les naphtoquinones: [I’atovaquone est un inhibiteur puissant des fonctions
mitochondriales en bloquant la chaine de transfert des électrons au niveau de son enzyme-clé,

la dihydroorotate déshydrogénase. Elle a peu d’impact thérapeutique lorsqu’elle est utilisée
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seule. En combinaison avec un métabolite (proguanil), une intéressante synergique d’action
s’observe grace a une inhibition séquentielle de la synthése des pyrimidines.

Les antibiotiques : les tétracyclines (doxycycline), les macrolides (érythromycine,
azythromycine, clindamycine) peuvent inhiber la synthese protéique, par inhibition de
certaines fonctions de I’apicoplaste.

V-2-3 Les associations d’antipaludiques

Les nouveaux antipaludiques qui ont fait I’objet de développements récents sont tous
associés, au moins en bithérapie, et se démarquent de la plus ancienne des associations, la
sulfadoxine-pyriméthamine capable de sélectionner rapidement des mutants résistants.
Certaines associations sont fixes: I’atovaquone-proguanil, I’artéméther-luméfantrine et la
chlorproguanil-dapsone. D’autres associations sont libres, associant toujours un dérivé de
I’artémisinine vu la rapidité d’action, I'impact de la transmission et I’absence de
chimiorésistance de P. falciparum: artésunate-méfloquine, artésunate-amodiaquine,

artémeéther-proguanil, artésunate-suffadooxine-pyriméthamine.

V-2-4 Les gamétocytocides

Les gamétocytocides agissent en détruisant les gamétocytes du sang humain. Ils
entravent ainsi le cycle sporogonique et bloquent la transmission de I’espéce plasmodiale. Les
gamétocytocides actuellement connus sont tous des amino-8- quinoléines sont peu employés.
Découverte en 1924, la plasmochin (ou plasmoquine) allemande fut reconstituée en France
sous le nom de Praequine ® en 1931. La rhodoquine, synthétisée peu apres, lui était proche
parente. Toutes deux sont abandonnées. La primaquine qui fut ensuite proposée se révéla
également toxique. Elle est méthémoglobinisante et hémolytique, notamment chez le sujet
déficitaire enzymatique en glucose 6-phosphate déshydrogénase

V-3 Molécules antipaludiques issues des plantes médicinales

Deux antipaludiques extraits des plantes médicinales sont toujours parmi ceux les plus
utilisés et les plus efficaces. Il s’agit de la quinine qui demeure un antipaludique majeur
préconisé dans le cas de traitement des accés palustres graves et I’artémisinine (ginghaosu)
ainsi que ses dérivés (artésunate, artéméther et artéether) obtenus par hémisynthése qui
occupe actuellement une place primordiale lors des paludismes dits récessifs ou
neurologiques.
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VI- La lutte anti vectorielle

La découverte, a la fin du siécle dernier, du réle des arthropodes dans la transmission
des agents pathogenes a fait du contréle des « vecteurs » des parasites, bactéries et virus, un
moyen de prévention des maladies qu’ils provoquent. En matiere de paludisme, la lutte anti
vectorielle vise a supprimer ou limiter le contact homme-vecteur pour prévenir I’infection par
des Plasmodiums. Elle est complémentaire de la lutte contre le parasite lui-méme par la
chimioprophylaxie, les traitements préventifs intermittents ou les traitements curatifs.
Aujourd’hui I’élimination des populations de vecteurs n’est pas la finalité de la lutte anti
vectorielle. Son objectif est de diminuer le poids du paludisme. La lutte anti vectorielle se
fait :
- Au stade adulte : pour lutter contre les anophéles au stade adulte, on peut utiliser des
moustiquaires imprégnées d’insecticides (MII) ou procéder par des pulvérisations intra
domiciliaires d’insecticides a effet rémanent.
- Au stade larvaire du vecteur : Les moyens de lutte contre les larves permettent
d’empécher la prolifération des moustiques. La lutte contre les larves peut prendre plusieurs
formes comme éliminer les lieux de pontes, modifier les lieux de pontes et les rendre
inaccessibles aux moustiques adultes. Mais aussi on peut introduire des poissons larvivores,

épandre les larvicides et des inhibiteurs de croissance des insectes.
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VII- Résistance de Plasmodium falciparum aux antipaludiques et contexte actuel

" Combinaisons
| avec artémisinine

| Artémisinine | Halofantrine |

I
Sulfadoxine- . -
Pyriméthamine Méfloguine
PY-SDX MQ

1960 1965 1970 1975 1980 1985 1980 19%5 2000 |2005 2010

caR ||PyisDxR|| caR |MaR|
Amérique du sud HF-R

1940 1945 195

Résistance aux
combinaisons
| avec artémisinine

Figure 4 : Introduction des antipaludiques et apparitions des résistances (R) de

Plasmodium falciparum (Pradines et al, 2010)

VII-1 Apercu général de la résistance

La chimiorésistance est définie par ’OMS comme étant : « la capacité d’une souche
parasitaire a survivre ou a se reproduire malgré I’administration d’un médicament
antipaludique employé a des doses égales ou supérieures aux doses ordinairement
recommandées mais dans les limites de tolérance du sujet ».

La résistance aux antipaludiques dans le monde est un phénomeéne qui s’aggrave
depuis 40 ans selon plusieurs dimensions :
- extension géographique, a partir de I’Amérique du Sud et du Sud-est Asiatique,
- augmentation continue des pourcentages de souches résistantes,
- augmentation du niveau de résistance des souches,
- poly-chimiorésistance.

La véritable menace en terme de santé publique est apparue au début des années 1960
avec la résistance a la chloroquine, antipaludique le plus utilisé et le moins onéreux (Charmot
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et Coulaud, 1988). Cette résistance, qui avait épargné I’Afrique pendant 20 ans a fait son
apparition au début des années 80, elle s’est ensuite répandue extrémement rapidement.
Cette évolution africaine avait d’abord concerné la chloroquine, ensuite d’autres
antipaludiques et actuellement dans plusieurs régions on parle de polychimiorésistance. Pour
ce qui est de I’Afrique de I’Ouest, la résistance in vivo fut confirmée en janvier 1987, par une
enquéte du Centre de Référence de la Chimiorésistance du Paludisme des états de
I’organisation de coordination et de coopération pour la lutte contre les grandes endémies -
OCCGE) au Bénin puis au Togo en février de la méme année. La diminution de la sensibilité
in vitro de la quinine et de la chloroquine décrite au Sénégal en 1984 n’a pas été confirmée in
Vivo a cette époque. La résistance de P. falciparum a la chloroquine est présente aujourd’hui
dans presque toutes les zones d’endémie d’une maniére toute fois hétérogene dans une méme
région sauf dans le Sud-est asiatique ou la résistance est totale. Face a cette situation, il a
fallu recourir a d’autres antipaludiques (association sulfadoxine-pyriméthamine). C’est une
association schizonticide utilisée depuis 1965. Sa demi-vie est de 4 jours, les sujets
« acétyleurs rapides » élimineront rapidement la molécule. Son action est lente. Pour se
développer, le parasite doit synthétiser son ADN, et utiliser les folinates, dérivés des folates.
La dihydroptéroate synthétase et la dihydrofolate réductase permettent la synthese d’acide
folique a partir, entre autres, d’acide paraamino- benzoique puisé chez I’h6te. Utilisée avant
uniquement en traitement préventif, elle est devenue le médicament de choix pour la
prophylaxie chez la femme enceinte en zone de chloroquinorésistance. Elle est administrée
en traitement préventif intermittent chez la femme enceinte en raison d’une cure au 2éme et
3éme trimestre. Elle est présentée en comprimés dosés a 500 mg de sulfadoxine et 25 mg de
pyriméthamine ou en ampoules injectables par voie intramusculaire de 2 ml (400 mg de
sulfadoxine et 20 mg de pyriméthamine). Les cas de résistance a cette association sont de plus
en plus fréquents et ceci constitue un facteur limitant pour ce médicament. La sulfadoxine
inhibe I’action de la dihydroptéroate synthase (Dhps) alors que la pyriméthamine inhibe celle
de la dihydrofolate réductase (Dhfr). Malgré son efficacité, la SP a vite rencontrer une
résistance en Afrique en général et au Sénégal en particulier. De nos jours, I’arsenal
thérapeutique pour lutter contre le paludisme en Afrique est limité. La chloroquine en
monothérapie est toujours utilisée en traitement curatif, malgré I’inefficacité démontrée. Parce
que I’efficacité thérapeutique de ces molécules a été démontrée, I’OMS recommande
d’utiliser (German et Aweeka, 2008):

- les dérivés de I’artémisinine en association ou la quinine, pour les traitements curatifs,
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- la chloroquine-proguanil, la méfloquine ou I’atovaquone-proguanil, pour la
chimioprophylaxie.

L’évaluation permanente de I’efficacité des antipaludiques est nécessaire pour assurer
aux populations cibles des médicaments efficaces et bien tolérés, afin de mieux lutter contre

ce parasite qui a montré sa capacité d’adaptation (Ringwald et al, 2002).

VI11-2 Facteurs d’apparition et d’extension

Les circonstances épidémiologiques de I’apparition, du maintien et de la diffusion de
la chimiorésistance semblent dépendre de plusieurs facteurs. En effet I’apparition de la
chimiorésistance de P. falciparum nécessite I’intervention de trois principaux facteurs : le
parasite, I’antipaludique et I’h6te humain.

Des études génétiques effectuées sur des isolats de P. falciparum (formes asexuées
sanguines) de différentes origines géographiques ont montré que Iinfestation par P.
falciparum chez I’homme est généralement mixte, comportant des parasites génétiqguement
distincts. En particulier, ces parasites présentent une grande hétérogénéité dans la réponse a
un antipaludique donné ; des parasites sensibles coexistant avec des parasites resistants a des
degrés différents.

Ainsi, I'utilisation de faibles doses d’antipaludique (doses prophylactiques ou infra
thérapeutiques lors d’automedication ou de traitement dans les dispensaires), va sélectionner,
chez le malade, des parasites asexués résistants. « La rapidité de cette sélection est
directement proportionnelle a la pression médicamenteuse, au nombre de parasites exposes,
au taux de mutation chez les parasite ». Elle augmente également avec la longueur de la demi-
vie de I’antipaludique utilisé.

D’autre part, I’apparition de la résistance peut étre due a I’existence d’une résistance
croisée entre des antipaludiques présentant une parenté structurale ou un mécanisme d’action
semblable. En zone d’endémie palustre, cette sélection va étre dépendante ou non de
I’apparition de la résistance de P. falciparum a I’antipaludique, cela dépendant de I’état de

I’immunité antipalustre du sujet vis-avis de cette espece
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VIII- Résistance des vecteurs aux insecticides

Pour pouvoir employer efficacement les insecticides dans la lutte anti vectorielle, il
faut que I’espece de vecteur ciblée soit effectivement sensible a ces produits dans les
conditions d’utilisation sur le terrain. Les essais de laboratoire ont permis d’observer
couramment des résistances aux insecticides dans de nombreuses populations de vecteurs
partout dans le monde. Ces résistances peuvent étre dues a la détoxification naturelle des
insecticides par de enzymes ou a une mutation de la cible de I’insecticide. Les différents
meécanismes qui permettent aux insectes de résister a I’action des insecticides peuvent étre

regroupés en trois catégories.

VIII-1 La résistance métabolique

La résistance métabolique est le mécanisme le plus commun chez les insectes en
général. Ce mécanisme repose sur les systémes enzymatiques que tous les insectes possedent
pour assurer la détoxication naturelle des éléments étrangers. Généralement trois catégories
d’enzymes interviennent dans cette fonction, a savoir les estérases, les mono oxygénases a
cytochromes P450 et les glutathion-S-transférases. Ces enzymes sont surproduites par les
moustiques résistants par rapport aux moustiques sensibles et leur permettent de métaboliser
ou de dégrader les molécules d’insecticide avant qu’elles n’exercent un effet toxique sur leur
cible. La surproduction d’enzymes peut étre due a une modification d’un géne régulateur
controlant le degré d’expression de I’enzyme (Rooker et al, 1996) ou a une augmentation du
nombre de copies des génes qui codent ces enzymes (Wirth et al, 1990 ; Devonshire et
Field, 1991).

VI11-2 La résistance par modification de la cible

Le second type de mécanisme de résistance communément trouvé chez les insectes est
la modification de la cible de I’insecticide. Les principales cibles des insecticides sont des
récepteurs ou des enzymes du systéeme nerveux : I’acétylcholinestérase (AChE), le canal
sodium voltage dépendant (CNaVdp) et le récepteur de I’acide gamma-aminobutyrique
(GABA). Les mutations au niveau de la cible sont des mécanismes de résistance tres efficaces
qui s’accompagnent de phénomenes de résistance croisée pour tous les insecticides agissant
sur la méme cible. La cible des organophosphorés et des carbamates est I’acétylcholinestérase
(AChE), une enzyme situee dans les synapses des cellules nerveuses. Les insecticides des
familles des carbamates et des organophosphorés agissent sur I’acétylcholinestérase en
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I’inhibant, ce qui entraine la mort de I’insecte par accumulation de I’acétylcholine (substrat de
I’enzyme) dans la fente synaptique. Plusieurs formes mutées de cette enzyme (également
appelées acétylcholinestérase insensible) ont présenté une affinité diminuée pour ces
insecticides. La forme mutée retrouvée chez An. gambiae, principal vecteur du paludisme en
Afrique inter-tropicale, résulte d’une mutation de la glycine en sérine en position 119
conférant une résistance croisée aux carbamates et aux organophosphorés (Weill et al, 2004).
Les CNaVdp interviennent dans la transmission de I’influx nerveux le long des axones. Les
pyréthrinoides et le DDT agissent au niveau des CNaVdp et perturbent le fonctionnement
normal des canaux et la transmission de I’influx le long des fibres nerveuses. Une mutation
ponctuelle remplacant une leucine par une phénylalanine au niveau du sixiéme segment du
domaine Il du géne codant le CNaVdp (mutation kdr Leu-Phe) confére la résistance aux
pyréthrinoides et au DDT en Afrique de I’Ouest (Dong, 1997). En Afrique de I’Est, c’est
plut6t le remplacement de la leucine par une serine a la méme position qui confére la
résistance aux pyréthrinoides (mutation kdr Leu-Ser) (Verhaeghen et al, 2006). Les
organochlorés du groupe des cyclodienes ont leur site d’action au niveau des récepteurs du
GABA du systeme nerveux central. Une seule mutation ponctuelle sur des récepteurs GABA
est responsable de la résistance aux cyclodiénes chez plusieurs especes d’insectes. Tout
comme dans le cas de I’AChEL, cette mutation entraine une modification structurale du site

d’action réduisant ainsi la fixation des cyclodienes.

VI11-3 La résistance comportementale
La résistance comportementale repose sur une modification du comportement de
I’insecte lui permettant d’éviter un contact avec la molécule d’insecticide. La résistance

comportementale est moins bien connue que les autres mécanismes de résistance.

IX-  Méthodes d’évaluation de la chimiorésistance de Plasmodium falciparum
L’étude de la chimiosensibilit¢ de P. falciparum chez I’homme, qui concerne
principalement les schizontocides sanguins, peut étre effectuée par des méthodes in vivo, in

vitro et par I’étude des marqueurs génétiques.

IX-1 Les tests in vivo
Le principe consiste a administrer au sujet parasité par des trophozoites de P.
falciparum, a I’exception de toute autre espéce plasmodiale, une dose curative du
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schizonticide a tester, puis a évaluer dans le temps, I’effet du médicament sur la réduction et
la disparition de la parasitémie. Les méthodes OMS constituent les méthodes de référence et
sont de loin les plus utilisées. Le médicament est administré par voie orale & une dose
standard qui dépend de I’antipaludique a tester. La parasitémie est déterminée sur la goutte
épaisse ou sur le frottis sanguin. Selon la durée de suivi on distingue deux méthodes :

- le test prolongé de I’OMS ou la parasitémie est évaluée sur une période de 29 jours
pour les zones de faible transmission, quotidiennement de JO a J7, puis & J14, J21 et J28 (29e
jour) ; 14 jours pour les zones de forte transmission

- Le test standard, ou la parasitémie est déterminée quotidiennement pendant 8 jours, de
JoalJ7.

NB : Ces tests a la goutte épaisse et au frottis sanguin sont confirmés par la PCR en cas de
positivité pour déterminer une recrudescence ou une réinfestation.

L’interprétation des résultats est basée sur deux parametres principaux a savoir, le jour de la
disparition des trophozoites et le taux de réduction de la parasitémie aprés le traitement, par
rapport a la parasitémie de JO. Cing types de réponses ont été définis:

- Sensible : disparition des parasites a J7 au plus tard, sans recrudescence a J14, J21 et
J28.

- Résistance de niveau RI tardif : disparition des parasites a J7, suivie d’une
recrudescence a J14, J21 ou J28.

- Résistance de niveau RI précoce : disparition des parasites avant J7, suivie d’une
recrudescence a J7.

- Résistance de niveau RIl : absence de disparition des parasites, mais réduction
importante de la parasitémie.

- Résistance de niveau RIIl : aucune réduction appréciable de la parasitémie n’est
observee.

Le test prolongé permet d’identifier les cing types de réponses et le test standard toutes les
réponses sauf les réponses sensibles et le niveau RI tardif.

Les inconvénients des méthodes in vivo sont décrits par Le Bras et Savel. Il s’agit de :

- la nécessité d’examiner plusieurs fois le sujet.

- I’existence de fausses résistances liées a des taux sanguins de I’antipaludique
inférieurs au seuil d’activité. C’est le cas lorsque le médicament est sous dosé, ou lorsqu’il est

incomplétement absorbé par suite de vomissements précoces ou d’accélération du transit.
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D’ou la nécessité d’évaluer, apres le traitement, le taux d’antipaludique dans le sang ou les
urines.

IX-2 Les tests in vitro

Les méthodes in vitro permettent une détermination objective de la sensibilité de P.
falciparum a tous les schizonticides sanguins agissant directement. Elles sont en effet peu ou
pas influencées par I'immunité contrairement aux méthodes in vivo. En zone d’endémie, elles
permettent donc de détecter la chimiorésistance de P. falciparum a son émergence. On

distingue les anciennes et les nouvelles méthodes.

IX-2-1 Les anciennes méthodes

Ce sont des méthodes qui utilisent du glucose comme milieu d’incubation. Le sang
total prélevé chez le sujet présentant des trophozoites de P. falciparum est additionné de
glucose a la concentration finale de 50/100 puis incubé en présence de concentrations
croissantes de I’antipaludique a tester, comparativement a un témoin sans antipaludique. On
évalue ensuite au microscope sur goutte épaisse, I’effet inhibiteur des différentes
concentrations sur la maturation des trophozoites en schizontes car les parasites sont
synchrones dans le prélevement de sang. L’interprétation des résultats est basée sur la
concentration minimale d’antipaludique inhibant complétement la maturation en schizontes
(CMI). Deux macrotests ont été décrits parmi lesquelles on peut citer : Le Macrotest de
Rieckmann et Le Macrotest OMS.

IX-2-1-1 Le Macrotest de Rieckmann
C’est la premiére technique a étre utilisé sur le terrain. Elle emplois 1 ml de sang
défibriné par concentration .L’incubation est faite a I’étuve a 38°5-40°C pendant 24 heures.
Les schizontes ne sont comptés sur goutte épaisse comparativement a 100 parasites asexués.

1X-2-1-2 Le Macrotest OMS
C’est le macrotest de Rieckmann standardisé pour tester la chloroquine et la
méfloquine. 1l a était largement utilisé et emploie des flacons prédosés en antipaludiques.
L’incubation est faite a 38°5 pendant 24 a 28 heures. Ces macrométhodes ont I’inconvénient
d’utiliser une grande quantité de sang. Il faut au moins 10ml de sang par antipaludique pour
tester une souche .En outre le sang doit contenir une prédominance de trophozoites agés de P

falciparum, en effet ce sont ces formes qui sont capables d’évoluer en schizontes a trois
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noyaux ou plus en 24 heures d’incubation. C’est pour ces raisons que ces méthodes ont été
remplacées par de nouvelles méthodes.

IX-2-2 Les nouvelles méthodes

Elles sont basées sur le principe de la culture continue de P. falciparum (formes
érythrocytaires) qui a été mise au point par Trager et Jensen et par Haynes et collaborateurs
(1976). Briévement cette culture est réalisée dans un milieu liquide synthétique (RPMI
tamponné) qui est enrichi en sérum humain non immun (10% environ). L’incubation est faite
a I’étuve a 37° dans une atmosphere enrichie en gaz carbonique (95% air et 5% CO,) qui est
obtenue dans un dessicateur avec bougie ou dans un incubateur a CO,. Selon le mode
d’évaluation utilisé, on distingue des méthodes microscopiques, isotopiques et
fluorométriques. Cette derniere constitue une innovation de taille dans I’évaluation de la
sensibilité in vitro de P. falciparum aux différents antipaludiques.

Par ailleurs, il faut noter que les méthodes isotopiques et fluorométriques sont tres
sensibles mais se limitent a des laboratoires spécialisés car nécessitant tout un arsenal de
matériel colteux.

A ces méthodes s’ajoutent les techniques de biologie moléculaire utilisées surtout dans
I’étude des marqueurs génétiques de la résistance qui occupe aujourd’hui une place trés

importante dans le cadre de la recherche.

IX-2-2-1 Les méthodes microscopiques
Les méthodes microscopiques comportent les méthodes a court terme et celles a long
terme.
i-Les méthodes a court terme
Elles évaluent I’effet inhibiteur de différentes concentrations de I’antipaludique sur la
maturation des trophozoites en schizontes, comme dans les macrométhodes. Elles dérivent
toutes de la micro méthode de 24 heures décrite par Rieckman et collaborateurs pour tester la

sensibilité de P.falciparum provenant de singe Aotus.

i-1 Le microtest
C’est une méthode standardisée qui utilise des plaques prédosées avec I’antipaludique
(96 puits) et du sang capillaire hépariné .Chaque puits recoit 50ul de la suspension globulaire
parasitée a 5% heématocrite dans le milieu RPMI. Apres une incubation de 24 & 26 heures a
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37°C, les schizontes sont comptées sur goutte épaisses colorées au Giemsa en regard de 200

parasites asexués.

i-2 Le microtest OMS
Il utilise des plaques pré dosées qui sont actuellement commercialisées (chloroquine,
amodiaquine, quinine, méfloquine et association sulfadoxine/pyriméthamine). C’est le
microtest qui a été standardisé. L’interprétation de ses résultats est basée sur la CMI
(concentration minimale inhibitrice) de I’antipaludique évalué. Lorsqu’elle est inférieure ou

égale au seuil de résistance, la souche est dite sensible a I’antipaludique ; lorsqu’elle est

supérieure a ce seuil, la souche est dite résistante.

i-3 Le semi-microtest

Il utilise des plaques pré dosées en antipaludique de 24 puits et des globules rouges
parasités lavés en suspension dans le milieu RPMI additionné de 10% de sérum en vue d’une
hématocrite a 5%.Chaque puits recoit 700ul de suspension globulaire. Aprés 24 a 48 heures
d’incubation les schizontes sont comptés en regard de 100 ou 200 parasites asexués.

L’inconvénient de ces tests de 24-26 heures réside dans le fait qu’ils ne permettent pas
de tester les souches dans le cas ou elles sont constituées en majorité de trophozoites jeunes
qui ne disposent pas de suffisamment de temps pour donner de schizontes .Ces souches sont
fréquemment rencontrées au cours de I’accés simple palustre. Cependant le semi-microtest
microscopique permet dans une moindre mesure une meilleur évaluation, car pouvant

permettre une croissance des trophozoites jeunes et agés en schizontes.

ii-Les méthodes a long terme

Elles utilisent des souches de P.falciparum apres adaptation en culture .Les parasites
de culture étant asynchrones c’est-a-dire contenant des trophozoites, des schizontes et des
mérozoites, ces méthodes apprécient, sur frottis, I’effet de différentes concentrations
d’antipaludiques sur la disparition des parasites, comparativement a un témoin (RPMI) sans
antipaludique. Ces méthodes sont surtout indiquées pour les antibiotiques a action lente tels
que les macrolides et les cyclines et aussi pour les inhibiteurs de la dihydropholate réductase.
Ces derniers n’empéchent en effet pas la maturation des trophozoites en schizontes, mais

empéchent la réinvasion des hematies par les mérozoites
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Ces méthodes présentent un certains nombre d’inconvénients car utilisant une culture
continue de P.faciparum. Elles sont limitées a des laboratoires spécialisés. De plus, la plus
part d’entre elles nécessitent le changement du milieu de culture et de I’antipaludique toutes
les 24 heures. D’autre part, les résultats obtenus avec ces methodes doivent étre interprétés
avec précaution car I’adaptation en culture peut éliminer sélectivement des parasites de la
population originelle et modifier ainsi la chimiosensibilité in vitro des isolats de P.

falciparum.

IX-2-2-2 Les méthodes isotopiques
Elles mesurent I’effet inhibiteur de concentrations croissantes d’antipaludiques, sur
I’incorporation par les parasites d’un précurseur métabolique radiomarqué, comparativement
a un témoin (RPMI) et a des globules rouges sains. C’est généralement I’hypoxantine tritiée
(*H hypoxantine) qui est utilisée. Parmis les méthodes isotopiques on pourra citer : la méthode
de Desjardins et collaborateur, le microtest de Druilhe et collaborateurs, le microtest de

Brandicourt et collaborateurs et le semi-microtest isotopique.

i-La méthode de Desjardins et collaborateurs
C’est la premiere méthode décrite et I’une des plus utilisée. C’est une micro méthode
semi automatique utilisant le P. falciparum en culture continue. Le volume final dans les puits
est de 250ul dont 200ul d’une suspension de globules rouges parasités a 1 ,5% hématocrite
dans le RPMI-sérum. La durée totale de I’incubation est de 44 a 48 heures. On détermine la
dose inhibitrice 50% (Dlso) par une régression non linéaire.

ii-Le microtest de Druilhe et collaborateurs
Le volume final par puits est de 50ul & 5% hématocrite. La durée d’incubation est de
48 heures .L’interprétation des résultats est basée sur la Clsp qui est obtenue par une
régression linéaire.
iii- Le microtest de Bandicourt et collaborateurs
C’est le microtest OMS couplé & un marquage & I”*H-hypoxantine. La durée totale de
I’incubation en présence d’*H-hypoxantine est de 26 heures. Les résultats sont interprétés
comme dans la méthode de Druilhe et collaborateurs. Cette méthode a I’avantage d’utiliser

directement le sang parasité sans lavage préalable ; ce qui facilite son utilisation sur le terrain.
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Cependant elle ne semble pas trés indiquée dans les cas de souches avec de jeunes
trophozoites du fait de la courte durée incubation (26 heures).

IX-3 Les tests moléculaires

Elle se base essentiellement sur la recherche d’éventuelles mutations génétiques au
niveau des genes de Plasmodium (genes cibles des antipaludiques) par des techniques simples
de biologie moléculaire comme la PCR. Ces mutations se localisent au niveau de plusieurs
geénes et certains ont pour nom :
-PfCRT (Plasmodium falciparum chloroquine resistant transporter)
-PfMSP (Plasmodium falciparum merozoite surface protein)
-PfDHFR (Plasmodium falciparum dihydrofolate reductase)
- PfDHPS (Plasmodium falciparum dihydropteroate synthase).
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EUNENE FARITE

I- Background sur les plantes médicinales

I-1 Historique des plantes médicinales

Une plante médicinale est une plante utilisée pour ses propriétés particuliéres
bénefiques pour la santé humaine voire animale. Depuis la préhistoire, I’Etre humain
recherche dans son environnement (plantes, animaux, pierres, esprits) de quoi soulager ses
maux et traiter ses blessures. Il utilisait les plantes pour le traitement de la malaria et d’autres
maladies. Guérisseurs, ainés, parents et prétres transmettaient oralement ces connaissances,
sur I’efficacité des médicaments traditionnels, aux membres de leurs familles, leurs
communauteés et a la génération suivante. Ainsi, au fil des millénaires, les hommes ont appris
a connaitre les plantes et a en cerner les vertus thérapeutiques. Plusieurs théoriciens, a
diverses époques, ont entrepris de recenser les plantes médicinales et d’expliquer leur action
sur I’organisme. C’est ainsi :
- 1500 ans avant J.C, le papyrus égyptien Ebers répertorie plus de 85 plantes. Les
Vedas, poémes hindous contiennent des témoignages sur les plantes (Willcox et al, 2004).

- 400 ans avant J.C le Charaka Samhita succéde aux Vedas et décrit environ 350

plantes médicinales

- Vers 377 ans avant J.C, le grec Hippocrate, nommé “le pére de la médicine” recense
plantes, remédes et traitements dont les applications restent valables jusqu’a aujourd’hui.

- En Inde, la médicine traditionnelle a été utilisée il ya plus de 5000 ans et 8000
plantes sont codifiées dans un livie nommé “Ayurveda” (Willcox et al, 2004).

- Il ya 5000 ans, I’Empereur chinois Shen Guen investigua les plantes
médicinales et confirma leurs propriétés pharmacologiques. Cependant, 11 000 plantes
medicinales sont développées et bien utilisées en Chine avant le développement de la
médicine moderne. Parmi ces plantes figurent I’A. annua, source de I’artémisinine (Willcox
et al, 2004).

- De 1616-1792, Nicholas Culpeper rédigera un célebre herbier intitulé « The English
Physician ou The Complet Herbal », encore réédité de nos jours
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- Louis XIII fonde en 1635 a Paris le Pardin du Roy,|ancétre de I'actuel muséum national

d'histoire naturelle
- En 1735, les efforts de classification des plantes aboutissent grace a Carl VVon Linné.

- Le travail des chimistes du XIXeme siecle va permettre une identification plus précise
des agents actifs des plantes et une meilleure définition de leurs vertus. lls isolérent une série
impressionnante de molécules : morphine (1817), codéine (1832), acide salicylique et, dans la
seconde moitié du XIXeme siécle : quinine, strychnine, colchicine, cocaine, ésérine
(Delaveau, 1982; Girre, 1985). Les progrés de la physiologie, puis de la pharmacologie,
permirent de comprendre les mécanismes d’action de ces substances naturelles. Depuis
quelques années, la compréhension des relations qui existent entre la structure d'une molécule
et son activité biologique permet la conception et la fabrication de médicaments synthétiques
aux performances améliorées ou aux effets indésirables mieux contrélés.

- Depuis quelques décennies, I’ére du bien étre, la recherche d’une vie saine, le retour
aux choses essentielles, a la nature, fait renaitre un enthousiasme certain pour les plantes. La
phytothérapie, médecine douce par excellence, propose des remedes a base de plantes adaptés
au mal a traiter et pouvant étre prescrits sous forme de tisane, de sirop ou encore d’inhalation.
Ainsi, les recherches actuelles ont confirmé la pertinence des méthodes empiriques du passé
appliquées aux plantes.

D’autres peuples ont aussi utilisés les plantes médicinales depuis I’ Antiquité. Parmi
eux on peut citer les Grecs, les Romains, les Arabes, les Européens, les populations d’Afrique
Subsaharienne et les indigenes de I’Amérique du Nord et du Sud (Huang et al, 1992).
L’utilisation des plantes médicinales pour améliorer les conditions sanitaires des populations
des pays développées, dans le but d’une meilleure accessibilité aux médicaments, a été
depuis longtemps encouragée (Akerele, 1984). Dans les pays tropicaux endémiques, la
médecine moderne n’est pas trop accessible, surtout pour les populations vivant dans les
zones rurales. L’OMS indique que plus de 80% de la population mondiale utilise les plantes
médicinales comme traitement de premiere ligne (Farnsworth et al, 1985). En Afrique de
méme qu’en Amérique du Sud et en Asie, les plantes médicinales constituent le traitement
majoritaire surtout pour les populations des zones reculées (Akubue et Mittal, 1982).
L’Organisation de I’Unité Africaine (OUA), par sa commission technique, organise a Dakar

en 1968 un symposium pour discuter la contribution de la médecine traditionnelle sur la santé
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humaine en Afrique. En 1978 a Alma-Ata, une conférence a été organisée par les
gouvernements africains pour donner une grande priorité pour la promotion de la médecine
traditionnelle et I’intégration des plantes médicinales dans la santé humaine (Gessler, 1994).
De 2001 a 2011, I’OUA déclare cette décennie comme celle de la médecine traditionnelle
(Abuja Déclaration, 2000).

I-2 Contribution de la médecine traditionnelle sur le développement de la
médecine moderne

La médecine traditionnelle (qualifiée parfois de médecine « paralléle ») est un sujet
qui touche tout le monde puisque nous sommes tous intéressés par notre santé. Nous avons
probablement tous fait I’expérience de la médecine traditionnelle dés notre enfance. La
médecine moderne a presque toutes les réponses aux problémes de santé mais elle n’est pas
toujours accessible et elle est souvent trop chére. De plus il est difficile pour de nombreux
pays de s’approvisionner en médicaments. On estime qu’environ 80% de la population
mondiale utilisent les plantes médicinales pour se soigner (Zirihi et al, 2005). De nombreux
médicaments modernes sont fabriqués a partir des produits naturels, souvent impossible a
créer chimiquement. Le quart de tous les médicaments vendus aux Etats-Unis, par exemple
provient des plantes.

Les études sur I’utilisation des plantes médicinales par les populations reculées, suivi
d’études phytochimiques, précliniques et cliniques, constituent une importante découverte
et développement de la médecine traditionnelle. La découverte de composés naturels des
plantes, comme produits actifs des médicaments, a été faite au début du 19°™ siécle et
I’utilisation de ces produits naturels ont été d’un grand apport pour le développement de la
chimie bioorganique et indirectement de la médecine moderne. La découverte de la quinine a
partir de Cinchona succiruba, comme antimalarique, a été une aubaine pour la médicine
moderne dans la lutte contre la malaria. La quinine, composé naturel, est trés efficace contre
la malaria et est utilisée pour les acces palustres graves. Elle a permis aussi la création de
formes synthétiques, qui aussi, sont efficaces contre le paludisme.

La découverte et le développement de I’artémisinine a partir de I’A. annua, est a
I’origine d’une nouvelle molécule, tres efficace contre la malaria et jouant un role déterminant
dans la lutte contre le paludisme (Sriram et al, 2004 ; Haynes, 2006, Hsu, 2006a, Bosman et
Mendis, 2007). L’artémisinine et ses dérivés sont trés actifs contre le Plasmodium, et
constituent en combinaison avec d’autres antipaludiques, le traitement actuel contre le
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paludisme. Les ACT (combinaisons a base d’artémisinine) sont actuellement considérés

comme le meilleur traitement contre les accés palustres simples (Olumnese, 2006).

I1- L’Artemisia annua

L’A. annua est une plante appartenant a la famille des Astéracées et est originaire de la
Chine et d’autres pays asiatiques (Japon, Corée et Thailande). Elle y est utilisée depuis plus
de 2000 ans dans le traitement de la malaria et d’autres maladies. Le genre Artemisia
comprend plus de 400 especes dont la majeure partie d’entre elles ont un gout amer (Willcox
et al, 2004). L’A. annua est la seule espéce du genre Artemisia présentant un cycle annuel
d’ou le nom « annua ». 1l ya deux grandes théories sur I’origine du nom. La premiere théorie
vient de Ferreira et de ses collaborateurs qui pensent que le nom proviendrait de la déesse
grecque « Artemis » (Ferreira et al, 1997). Artemis est la déesse qui guérit les maladies. Elle
est aussi considérée par les grecs comme la déesse de la chasse, de la forét et est responsable
de la mort soudaine chez les femmes (Guirand, 1959). Par contre en ce qui concerne la
seconde théorie, Bruce-Chwatt pense que le nom proviendrait d’une reine turque « Queen
Artemisia » qui a vécu au quatrieme siécle avant Jesus-Christ (Bruce-Chwatt, 1982).

11-1 L’ethnopharmacologie

L’ethnopharmacologie se définit comme I’étude scientifique interdisciplinaire de
I’ensemble des matiéres d’origine végétale, animale ou minérale, et des savoirs ou des
pratiques s’y rattachant, que les cultures vernaculaires mettent en ceuvre pour modifier les
états des organismes vivants, a des fins thérapeutiques, curatives, préventives, ou
diagnostiques. L’intérét considérable pour I’ethnopharmacologie ces dernieres années
s’expliquent par trois faits majeurs :

- La pertinence fréquente des indications thérapeutiques de remedes vernaculaires qui a
frappé les scientifiques, médecins, pharmacologues et ethnologues occidentaux,

- Les contraintes économiques : Comment trouver de nouvelles substances naturelles
intéressantes dans un milieu naturel dont on sait que, pour les seuls végétaux, il contient
plusieurs dizaines de milliers d’espéces, dont chacune peut produire plusieurs dizaines, voire
centaines, de molécules différentes ? Comment décider du choix des espéces a étudier,
sachant le codt de telles recherches ? A ces questions, I’ethnopharmacologie apporte une

réponse originale, en amont de la mise au point de nouveaux produits.
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- La prise de conscience au niveau mondial, a la fois de I’ampleur des problémes
sanitaires demeurés sans solution, et méme de leur aggravation.

L’ethnopharmacologie peut ainsi intervenir & deux niveaux différents en y apportant
des contributions originales. Dans le domaine de la connaissance, elle associe de fagon
nouvelle les compétences propres a diverses disciplines jusque-la éloignées les unes des
autres, et ouvre la voie a I’échange de savoirs scientifiques et non scientifiques. D’un point de
vue plus pratique, elle peut contribuer a I’avenement de solutions alternatives aux problémes
sanitaires des pays les plus démunis.

La comparaison du rapport codts-efficacité de deux de ces approches, montre que le
nombre d’espéces végeétales présentant, in vitro ou in vivo, une activité cytotoxique ou
antitumorale est multiplié par deux, lorsque les plantes sont sélectionnées sur la base de leur
utilisation en médecine traditionnelle pour I’indication recherchée, en comparaison avec les
résultats du screening au hasard (OMS, 2000).

En ce qui concerne le paludisme, ou I'urgence de la diversification de I’arsenal
thérapeutique est tres forte, I’approche ethnopharmacologique semble étre une voie alternative
trés intéressante. Le fait que deux antipaludiques majeurs, la quinine et I’artémisinine, soient
extraits de plantes utilisées dans les medecines traditionnelles contre le paludisme renforce
cette idée. Dans plusieurs pays en zone d’endémie, particulierement en Afrique, I’instabilité
des schémas thérapeutiques antipaludiques, le colt et la toxicité des médicaments
antipaludiques, ont renforcé I’intérét des populations locales pour les plantes médicinales
(Noranate et al, 2007).

11-2 Activité antipaludique de I’A. annua
L’A. annua a été utilisée, comme plante médicinale pour le traitement des fiévres
intermittentes, depuis 340 A.D (Hsu, 2006b). Cette plante connue en Chine depuis plus de
2000 ans y est communément appelée « Qing hao » (De Ridder et al, 2008). A I’origine, A.
annua et A. apiacea n’étaient pas considérées comme deux especes différentes et portaient
toutes les deux le nom de « Qing hao » (De Ridder et al, 2008). La séparation fut effective en
1958 et désormais ces deux plantes distinctes porterent le nom de « Qing hao » et de
« Huang hua hao ». La premiére description de cette plante chinoise date de 168 avant Jesus
Christ (Efferth, 2007). Au quatrieme siécle aprés Jésus Christ, Ge Hong décrit une méthode
de préparation de la tisane d’A. annua que Li Shizhen a inscrit, en 1596 dans I’encyclopédie
intitulée «Classified Materia Medica » (De Ridder et al, 2008). La méthode de Ge Hong
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consistait a tremper la plante fraiche dans de I’eau, ensuite essorer la plante au bout d’un
certain temps de trempage et enfin le jus obtenu est utilisé comme reméde (De Ridder et al,
2008). Le trempage suivi de I’essorage de la plante entiere dans I’eau pourrait étre a I’origine
de I’émulsion de flavonoides et d’autres huiles contenus dans les tiges et dans les feuilles et
qui faciliteraient I’extraction de I’artémisinine (Hsu, 2006a). Le taux en artémisinine a partir
de la plante fraiche est 20 fois plus important que si I’extraction était faite a partir de feuilles
séchées (Wright et al, 2010). Pendant la guerre du Vietnam (1965-1975), le gouvernement
chinois initie une recherche, a partir des plantes médicinales chinoises, pour venir a bout des
soldats vietnamiens. C’est ainsi que I’artémisinine fut isolé de la plante A. annua et constitue
un élément important de la lutte contre le paludisme. Aujourd’hui, I’artémisinine et ses
dérivés sont, sous forme de combinaison a base d’artémisinine (ACT), utilisés dans le
traitement contre le paludisme simple. Cependant, les ACT ne sont pas accessibles pour une
certaine partie de la population, poussant ainsi certaines organisations non gouvernementales
(ONG) a encourager et promouvoir I’utilisation de la tisane a base d’artémisinine (Willcox et
al, 2011). Depuis 1988, 'ONG « ANAMED (Action for Nature and Medecine) » distribue
des kits (contenant des grains et leur utilisation) pour encourager la culture de la plante d’A.
annua (Willcox et al, 2011). Des études cliniques préliminaires suggerent que la plante d’A.
annua serait efficace contre le paludisme méme a des concentrations faibles d’artémisinine
(Mueller et al, 2000 et 2004).

L’efficacité clinique de la tisane de feuilles d’A. annua dans le traitement du
paludisme a été démontrée a I’occasion du traitement de plusieurs cas isolés, tous avec une
rapide et compléte amélioration clinique. Des études faites en 1986 par Chang et But, sur 105
patients infectés par P. falciparum, avaient montré des pourcentages de guérison de 100 %
(Chang et But, 1986). Hirt et Lindsey, a partir d’études menées en République
Démocratique du Congo, ont montré des pourcentages d’efficacité clinique de 93% sur 254
patients traités avec de la tisane d’A. annua apres 7 jours de traitement (Hirt et Lindsey,
2000). L’année suivante, Hirt a mené des études, avec un long suivi sur 31 patients traité
avec la tisane, et avait découvert un pourcentage de recrudescence de 13% (Hirt, 2001).
L’efficacité de la tisane a également été étudiée dans quelques séries randomisées de la
littérature : Blanke (Blanke et al, 2008) rapporte 10 cas traités par tisane ; Mueller (Mueller
et al, 2000, 2004) rapporte deux séries, I’une de 53 patients, I’autre de 72 patients. Dans ces

trois études, une importante amélioration clinique a été observée dans presque tous les cas dés
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le troisieme jour du traitement. Dans les trois études, la parasitémie a disparu dans 70% des
cas au septieme jour.

Cependant les auteurs ont noté une récidive de la parasitémie au 28°™ jour, un
nombre important de cas, variant de 70% a 90% selon les séries. Ces cas de réapparition de la
parasitémie, attribués a la brieveté de la demi-vie de I’artémisinine, ont été considérés comme
des échecs, méme en I’absence de récidive de la symptomatologie clinique. En raison de la
fréquence de cette recrudescence précoce de la parasitémie, le traitement du paludisme par
I’artémisinine seule ou ses dérivés, et donc a fortiori par la tisane d’A. annua, est considéré
par ’'OMS comme un traitement insuffisant, et pour cette raison le traitement de I’acces
palustre par I’artémisinine est officiellement considéré comme inacceptable.

Cependant la constatation d’une parasitémie modérée sans symptomatologie clinique
est classique chez I’enfant en zone d’endémie, et il est admis que cela lui apporte une
immunité antitoxique et lui assure une protection minimale contre les infections ultérieures.
La méme parasitémie isolée notée apres traitement d’un acces palustre ne parait pas plus
significative et plusieurs publications ont souligné ce fait : Mueller (Mueller et al, 2000)
Silachamroom (Silachamroon et al, 2001), Swarthout (Swarthout et al, 2006), Whitty
(Whitty et Staedke, 2005) ont retrouvé entre la 4°™ et 6°™ semaine une parasitémie variable
de 20% a 50% selon les dérivés de I’artémisinine utilisés, isolés ou en combinaison. Au recul
de 6 semaines, il est d’ailleurs difficile d’attribuer cette parasitémie a une récidive (donc a un
échec du traitement) ou a une réinfestation (la distinction nécessiterait une étude génotypique
du parasite). Dans I’étude trées complete d’Ashley et al (Ashley et al, 2008) portant sur une
population de 2926 enfants traités par ACT, une recrudescence de la parasitémie a été
observée dans 942 cas entre le 14°™ et le 28°™ jour, attribuée & une récidive dans 12% des cas
et a une réinfestation dans 78% des cas, avec un taux d’échec variant de 0% a 40%. Au total
on peut considérer que la persistance ou la récidive d’une parasitémie modérée n’est pas
significative dés lors qu’elle est isolée et sans symptomatologie clinique. Malgré ses
imperfections, le traitement de I’acceés palustre par tisane d’artémisinine peut donc étre
recommandé lorsqu’il n’existe pas d’alternative accessible (De Ridder et al, 2008), I’objectif
du traitement par tisane d’artémisinine n’étant pas d’éradiquer définitivement la maladie, mais
de traiter I’acces palustre et de prévenir ses complications (Willcox et Rasoanaivo, 2004).
Pour diminuer le risque de récidive et pour éviter une monothérapie qui pourrait étre I’origine
de la résistance du parasite, I’'OMS recommande d’associer a I’artémisinine des antipaludéens
a action plus lente, et il existe actuellement plusieurs préparations pharmaceutiques,
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cependant toutes trop couteuses pour un usage universel. En fait I’artémisinine contenue dans
I’A. annua n’est pas isolée ; il s’agit d’un véritable « cocktail », composé de plusieurs
molécules de flavonoides (scopolétine, casticine, chrysoplenetine, chrysophenol-D,
cirsilineol) ; ces molécules potentialisent I’action de I’artémisinine, et d’autre part a doses
plus importantes, elle semblent avoir une action directe sur le P. falciparum (Elford et al,
1987 ; Chiung-Sheue Chen Liu et al, 1992). Le traitement par tisane n’est donc pas une
véritable monothérapie et comporte un moindre risque de générer une résistance. Ceci peut
d’ailleurs expliquer que le P. falciparum ne soit pas devenu résistant a I’artémisinine, malgré
deux millénaires d’utilisation de la tisane. A I’inverse, on retrouve actuellement dans la
littérature quelques publications attribuant I’échec du traitement a une résistance acquise a
I’artémisinine extraite, méme associée a des molécules a actions plus lente (Ashley et al,
2008). Des cas de résistance & I’artémisinine ont été récemment confirmes a 1I’Ouest du
Cambodge (Dondorp et al, 2009). Pour compenser la briéveté de la demi-vie de
I’artémisinine, la durée du traitement doit impérativement étre au moins de 5 jours (Le et al,
1999) ; la durée habituellement recommandée est de 7 jours.

Cependant il faut noter que beaucoup d’études in vitro, concernant I’efficacité des
plantes médicinales sur les souches de P. falciparum, ont été réalisées. Ces resultats ont
méme permis d’établir une échelle d’activité permettant d’évaluer les activités d’extraits de
plante sur les modéles expérimentaux du paludisme. Il faut noter que plusieurs auteurs ont
essayé de définir Iactivité antipaludique de la tisane d’A. annua. Les deux tableaux ci-
dessous constituent respectivement les méthodes d’évaluation de Sauvin en 2002 et Malebo
en 20009.

Tableau I1: Méthodes d’évaluation in vitro des plantes médicinales (Sauvin, 2002)

Clso Activité antipaludique
Clsp [1 5 pg/ml Trés bonne
Spg/ml ] Clsp [ 10 pg/ml Bonne
Clso [1 10 pg/ml Faible
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Tableau 111 : Méthode d’évaluation in vitro des plantes médicinales (Malebo et al, 2009)

Clso Activité antipaludique
Clsp [J 0,5 pg/ml Forte activité
0,5 < Clsp [ 5pg/ml Activité modérée
Sug/ml <Clsg [J 10pg/ml Activité légere
Clsop > 10pg/ml Inactivité

11-3 Recommandations de traitement

L’efficacité de la tisane d’A. annua, contre le paludisme et les autres maladies, a été
démontrée depuis longtemps. De nos jours des études cliniques faites, ont montré que la
tisane d’A. annua, peut étre efficace sur le paludisme a P. falciparum avec des pourcentages
de 70 a 100 % (Chang et But, 1986 ; Hirt et Lindsey, 2000 ; Mueller et al ; 2000, 2004).
Ceci a poussé beaucoup d’ONG de promouvoir la culture et I’utilisation de I’A. annua dans la
lutte contre le paludisme (Willcox et al, 2011). Cependant, il ya eu beaucoup de débats
concernant I’appropriation, I’efficacité et la sécurité de ce programme (Willcox, 2009).
Certains pensent qu’il est trés compliqué, d’apprendre aux villageois, comment cultiver et
utiliser cette plante, pour prendre en charge son propre traitement contre le paludisme
(Willcox et al, 2011). D’autres ont la peur de voir surgir des résistances a cause de mauvaises
pratiques mais aussi des faibles doses d’artémisinine contenues dans la tisane d’A. annua
(Jansen, 2006).

Inversement, certaines ONG pensent que ce traitement est le seul moyen de recours
dans certaines zones tres reculées ou il ya un manque de services de santé et I’inaccessibilité

aux médicaments (Willcox et al, 2011). En plus ces ONG arguent que la tisane d’A. annua
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contient plusieurs autres composés antipaludiques qui peuvent agir en synergie avec
I’artémisinine, d’ou I’efficacité accrue de la plante et I’absence de résistance (Liu et al,
1992 ; Elford et al, 1987). Ainsi ils ont entrepris I'utilisation et la culture de la plante A.
annua pour la lutte contre le paludisme. Parmi eux on peut citer ’ANAMED (Action for
Nature and Medicin) qui fait la promotion de I'utilisation de la médecine traditionnelle
(Willcox et al, 2004). Celle-ci distribue des semences et des variétés d’armoises riches en
artémisinine (Delabays, 1997) pour la culture et enfin I’utilisation comme antipaludique.
L’ANAMED travaille avec prés de 240 organisations dans le monde, profitant ainsi de leur
expérience (Willcox et al, 2004). Ces collaborations, tant sur le plan expérimental et
scientifique, ont permis a I’ANAMED de formuler des recommandations. Des
recommandations, basées sur des études menées par Hirt en 2001, qui ont été formulées et
diffusées dans le monde. Ces recommandations consistent a des infusions des feuilles séchées
d’A.annua proportionnelles au poids du patient (Hirt et al, 2001). Les recommandations de
Hirt sont :

- Pour un adulte de 60 kg, infusion de 5g de feuilles séchées dans 1 litre d’eau et laisser

refroidir pendant 15 minutes avant de filtrer pour ensuite recupérer le jus

- Pour un enfant de 30 kg, on a la méme procédure mais ici la quantité de feuilles

séchées infusées est de 2,5 g

- Pour un enfant de 15 kg, on a une infusion de 1,25 g de feuilles séchées
Hirt, démontre que cette méthode permet d’extraire 55% d’artémisinine dont 35 a 45 %
proviennent des feuilles (Hirt et al, 2001). Hirt suggére que I’infusion donne plus de
rendement d’extraction que la décoction ou 50 % du taux en artémisinine sont perdus. Toute
fois des études ont montré que des infusions de feuilles séchées d’A. annua dans du lait
donnent encore des pourcentages d’artémisinine encore plus considérables de I’ordre de 80 %
(De Magalhaes et al, 2003). A cause de la réactivité de I’artémisinine avec les ions de fer,
I’ANAMED préconise d’utiliser des bocaux mais qui ne sont pas en fer.

Concernant la posologie de traitement, ’ANAMED préconise des prises de 250 ml de
tisane d’A. annua, toutes les six heures pendant une durée de 7 jours. Cette posologie est
basée sur la pharmacopée Chinoise qui recommande des doses quotidienne de 4,5 a 9
grammes (Willcox et al, 2004).
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11-4 Aspect botanique

Figure 5 : Plante d’Artemisia annua

www.botica-casera.com/2013/04/artemisia-annua-m

Etant donné le nombre considérable de végétaux supérieurs plus de 250000 dans le
monde, il est nécessaire d'avoir un systeme de classification a la fois simple et rationnel.
Encore faut-il, au préalable, pouvoir désigner toute espéce végétale, d'une fagon claire, précise
et identique pour tous.

La nomenclature botanique est la discipline de droit botanique qui a pour objet de
définir et d'édicter les regles permettant de former les noms de taxons des organismes
«considérés comme plantes», et de déterminer leur priorité en cas de concurrence. Ces regles
sont édictées par un document mis a jour tous les six ans, le Code international de
nomenclature botanique (CINB), qui est la traduction francaise (non officielle) de
I'International Code of Botanical Nomenclature (ICBN).
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D’une maniére générale, les plantes peuvent étre classees en 3 catégories:

- les plantes aliments ou plantes comestibles et qui représentent une part trés importante
de la ration alimentaire de I’Homme et des animaux herbivores.

- les plantes médicinales; ce sont les especes botaniques utilisées en phytothérapie et
médecine populaire pour guérir certaines affections chez I’Homme et les animaux.

- les plantes poisons ou plantes toxiques ; ce sont les plantes qui peuvent entrainer des
accidents toxicologiques chez les individus qui les ingérent.

L’A. annua est une plante médicinales dont les tiges, tres ramifiées, ont une longueur
comprise entre 30 et 100 cm (pouvant atteindre plus de 3 m en culture). La systématique de
cette plante s’établit comme suit :

- Régne : Plantae

- Sous-régne : Tracheobionta
- Division : Magnoliophyta
- Classe : Magnoliopsida

- Sous-classe : Asteridae

- Ordre : Asterales

- Famille : Astéracées

- Genre : Artemisia

- Espéce : Artemisia annua

Les Astéracées constituent la deuxiéme famille, de plante a fleur, la plus représentée
en especes. Le genre Artemisia, extrémement large, est composé de 200 a 400 espéces qui
sont des herbes et arbustes (De Ridder et al, 2008). A. annua est un arbuste annuel qui peut
atteindre 50 a 150 cm de hauteur en milieu naturel mais en culture elle peut dépasser 3 métres.
C’est une plante cultivée dans les climats tempérés. Elle est trés répandue en Chine, au
Vietnam, mais elle est aussi cultivée en Afrique de I’Est, aux Etats-Unis, en Russie, en Inde
aux Brésil et d’autres pays dans le monde (Bhakuni et al, 1988, 1990). La reproduction de la
plante est assurée par des insectes pollinisateurs (Bown et al, 1995).

La floraison est estivale. On la trouve dans tous les terrains vagues (y compris au milieu

des habitations) des zones tempérées trés chaudes.

11-5 Culture de I’'A. annua
L’A. annua, une espéce de la famille des composées, est une armoise annuelle qui peut
atteindre plus de 3 m de haut en culture. Sa répartition naturelle s’étend & I’ensemble des
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zones tempérées chaudes. Cette plante n’est pas seulement native de la Chine mais aussi du
Japon, Corée, Vietnam, Myanmar, Nord de I’'Inde et au Sud de la Sibérie jusqu’en Europe de
I’Est (OMS, 1998). Elle a été introduite aussi dans beaucoup de pays, en Europe, en
Amérique du Nord et dans les Tropiques (Laughlin et al, 2002).

Les minuscules graines germent trés bien quand elles sont cultivées dans des sols bien
aérées (Hirt et Lindsey, 2000). Dans les terres lourdes la plante peut étre cultivée dans des
serres. La préparation du sol consiste a un labour, puis un fraisage ou un hersage. A cause de
la taille extrémement réduite des semences (12 000 graines au gramme), le semis direct est
délicat. Les semis sont réalisés dans des plates-bandes protégées de la pluie et du soleil direct
(compter 20 & 25 m? de surface pour les 5 grammes de graines nécessaires a la préparation des
plantules destinées a un hectare de culture). Les graines sont mélangées a du sable ou de la
cendre (1 kg de sable pour 5 g de graines), déposées en surface de la plate-bande, puis
saupoudrées de terreau tamisé et/ou de sable, ceci plus pour stabiliser les graines que pour
véritablement les recouvrir. 1l convient ensuite de maintenir les semis bien humides, sans
exces toute fois. Des températures nocturnes de 16-18°C et diurnes de 23-25°C sont
optimales. La germination a généralement lieu dans la semaine qui suit. Un repiquage dans
des petites mottes de terreau compressé est effectué 3-4 semaines plus tard, lorsque les
plantules atteignent le stade 2-3 paires de feuilles (3-4 cm de haut avec des racines bien
formées (4-5 cm). La plantation au champ a lieu 3 semaines plus tard lorsque les plantes ont
atteint la taille d’environ 15 cm.

La plante a un développement remarquable et la culture recouvre donc rapidement le sol.
Cependant 1 ou 2 désherbages peuvent s’avérer nécessaires dans les premiéres semaines. Le
facteur critique pour maximiser le rendement en artémisinine est la culture en jour long parce
que dans les régions de hautes altitudes, la plante pousse mieux dans les longs jours d’été
(Willcox et al, 2004). Les jours courts d’été peuvent initier des floraisons précoces avec une
diminution du rendement en artémisinine (Willcox et al, 2004). Dans les tropiques, les jours
courts sont a I’origine des floraisons précoces, conséquence, une diminution de la biomasse.
Toute fois, le rendement peut étre optimisé dans les hautes altitudes avec des variétés dont la
floraison est retardée (Laughlin et al, 2002). Tout ceci est possible artificiellement en créant
des jours avec des éclairements de plus de 13,5 heures (Ferreira et al, 1995a).

La récolte des feuilles doit se faire dés le bourgeonnement des fleurs, avant la pleine
floraison. Le moment de la récolte est trés important a déterminer, car la concentration en
artémisinine est maximum au moment du bourgeonnement et décroit rapidement apres la
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floraison. La récolte se fait habituellement de 5 a 7 mois apres la plantation, mais au plus tard
lors de la formation des boutons, car en zone tropicale, la teneur en artémisinine baisse
fortement et tres rapidement lors de la floraison.

Chez les formes sauvages, la concentration maximale en artémisinine est obtenue
avant les périodes de floraison sur toutes les parties de la plante a I’exception des graines
(Ferreira et al, 1997). Mais la molécule recherchée est présente exclusivement dans les
feuilles, il convient donc de séparer ces derniéres avec les tiges. La cueillette peut se réaliser,
d’une part, en pingant une extrémité des rameaux entre le pouce et I’index, puis en remontant
le long de la tige pour arracher les feuilles. Cette méthode a I’avantage de donner du matériel
trés propre et de résoudre le probléme de la séparation ultérieure des feuilles et des tiges. De
plus, il donne un matériel facile a sécher (2-3 jours dans une atmosphere seche et aérée) et
d’un volume minimal. D’autre part la cueillette peut se faire en coupant et rassemblant les
plants, puis en les étalant sur un tissu pour le séchage. La concentration en artémisinine est
trés importante dans les feuilles seches, notamment en cas de récolte précoce (Le et al, 1999).
Lorsque la plante est seche (environ 3-4 jours sont nécessaires) il faut détacher les feuilles des
tiges car seules les feuilles contiennent le principe actif. Ceci peut se faire en frappant les
plants contre une surface dure, ou mieux encore en empaumant les plants a leur base et
arrachant les feuilles en remontant la main de bas en haut le long de la tige. Ces techniques
ont I’inconvénient de fragmenter les feuilles en fines particules. On peut piler les feuilles
jusqu’a obtention d’une poudre fine que I’on peut conserver dans des récipients ou sacs en
plastique opaques.

Dans les variétés riches en artémisinine, la concentration maximale en artémisinine est
obtenue au début de la saison de floraison. Ceci permettrait de penser que le soleil et les
températures infernales réduisent la quantité d’artémisinine (Laughlin et al, 2002). Ferreira et
ses collaborateurs évaluent 23 clones d’A. annua avec des taux d’artémisinine qui varient
entre 0,001 a 0,35%, cultivées en serre sous les conditions naturelles (Ferreira et al, 1995b).
Apres séchage, il faut stocker les feuilles dans des sacs a tissu opaque dans un endroit frais et
a I’ombre. Il peut étre difficile de déterminer précisément la phase de transition entre les
feuilles et la floraison, car les feuilles ont tendance a disparaitre au moment du
bourgeonnement ; de plus les fleurs sont de trés petite taille, avec une coloration jaunatre, et il
peut étre délicat de les différencier de petites feuilles.
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11-6 Préparation de la tisane d’A. annua

L’A. annua est utilisée pour lutter contre les fievres et les coups de froid dans la
Médecine Traditionnelle Chinoise (De Ridder et al, 2008). Elle y est aussi recommandée
comme supplément a I’alimentation a cause de sa propriété a augmenter la longévité (Blanke
et al, 2008). Les cultures locales de I’A. annua peuvent augmenter I’accessibilité a cet
antipaludique et a pour conséquence la diminution de la mortalité palustre due a P. falciparum
(De Ridder et al, 2008). Le traitement du paludisme, par I’A. annua, se fait par une tisane
avec différentes méthodes de préparation. Parmi les méthodes décrites, nous pouvons citer
entre autres, celles décrites par Mueller en 2000 et Rath en 2004.

11-6-1 Méthode de Mueller et al, 2000
En 2000, Mueller établit deux méthodes de préparation distinctes sur le méme hybride
d’A. annua cv. Artemis, durant toute I’expérimentation. Cette espéce est cultivée dans des
conditions locales en République Démocratique du Congo. Aprés la moisson, les feuilles
obtenues sont séchées a partir desquelles une tisane est préparée selon deux méthodes
suivantes :
- Méthode A : Elle consiste d’abord a ajouter 1 litre d’eau chaude sur 5 g de feuilles
séchees. Ensuite apres avoir remué brievement, le mélange est refroidi pendant 15

minutes et enfin, filtré pour séparer la tisane des feuilles.

- Méthode B : Elle consiste a ajouter 5 g de feuilles séchées dans 1 litre d’eau et
chauffer jusqu’a ébullition. Le mélange est laissé bouilli pendant 5 minutes et apres
filtrer

Tableau 1V : Résultats d’extraction (Mueller et al, 2000)

Quantité de feuilles | Méthode d’extraction | Concentration Pourcentage
séchées () (AouB) d’artémisinine dans | d’extraction (%)
la tisane (mg/I)

5 A 12 41,4
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7,2

24,8

D’aprés le tableau de Mueller, on observe que pour la méme quantité de feuilles

séchées d’A. annua (5 g), le pourcentage d’extraction est plus important avec la méthode A

que pour la méthode B. Donc en peut tirer comme conclusion, la méthode A est meilleure que

la méthode B.

11-6-2 Méthode de Rath et al, 2004
En 2004, Rath établit trois méthodes de préparation de la tisane d’A. annua cv.

Artemis. Cette espéce est cultivée, dans des conditions bien contr6lées, en Allemagne. Apres

moisson, les feuilles sont séchées et Rath a utilisé 5 g pour les expérimentations décrites ci-

dessous :

- Méthode A: Elle consiste a ajouter de I’eau chaude sur les feuilles séchées. Le

mélange est laissé refroidi a température ambiante puis filtré en séparant les feuilles de

la tisane

- Méthode B : les feuilles séchées sont chauffées pendant 30 mn, puis le mélange laissé

refroidir a température ambiante et enfin filtré pour enlever les feuilles

- Méthode C: Aprés ajout d’eau chaude sur les feuilles séchées, le mélange est remué

brievement et couvert pendant 10 mn. Ensuite les feuilles sont enlevées par filtration

et presseées pour récupérer la tisane résiduelle. Enfin, la tisane obtenue est laissée

refroidie a température ambiante.

Tableau V : Résultats d’extraction (Rath et al, 2004)

Méthodes
d’extraction (A, B, C)

Quantité de feuilles

séchées ()

Concentration
d’artémisinine dans

la tisane (mg/I)

Pourcentage
d’extraction (%)

A 5 57,5 83
B 5 36,5 53
C 5 60 86
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Le tableau ci-dessus montre les pourcentages d’artémisinine obtenus a partir de trois
méthodes d’extraction. La méthode C donne la plus grande concentration en artémisinine (60
mg d’artémisinine pour 1 litre de tisane) correspondant a un pourcentage d’extraction de 86%,
pour 5 g de feuilles séchées. Donc d’aprés Rath, la méthode C est la meilleure méthode
d’extraction. Par contre, la méthode B est la plus mauvaise & cause de la chaleur qui détruit

I’artémisinine qui est thermolabile.

En comparant la méthode de Mueller avec celle de Rath, pour 5 g de feuilles séchées
on a respectivement des pourcentages d’extraction de 41,4% et 86%. Donc la méthode de
Rath est meilleure que celle de Mueller. Mais cependant il ya deux différences, sur les deux
méthodes, qui pourraient expliquer ces résultats obtenus :

- Premiérement, la culture des deux hybrides s’est faite dans deux lieux différents (RDC
et Allemagne)

- Deuxiemement, les feuilles sont récoltées de différentes facons. Dans la méthode de
Rath, la plante entiere est récoltée et séchée alors que dans celle de Mueller, seules les
feuilles sont récoltées et coupées.

11-7 Composantes de I’Artemisia annua : Propriétés et importances

Les plantes médicinales fournies prés de 80% des médicaments utilisés dans le monde
(Koche, 2011). Elles constituent d’importantes sources d’éléments biologiques qui peuvent
jouer un réle thérapeutique trés important (Darinka et al, 2011). La recherche sur différentes
plantes montre qu’elles sont composées de plusieurs substances. L’A. annua contient
plusieurs composés bioactifs y compris les flavonoides, les coumarines, les stéroides, les
composés phénoliques, les purines, les lipides, les composés aliphatiques, les terpenoides
(Brisibe et al, 2009). Dans cette thése, nous allons développer les propriétés et I’importance
de quelques compposés a savoir : les terpénoides, les composés phénoliques et les éléments

minéraux de la tisane.

11-7-1 Les terpénoides
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Les terpénoides sont des métabolites secondaires (ou produits naturels des plantes), ils
sont différents selon les espéces. Les terpénoides ou isoprénoides constituent une classe de
substances naturelles extrémement abondante. Plus de 22 000 composés ont été répertoriés
(Connoly et Hill, 1992). Leur squelette carboné est formellement dérivé du squelette ramifié
en C5 de I’isopréne. Les premiers membres du groupe ont été isolés de la térébenthine
(terpentin). lls sont aussi appelés isoprénoides car leur dégradation thermique libere le gaz
isoprene. Ils sont répartis dans différentes classes en fonction du nombre d’unités isopréniques
qu’ils contiennent. Les terpénoides ont des activités aussi bien chez le vecteur que chez le
parasite. Les plantes de la famille des Astéracées, dont I’A. annua, contiennent de nombreux
composés terpénoiques qui ont des actions contre les moustiques (Willcox et al, 2004). En
plus de I’action répulsive contre les moustiques, les terpénoides peuvent avoir des actions
antimalariques qui sont bien démontrées. On distingue ainsi les hémiterpénes (C5), les
monoterpénes (C10), les sesquiterpenes (C15), les diterpénes (20), les sesterterpenes (C25),
les triterpenes (C30), les tétraterpénes (C40) et les polyterpenes (C5n). Dans le cadre de notre

travail, seulement les sesquiterpénes et les monoterpéenes seront développés.

11-7-1-1 Les monoterpénes : Camphre

Concernant les monoterpenes, 28 ont été retrouvées dans des localités différentes et a
différents niveaux de la plante. Nous avons Chrysosplénol, eupatorin....Parmi les
monoterpénes, le plus important est le camphre.

Le camphre est un composé organique bicyclique solide issu du camphrier. Le
camphre a pour formule chimique CioHi16O. Le camphre est récupéré par distillation de
morceaux de racines, de tiges ou d’écorces du camphrier |l existe aussi de nombreuses
méthodes pour synthétiser le camphre. L’une d’entre elle a pour point de départ I’essence de
térébenthine ou pinéne CioHi6. Berthelot synthétise le camphre par oxydation du bornéol
C10H180 ou du camphene CioHi6. Le camphre est un poison lorsqu’il est ingéré en grandes
quantités. Le camphre est un anaphrodisiaque. Le camphre a été utilisé contre I’épidémie du
choléra en 1831-1832 puis contre la grippe asiatique en 1957-1958. Le camphre est également
un insecticide (moustiques), il est notamment efficace contre les mites. Le camphre a des

propriétés tensioactives.
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11-7-1-2 Les sesquiterpénes : I’artémisinine

Artémisinine

Figure 6 : la structure chimigue de I’artémisinine

Trente sesquiterpénes ont été trouvées avec des pourcentages différents selon le
niveau dans I’arbre et le pays. Parmi ces sesquiterpenes, on peut citer entre autres : acide
absicique, acide artémisinique, artéannuin A a N, Artémisinine, dihydroartémisinine,
Artemisinol..... Le plus connu des sesquiterpénes est l'artémisinine.

L’artémisinine est un sesquiterpene lactone contenant un groupe péroxyde, qui semble
étre responsable de [I’activité antipaludique de I’A. annua (Willcox et al, 2004).
L’artémisinine est présente dans plusieurs parties de la plante. Cependant, la préparation
contenant les feuilles entiéres de la plante ont probablement des rendements plus élevés en
artémisinine que les filtrats d’infusion et de décoction, car la plus grande partie de
I’artémisinine de la plante provient des feuilles (Willcox et al, 2004). Le rendement
d’extraction de I’artémisinine a partir de I’armoise peut varier d’un facteur 10 ou 20 selon la
région de culture, ce qui rend son approvisionnement aléatoire. Par ailleurs, la synthése totale
de Iartémisinine est trop couteuse pour étre envisagée de facon industrielle. L’artémisinine et
ses dérivés ont des actions sur les gamétocytes de P. falciparum et réduisent la transmission
du paludisme (Price et al, 1996).
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i- Les sources d’artémisinine

Excepté I’A. annua, I’artémisinine est aussi trouvé dans d’autres armoises comme A.
apiacea Hance et A. lancea Vaniot mais a de faible quantité (Hsu, 2006a). Les principaux
composeés relatifs a I’artémisinine trouvés dans I’A. annua sont arteanniun B et acide
artémisinique (De Ridder et al, 2008). Plus de 42% de I’artémisinine dans la plante se
trouvent dans les feuilles ou elle est accumulée dans les trichomes glandulaires (Bhakuni et
al, 1988, 1990). Le pourcentage total d’artémisinine extrait dans les différentes variétés
d’armoises, est compris entre 0,01 et 1,4% au niveau des feuilles séchées (Delabays et al,
2001). Cette variabilité peut étre, d’une part, expliquée par les différentes méthodes
d’extraction, les différentes périodes de collection mais aussi de différentes influences
environnementales (De Ridder et al, 2008). D’autre part, cette variabilité peut étre expliquée
par les différentes méthodes de quantification de [I’artémisinine. La concentration de
I’artémisinine au niveau des feuilles est variable en fonction de la position des feuilles. Elle
est plus importante au niveau des feuilles supérieures (jeunes feuilles) qu’au niveau des
feuilles du milieu ou du bas (feuilles agées) (Delabays et al, 2001). La concentration
d’artémisinine dans la plante varie aussi en fonction des saisons de collection. Cependant, elle
est plus importante si la récolte se fait juste avant la floraison (Liu et al, 2006). Les variations

génétiques aussi peuvent influencer sur la variabilité du taux d’artémisinine.

ii- L’artémisinine et ses dérivés et les associations a base
d’artémisinine (ACT)

L’artémisinine pure a une faible solubilité dans I’eau et dans les huiles (Aston et al,
1998). L’artémisinine peut, cependant, étre administrée par voie orale, rectale mais aussi
intramusculaire (Barradell et Fitton, 1995). Malheureusement, I’administration par voie
orale n’est pas souvent possible chez les patients atteints de paludisme sévére, a cause des
vomissements répétés (De Ridder et al, 2008). Pour résoudre ce probléme, plusieurs formes
semi-synthétiques ont été développées (Golenser et al, 2006). Parmi ces dérivés synthétiques,
nous avons la forme soluble dans I’eau (artésunate) et celle soluble dans les huiles (artéméther
et arteether).

L’artésunate (Arsumax) est un dérivé hydrosoluble de I’artémisinine. Son association
avec la méfloquine reste tres active contre les souches P. falciparum, méme les plus
résistantes (Luxemburger et al, 1994). Son activité prooxydante a été démontrée par
Arreesrisom et al (Arreesrisom et al, 2007).
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L’artéméther (Paluther) est un dérivé liposoluble de I’artémisinine (Benoit-Vical,
2000). De nos jours I'utilisation de I’artéméther en association est tres fréquente (Hoffman,
1996). En effet il est plus efficace que la quinine, méme dans le traitement du paludisme
grave (Huda et al, 2003). Il est indiqué dans le traitement de I’accés palustre grave a P.

falciparum multirésistant (Huda et al, 2003).
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Figqure 8 : Structure chimique de I’artéméther

L’artééther est un derivé éthyléther de I’artémisinine. Il a des propriétés semblables a
celles de I’artéméther et est conseillé dans le traitement du paludisme grave a P. falciparum.
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Figure 9 : Structure chimique de I’artééther

Les composés relatifs & I’artémisinine trouvés dans I’A. annua sont arteanniun B et
acide artémisinique. Ce dernier est tres important car il constitue le précurseur de
I’artémisinine lors de la biotransformation de méme que pendant le développement des
formes semi-synthétiques (Mueller et al, 2000 ; Kim et Sasaki, 2004 ; Lapkin et al, 2006).
L’artémisinine est transformée en dihydroartémisinine (DHA) suite a la réduction du
groupement carbonyl (Cui et Su, 2009).

HyC

Dihydroartémisinine * L\_
CHs
H
-
H
CHj

Figure 10 : Structure chimigue du dihydroartémisinine

Cependant la forme commerciale de I’artémisinine est obtenue seulement & partir de
I’A. annua et son pourcentage dépend des conditions de culture de la plante (Kuhn et
Wang, 2008). L’A. annua a des vertus connues en Chine depuis plus de 2000 ans mais elle
n’a été étudiée en Occident qu’a partir des années 1970 et introduite dans la pharmacopée
antipaludique a la fin de la décade. Il a pourtant fallu attendre le début des annees 1990, et les
graves probléemes de chloroquino-résistance, pour qu’elle soit utilisée hors de Chine
(Pradines et al, 2010). En 2001, I’OMS considérait que I’artémisinine est le plus grand espoir
mondial contre le paludisme. Elle agit trés rapidement avec une concentration maximale par
voie orale en moins de 2 heures et une demi-vie inférieure a 1 heure (Pradines et al, 2010).
Mais elle ne permet pas d’éliminer completement tous les parasites d’ou la nécessité de
I’associer a d’autres antipaludiques (ACT). Depuis 2001, plus de 60 pays ont adopté
officiellement les ACT en traitement de premiére ligne (Nosten et White, 2007 ; Eastman et
Fidock, 2009). L’utilisation des ACT s’est accompagnée d’une diminution drastique de la
transmission, de la morbidité et de la mortalité palustres dans de nombreuses zones d’endémie

(OMS, 2008 ; Nyarango et al, 2006). L’artémisinine ou ses dérivés entrainent une disparition
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de la fievre et de la parasitémie plus rapidement que tout autre antipaludique connu (chez 90%
des malades la parasitémie disparait dans les 48 heures), et ne provoque que d’effets
secondaires (Pradines et al, 2010). Elle est efficace sur tous les stades parasitaires et peut
réduire jusqu’a 10000 parasites par cycle (Woodrow et al, 2005; White, 2008).
Actuellement, la cinchona (quinine et quinidine) et I’artémisinine sont les deux composés
utilisés pour lutter contre le paludisme sévére (Pasvol, 2005). Plusieurs études cliniques sur
I’efficacité de ces deux composes contre la malaria, ont montré que I’artémisinine est plus
performante que la quinine (White, 2008 ; Mclintosh et Olliaro, 2000 ; Group SEAQAMT.
2005). L’intérét des combinaisons a base d’artémisinine (ACT) est que la chance que les
parasites développent une résistance aux deux molécules est moins probable que dans le cas
d’une seule molécule (White, 1999 ; Nosten et White, 2007).

Mais, les premiers cas d’échec cliniques aux ACT ont été identifiés en Asie du Sud-est
(Noedl et al, 2008 ; Dondorp et al, 2009). En Afrique Centrale, une monothérapie a base
d’artésunate est accompagnée de pourcentages de recrudescence de 5 a 15% avec
respectivement des durées de traitement de 28 a 42 jours (Cui et Su, 2009). C’est une des
raisons pour laquelle, les associations a base d’artémisinine sont recommandées dans les
traitements contre la malaria (Ashey et White, 2005 ; Davis et al, 2005). Différentes
associations sont commercialisées (artésunate-sulfadoxine-pyriméthamine, artésunate-
amodiaquine, artéméther-luméfantrine, artésunate méfloquine, artésunate-chloroproguanil-
dapsone, artésunate-atovaquone-proguanil,  dihydroartémisinine-piperaquine  (Artekin),
artésunate-pyronaridine) (Pradines et al, 2010). Au Sénégal les combinaisons a base
d’artémisinine qui ont été choisies comme traitement de premiere intention contre les accés
palustres simples sont : artéméther-luméfantrine (COARTEMF) et artésunate-amodiaquine.
L’association artéméther-luméfantrine est mieux tolérée que I’association artésunate-
méfloquine pour le traitement des infections a P. falciparum polypharmacorésistant
lorsqu’elle est administrée a raison de six doses pendant trois jours. Cependant cette
association n’est pas recommandée chez la femme enceinte ou les femmes allaitantes étant
donné que son innocuité n’a pas été établie dans ces circonstances. L’association artésunate-
amodiaquine se révele étre une option valable, notamment dans les zones ou I’efficacité de la
chloroquine est deja compromise. Toute fois, il faudrait continuer a suivre I’évolution de la
résistance a I’amodiaquine et surveiller I'impact de la résistance a cette molécule sur
I’efficacité de I’association (OMS, 2001).
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ili-Mécanisme d’action de I’artémisinine

La structure chimique de [I’artémisinine a été déterminée en 1979. C’est un
sesquiterpéne lactone avec un pont péroxyde (pont reliant deux atomes d’oxygeéne). C’est une
molécule a haute énergie, prompte a réagir et a perdre son énergie car peu stable (Jansen et
al, 2007). La durée de conservation de I’artémisinine en tisane est breve et son efficacité
diminue rapidement aprés I’infusion des feuilles, surtout quand elle est conservée a
température ambiante (Houzé et al, 2007). Il faut donc utiliser de la tisane fraichement
préparee. L’artémisinine a un réle anti-inflammatoire et antipyrétique ; elle est active non
seulement sur le P. falciparum, mais également sur de nombreuses bactéries et virus (Lutgen
et Michels, 2008) et elle semble avoir un role dans le freinage de la prolifération cellulaire
cancéreuse. Dans le cas du paludisme, I’artémisinine est active sur les tropohozoites jeunes
(Agtmael, 1999) et évite I’évolution vers les stades de tropohozoites plus tardifs, ou le
parasite adhere a I’endothélium vasculaire ; ce phénomene est appelé séquestration et il se
produit dans les microvaisseaux des organes vitaux et notamment du cerveau. Ce stade de
séquestration est considéré comme responsable des complications de I’accés palustre et
notamment du neuropaludisme, avec adhérence des hématies parasitées a la paroi des veinules
postcapillaires du cerveau, inflammation et hémorragies autour des vaisseaux, le coma étant
dd a I’accumulation dans les capillaires cérébraux d’un grand nombre d’hématies parasitées,
responsables des troubles métaboliques par production de toxines. L’artémisinine pénetre
dans les globules rouges parasités et stoppe précocement la maturation des schizontes. Elle a
également un effet gamétocytocides qui diminue le risque de transmission de I’infection.

Le mode d’action de I’artémisinine reste encore incomplétement connu. Plusieurs
mécanismes semblent s’associer (Golenser et al, 2006). L’efficacité des quinoléines est due
d’une part par leur basicité permettant ainsi leur accumulation dans la vacuole digestive acide
du parasite (Willcox et al, 2004). Par contre I’artémisinine déroge a ce mécanisme du fait de
sa neutralité (Willcox et al, 2004).

Actuellement il a été admis qu’il existe deux modes d’action de I’artémisinine et de ses
dérivés. Le premier consiste a I’interaction de I’artémisinine avec I’héme et le second,
perturbation dans le métabolisme des protéines du parasite.

- Interaction de I’artémisinine avec I’héme: I'importance du pont peroxyde dans la
molécule d’artémisinine a été trés bien démontrée a partir du désoxyartémisinine, constituant
de I’A. annua qui a un seul oxygéne a la place du pont. Depuis il a été bien connu que les
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peroxydes réagissent avec le fer pour donner des radicaux libres (Halliwell et Gutteridge,
1989). Durant I’infection, plus de 70% de I’hémoglobine est digéré par le parasite avec
libération de I’heme. L"héme est un cofacteur contenant un atome de fer. 1l existe trois types
d’héme biologiquement importants, mais le plus commun est I’héme b. Il provient de la
digestion de I’hémoglobine par le plasmodium. L’heme libre étant toxique, le parasite va le
transformer, par cristallisation, en un produit inerte appelé hémozoine. L’hémozoine est
encore appelée pigment malarique ou pigment lacustre. Elle circule dans I’organisme et finit
par atteindre I’hypothalamus dont elle perturbe son fonctionnement. Elle est aussi responsable
des tres fortes fievres qui accompagnent la malaria. Donc I’héme ou le fer vont activer la
rupture du pont endopéroxyde de la molécule d’artémisinine. Il faut signaler que
I’artémisinine ne réagit pas avec I’hémoglobine des globules rouges sains mais plutot avec
I’lhéme (Hong et al, 1994). Ceci explique la sélectivité de I’artémisinine sur les globules
rouges infectés et pourquoi elle attaque les formes parasitaires sanguines tout en épargnant les
formes hépatiques (Willcox et al ; 2004). Des études suggérent aussi que I’artémisinine
attaque I’hémoglobine contenant un atome de Fe 11 (Fe**) que I’hémoglobine contenant le Fe
111 (Fe**) (Willcox et al, 2004). L’artémisinine va se lier avec I’héme et forme un complexe
toxique inhibant la formation de I’hémozoine. L’attaque du fer par I’artémisinine va
provoquer un certain nombre de réarrangements a I’intérieur de la molécule d’artémisinine
avec toujours un carbone central libre c'est-a-dire un carbanion. Ce dernier va attaquer les
protéines parasitaires et provoque leur alkylation. En méme temps, il peut attaquer les
membranes parasitaires et provoquant aussi leur destruction.

- Perturbation dans le métabolisme des protéines du parasite: le mécanisme
fondamental serait I’inhibition d’un enzyme, la Ca?*ATPase (Eckstein-Ludwig et al, 2003 ;
Liu et al, 2006). Cet enzyme intervient dans la synthése des protéines cellulaires du parasite
(Eckstein-Ludwig et al, 2003). La Ca’*ATPase est présente dans le réticulum endoplasmique
du parasite ; elle assure le maintien de la concentration des ions Ca®* dont le role est
fondamental pour la synthese des protéines parasitaires (De Ridder et al, 2008).
L artémisinine se fixera sur la Ca** ATPase en laissant disponible le pont péroxyde ; celui-ci
est rompu en présence d’ions Fe2+ (car le fer attire un électron de I’oxygéne). Les atomes
d’oxygene sont alors activés et ils attirent des H+, libérant ainsi des radicaux libres de
carbone. Ces radicaux libres inhibent la Ca** ATPase, ce qui entraine la mort du parasite.
L’origine des ions Fe2+ est imprécise : il ne semble pas s’agir du fer provenant de I’heme
c'est-a-dire du produit de dégradation de I’hémoglobine consécutive a I’infestation des
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globules rouges par le parasite. En effet I’artémisinine agit précocement dans le cycle
parasitaire, avant la déegradation de I’hémoglobine ; par ailleurs I’artémisinine est retrouvée
surtout dans les membranes cellulaires du parasite et non pas dans les vacuoles
cytoplasmiques ou se trouve I’héme.

- Cependant d’autres modes d’action de I’artémisinine ont été décrits a comme la
perturbation de I’activité mitochondriale du parasite et le role d’inhibition dans I’angiogénese.

v" Perturbation de I’activité mitochondriale du parasite, le systeme mitochondrial
est nécessaire pour la chaine respiratoire du parasite (apport d’oxygene) et pour
sa croissance. L’artémisinine serait activée par le fer contenu dans la
mitochondrie. Les atomes d’oxygéne du pont peroxyde ainsi activés
perturberaient le transport des électrons dans la mitochondrie parasitaire
provoquant une dépolarisation de la membrane mitochondriale. Ceci empéche
la biosynthese des protéines nucléiques du parasite et notamment de la
pyrimidine aboutissant a la mort du parasite.

v' Rdle d’inhibition de I’angiogénese : il s’agit de la prolifération cellulaire
inflammatoire réactionnelle a I’agression du parasite qui adhére a
I’endothélium vasculaire, en particulier au niveau des petits vaisseaux
(phénoméne de séquestration). L’artémisinine aurait un effet favorable sur
I’cedeme et les hémorragies liées a I'inflammation vasculaire. Cet effet est

particulierement bénéfique car il atténue la séveérité du paludisme cérébral.

iv-Métabolisme de I’artémisinine

La plupart des plantes médicinales et des médicaments sont métabolisés par le foie
pour inactiver leurs dérivés. La vitesse que prend le foie pour métaboliser ces subtances,
détermine la période de temps que ces plantes ou médicaments restent dans le corps. Si le foie
est stimulé, ces plantes ou médicaments vont devenir inactives plus rapidement et leur
efficacité va diminuer. Chez I’homme, I’artémisinine est transformee en une forme bioactive,
le dihydroartémisinine 12 (artemorin) qui est éliminé aprés par glucuronidation (Lee et
Hufford, 1990; llett et al, 2002). Le dihydroartémisinine 12 est un métabolite dont I’activité
antiplasmodiale ex vivo est plus importante que I’artémisinine (Lee et Hufford, 1990). Le
dihydroartémisinine 12 est ensuite convertie, par glucuronidation, en 12a- et 12pB-
dihydroartémisinine (Willcox et al, 2004). L’isomére 12a-Dihydroartémisinine est inactive
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contre les plasmodia tandis que I’isomére 12B-Dihydroartémisinine est 20 fois plus efficace
que le Dihydroartémisinine (Ramu et Baker, 1995). Oralement, I’artémisinine est rapidement
absorbée (260 ng/ml aprés 1 heure) avec une biodisponibilité de 32% (Willcox et al, 2004).
Par contre pour les formes intramusculaires et rectales nous avons respectivement des
concentrations de 209 ng/ml aprés 3,4 heures et 170 ng/ml aprés 11,3heures (Willcox et al,
2004).

Le métabolisme de I’artémisinine et de ses dérivés est orchestré par des cytochromes
hépatiques CYP450 et CYP2B6 (Svensson et al, 2003). L’artésunate est convertie en DHA en
quelques minutes alors que I’artéméther et arteether sont transformés plus lentement (Li et al,
1998; Olliaro et al, 2001). D’une part, I’élimination rapide de I’artémisinine chez I’homme
est importante dans le sens ou elle empéche la résistance du parasite aux formes résiduelles
dans le plasma (Cui et Su, 2009). D’autre part, cette élimination rapide pourrait étre a
I’origine de recrudescence élevée (L1 25%) au cours de traitement rapide a I’artémisinine (3-5
jours). Méme si un traitement a base d’artémisinine de 7 jours donne des pourcentages de
guérisons de 80-90 % (Meshnick et al, 1996; Mclntosh et Olliaro, 2000; Nosten et
White, 2007), en Afrique Centrale, une monothérapie a base d’artésunate de 7 jours provoque
des recrudescences de 5 et 15% aprés respectivement 28 et 42 jours (Menard et al, 2005).
Bien que les dérivés d’artémisinine agissent rapidement et efficacement sur les formes
plasmodiales que tous les autres antipaludiques, certains parasites ne sont pas éliminés soit ils
étaient pas en phase de croissance soit ils sont endommagés et pas tués (White 1998).

v-Toxicité de I’artémisinine

L’artémisinine et ses dérivés sont généralement bien tolérés par I’organisme. La
plupart des descriptions sur les effets secondaires de I’artémisinine sont anecdotiques
(Meshnick et al, 1996). Chez les animaux, des doses élevées d’artémisinine sont associées a
une neurotoxicité mais pas encore documentée chez I’homme (Brewer et al, 1998 ;
Nontprasert et al, 2002).

Chez les rongeurs, I’artémisinine est a I’origine de la mort du feetus, bien qu’aucune
mutation et tétratogénicité ont été observées (Willcox et al, 2004). Des rapports sur
I’utilisation de I’artémisinine au cours de la grossesse, n’avaient pas montré des anomalies
chez des enfants dont la mére était traitée avec de I’artémisinine et ses dérivés pendant le
deuxieme ou troisieme trimestre de la grossesse (Wilairatana et Looareesuwan, 2002).
Dans une étude potentielle de 461 femmes enceintes (y compris 44 au premier trimestre)
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traitées avec I’artésunate 13 ou I’artemether 14, aucun effet secondaire n’a été observé
(McGready et al, 2001). Ces molécules sont recommandées pour le traitement du deuxiéme
et troisiéme trimestre de grossesse au cours du paludisme sévére, mais au premier trimestre il
ya une limite d’information sur leur sécurité (Willcox et al, 2004).

Par contre des études menées sur le rat, le lapin et le singe ont montré que
I’artémisinine était a I’origine des pertes du feetus chez ces animaux (White et al, 2006 ;
Clark et al, 2008). Chez I’homme des dangers d’embryotoxicité ont été observées suite a des
traitements chez les femmes enceintes en début de grossesse (Clark, 2009). Ces résultats ne
sont pas observés chez des femmes enceintes traitées avec I’artémisinine au deuxiéme et
troisieme trimestre (Dellicour et al, 2007). Donc il n’est pas préférable de traiter les femmes
enceintes avec de I’artémisinine au premier trimestre de la grossesse.

Des tests de toxicités chez des animaux révelent que les dérivés de I’artémisinine
causent un retard, des neurotoxicités, perte de la réponse aux douleurs, perte du réflexe des
yeux et des anomalies cardiaques (Willcox et al, 2004). Des Iésions sont notées au niveau de
la moelle épiniére chez des animaux traités avec des doses similaires a celles utilisées chez
I’homme au cours du paludisme (Brewer et al, 1994). Le retard noté pendant la toxicité est
suggéré comme étant causé par I’accumulation du dihydroartémisinine 12. Des études ont
montré que le systeme auditif pourrait étre particulierement sensible aux faibles doses
d’artémisinine et que, au moins chez le rat, un dysfonctionnement auditif pourrait étre, tres tot
un signe de neurotoxicité. Bien qu’il a un rapport chez un patient a parole mal articulé suite
au traitement avec un dérivé de I’artémisinine, artésunate, (Miller et Panosian, 1997), il ya
aucune preuve justifiant cette relation.

Le mécanisme de la neurotoxicité peut étre expliqué ainsi: I’artémisinine et ses
analogues sont cytotoxiques pour les neurones et les cellules gliales en culture (Fishwick et
al, 1995). Le cerveau contient une quantité importante de fer, le mécanisme de la
neurotoxicité peut étre similaire au mécanisme d’action de I’artémisinine. Ainsi, il a été
démontré que la toxicité des dérivés de I’artémisinine aux cellules neuroniques est augmentée
par la présence de I’heme (Fer Il1) (Smith et al, 1997) et comme I’hémozoine est présente
dans le cerveau des patients atteints de neuropaludisme, ceci peut expliquer le rapport de ce
mécanisme avec celui de I’artémisinine et ses analogues. Quand les cellules neuroblastulaires
des souris sont incubées avec de I’artémisinine, plusieurs protéines neuronales sont alkylées
mais moins efficacement que les protéines plasmodiales incubées dans les mémes conditions

(Kamchonwongpaisan et al, 1997). Des études supplémentaires de Fishwick et al., 1998a
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fournissent des informations supplémentaires sur I’alkylations des protéines par contre une
autre étude (Fishwick et al ; 1998b) suggére que la mitochondrie et d’autres organelles
membranaires peuvent étre perturbées par I’artémisinine et ses dérivés. Les effets de
I’artémisinine sur les cellules neuronales en cultures sont comparés avec ceux des cellules

neuronales corticales et des astrocytes en culture (Schmuck et al, 2002).

11-7-2 Les composés phénoliques : les flavonoides

La phytothérapie, étymologiquement le traitement par les plantes, est une méthode
thérapeutique qui utilise I’action des plantes médicinales. On peut distinguer deux types de
phytothérapie :
- Une pratique traditionnelle, parfois trés ancienne basée sur I’utilisation de plantes
selon les vertus découvertes empiriqguement. Selon I’OMS, cette phytothérapie est considérée
comme une médecine traditionnelle et encore massivement employée dans certains pays dont
les pays en voie de développement. C’est une médecine paralléle du fait de I’absence d’étude
clinique
- Une pratique basée sur les avancées scientifiques et la recherche des principes actifs
des plantes. Cette phytothérapie est assimilée aux médicaments et selon les pays suit les
mémes réglementations. On parle alors de pharmacognosie.

L’interaction entre les propriétés pharmacocinétiques d’une part et pharmacodynamiques
d’autre part déterminent le niveau d’activité du medicament mais aussi des produits actifs
contenus dans les plantes médicinales.

Les polyphénols sont des composés aromatiques qui regroupent un certain nombre de
substances fréquentes dans les drogues végétales, de composition et d’action souvent
variables. Ils peuvent accompagner chez la plante d’autres substances actives. C’est dans ce
groupe que I’on retrouve les flavonoides. Avant lui E. Chevreu isola en 1814, la premiére
substance flavonoide obtenue a I’état pur, le « morin» (Bohm et al, 1998). C’est la couche
externe des écorces d’oranges, le flavedo, qui a prété son nom aux micronutriments
protecteurs que sont les flavonoides. Ce terme rassemble une trés large gamme de composeés
naturels appartenant a la famille des polyphénols. Les flavonoides sont largement distribués
dans le régne végétal ou ils sont présents le plus souvent sous la forme soluble d’hétérosides.
Ils sont fréquents chez les Bryophytes (mousses et hépatiques), les Ptéridophytes (fougeres) et
les Gymnospermes (coniféres) mais c’est chez les angiospermes qu’ils manifestent la plus
grande diversité. Les flavonoides sont des pigments responsables de la coloration des fleurs et
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des fruits. Ils couvrent une large gamme de couleur allant du rouge a I’ultraviolet en passant
par le jaune. Leur couleur dépend de leur structure mais aussi de I’acidité du milieu (pH).

Les flavonoides possédent un squelette de base a quinze atomes de carbone, constitué
de deux noyaux aromatiques et d'un noyau central pyranique, pourvus d'au moins une
fonction hydroxyle. Selon, entre autres, le degré d'oxydation du noyau pyranique, on classe
les flavonoides sur base du nombre, de la position et de la nature des substituants
(groupements hydroxyles -OH et méthoxyles OCH3 principalement), sur la base des deux
cycles aromatiques A et B et sur celle de la chaine de carbone intermédiaire (Bourzeix et al,
1986).

OH

HO OH

OH OH
OH 0]

Figure 11 : Structure chimigue d’une molécule de flavonoide

Ills ont donc en commun une méme structure, dont les multiples substitutions
permettent de les diviser en plusieurs classes. Cependant la répartition des différentes
molécules ne semblent pas faire I'unanimité de la littérature. Ainsi il existe plusieurs
classements proposés parmi lesquels on divise les flavonoides en plusieurs classes que sont :
les flavones, les flavonols, les Dihydroflavonols ou flavanonols, les flavanones, les aurones,
les chalcones, les dihydrochalcones.

Les flavonoides sont couramment consommés quotidiennement sous forme de fruits,
légumes et de boisson. lls sont capables de moduler I’activité de certaines enzymes et de
modifier le comportement de plusieurs systéemes cellulaires, suggérant qu’ils pourraient
exercer une multitude activités biologiques, notamment des propriétés anti oxydantes,
vasculoprotectrices, anti hépatotoxiques, antiallergiques, anti-inflammatoires, antiulcéreuses
et méme anti tumorales significatives. 1l a été aussi démontré que les flavonoides sont de
puissants antioxydants offrant tout une batterie de fonctions biochimiques particulierement
intéressantes pour notre santé. lls jouent un réle important dans la fonction immunitaire,

I’expression génique, la circulation sanguine dans les capillaires et le cerveau, I’activité
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enzymatique, I’agrégation des plaquettes et le métabolisme du collagéne, des phospholipides,
du cholestérol et de I’histamine. Les flavonoides ont la capacité de piéger les radicaux libres
(hydroxy, anion superoxyde et des radicaux peroxy lipidique) générés par notre organisme en
réponse aux différentes agressions de notre environnement (cigarette, polluants, infections,
etc.) et qui favorisent le vieillissement cellulaire. Les flavonoides ont la capacité de diminuer
la perméabilité des capillaires sanguins et de renforcer leur résistance. Les flavonoides
améliorent la microcirculation sanguine au niveau des mains et des pieds. On leur reconnait
aussi des effets protecteurs contre les maladies hormono-dépendantes. En effet, les
isoflavones interagissent de maniere spécifique avec les récepteurs des oestrogénes et
inhibent les bouffées de chaleur chez la femme ménopausée. Pour cela, ils sont maintenant
considérés comme phyto-oestrogénes. La quercétine de l'oignon et le kaempferol de la
chicorée, possédent également des propriétés pseudo-oestrogéniques qui inhibent la perte
osseuse chez la rate ovariectomisée. Les flavonoides ont pour effet aussi d'inhiber I'activité
d'une enzyme, la topoisomérase Il, qui joue un role essentiel dans Il'apparition du cancer,
notamment la maladie de Hodgkin. Les flavonoides, ont largement montré leurs effets
protecteurs contre plusieurs cancers, dont la prostate, le colon et le poumon. Les flavonoides
peuvent aussi prévenir la douleur musculaire, en accélérant la réparation des tissus au niveau
moléculaire. Spécifiquement, ils éliminent la synthése de l'oxyde nitrique, déclencheur
chimique de l'inflammation. 1l a été également démontré que d'autres flavonoides inhibaient la
sécrétion des mastocytes impliqués dans les phénomeénes inflammatoires.

C'est également de méme processus de synthese de I'oxyde nitrique qui renverserait la
dysfonction endothéliale responsable des pathologies diabétiques. Des polyphénols issus du
thé et de la cannelle potentialiseraient I'action de I'insuline dans les cellules.

L’A. annua contient plus de 36 flavonoides (Bhakuni et al, 2002 ; Tang et
Eisenbrand, 1992). Certains d’entre eux suppriment les enzymes CYP450 qui inhibent
I’absorption intestinale de [I’artémisinine (Ferreira et al, 2010). Et si on enleve les
flavonoides de la tisane (par séchage a température élevée) et encore si on administre
I’artémisinine sous forme de pilule en monothérapie, elle a non seulement la difficulté a
passer la paroi intestinale mais aussi est détruite par les cytochromes dans le plasma. Certains
flavonoides inhibent le développement intraérytrocytaire de P. falciparum. La culture de P.
falciparum est stoppée par le 1,8 cinéole (Vsu et al, 2008).
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11-7-3 Les éléments minéraux

Les plantes médicinales fournissent prés de 80% des médicaments mondiaux (Koche,
2011). Le siécle passé était marqué par une ascension fulgurante de I’utilisation des plantes
médicinales due a I’absence d’effets secondaires, leur disponibilité et leur accessibilité pour
toutes les franges de la population. La valeur médicale des plantes est due d’une part par la
présence des éléments minéraux (Koche, 2011). Donc il est essentiel de connaitre les
phytoconstituants, les eéléments et les vitamines contenus dans la plante afin de pouvoir
évaluer I’importance thérapeutique des plantes. L’environnement, la pollution, I’'atmosphére
et le sol sont autant de facteurs qui peuvent provoquer la contamination des plantes par les
métaux et les éléments microbiologiques. Les éléments minéraux ont des roles curatifs et
préventifs. Il est donc trés important de déterminer le pourcentage de ces éléments dans la
plante, car a des doses élevées ils peuvent étre dangereux et toxiques pour I’organisme
(Schumacher et al, 1991). Différents éléments peuvent étre répertoriés dans la plante a
savoir : les macroéléments, les micros éléments ou éléments en trace et les éléments non
essentiels ou toxiques. Les macroéléments ou macro minéraux sont ceux dont la concentration
quotidienne est supérieure a 100 mg dans le corps (Imelouane et al, 2011). C’est le cas du
phosphore, calcium, magnésium, sulfure, potassium, chlore et sodium. Par contre les micros
minéraux ou minéraux en trace sont ceux dont la concentration quotidienne est inférieure a
100 mg. C’est le cas du zinc, fer, silicium, manganése, cuivre, fluor, iode et chrome.

La détermination analytique des métaux contenus dans les plantes médicinales est trés
importante pour le contréle qualité car elle détermine la sécurité, I’efficacité et la pureté de la
tisane comme le recommande I’Organisation Mondiale de la Santé (OMS, 1992). Il a été
établi que le fait d’accumuler des doses élevées d’éléments minéraux, contenus dans la tisane,
peut mener a des problémes sanitaires chez I’homme (Sharma et al, 2009). Ceci démontre
encore de plus que les éléments contenus dans les tisanes doivent faire I’objet de contrdle de
qualité (Schroeder, 1965 ; Somer, 1983 ; Liang et al, 2004 ; Arceusz, 2010). Plusieurs
auteurs, a travers des études, ont démontré I’importance des éléments minéraux contenus dans
les plantes médicinales tout en mettant I’accent sur les éléments en trace ou microéléments
(Kanias et Loukis, 1987 ; Wong et al, 1993 ; Ajasa et al, 2004 ; Basgel et Erdemoglou,
2005 ; Sheded et al, 2006 ; Koe et Sari, 2009 ; Sharma et al, 2009). La plupart de ces
études concluent que les métaux essentiels peuvent étre toxiques quand ils sont consommés a
des concentrations elevées tandis que les métaux non essentiels sont toxiques méme a faible

dose (Jabeen et al, 2010). La commission Européenne a méme établi des limites concernant
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la présence des métaux comme le plomb (Pb), le cadmium (Ca) et le mercure (Hg) dans les
aliments depuis mars 2001 (Commission Regulation, 2001).

Les microéléments ont des fonctions tres importantes car ils sont supposés étre la clé
de certaines protéines comme I’hémoglobine et certaines enzymes méme a faible dose. Basgel
et Erdemoglu reportent des doses quotidiennes de minéraux chez une personne de 70 kg
apres des prises quotidiennes de tisane : 500 mg de Ca, 300 mg de Mg, 15 mg de Fe, 5 mg de
Al, 2,8 mg de Mn, 15 mg de Zn, 2,5 mg de Cu, 1,6 mg de Sr, 1,1 mg de Ba, 0,025 mg de Ni,
0,05-0,2 mg de Cr, 0,04 mg de Co, 0,415 mg de Pb et 0,057 mg de Cd (Basgel et
Erdemoglou, 2005). Des doses optimales d’éléments minéraux comme le sodium, potassium,
le magnésium, calcium, manganese, calcium, cuivre, zinc et iode peuvent réduire des risques
comme les accidents cardiovasculaires chez I’homme et les animaux (Anke et al, 1984 ;
Sanchez-Castillo, 1998).

Le calcium (Ca) est le principal composant des os et des dents. Il régule les enzymes
et la pression artérielle au niveau des cellules membranaires et des muscles (Kih¢ and Kdse,
2001).

Le sodium (Na) et potassium (K) sont d’une importance capitale car ils interviennent
dans la régulation de plusieurs systéemes de I’organisme. Le sodium est excrété par la sueur a
I’extérieur de I’organisme mais aussi les diarrhées et les vomissements causent des pertes
considérables de sodium et de potassium. Le thé, le café et les fruits sont des sources
importantes de sodium et de potassium. Les doses quotidiennes de sodium et de potassium
sont respectivement 2,4 g et 3,5 g (Baysal, 2002). Le potassium est important pour tous les
organismes vivants a I’exception des algues bleues et vertes (Sharat Singh et al, 2010).
C’est un cation tres important pour I’activité nerveuse (Sharat Singh et al, 2010). Il est
présent dans les liquides intracellulaires comme ceux extracellulaires. Dans la cellule, avec le
sodium, ils assurent I’équilibre acido-basique, la régulation de la pression osmotique et la
rétention de I’eau (Sharat Singh et al, 2010). A I’extérieur des fluides le potassium peut
influencer I’activité musculaire.

Le zinc (Zn) est un micro élément essentiel pour tous les organismes et joue un réle
important dans le métabolisme, la croissance et le développement (Sharat Singh et al, 2010).
C’est un composant essentiel pour plus de 200 enzymes qui ont des réles catalytiques et
structuraux (Sharat Singh et al, 2010). Un déficit en zinc se caractérise par des infections
récurrentes, absence d’immunité et malformation (Singh, and Garg, 1997). Une faible dose
de zinc peut causer une maladie de I’artére coronaire (Singh et al, 1997). Les études
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cliniques ont prouve que le zinc peut avoir des effets benéfiques en éliminant les ulceres et en
promouvant la guérison des blessures (Chen et al, 1993; Agram, 1990). Une
supplémentation en zinc est bénéfique car elle favorise la croissance, améliore I’immunité et
diminue la morbidité et la mortalit¢ (Singh et al, 1997 ; Singh, and Garg, 1997 ;
Mukherejee et al, 2008).

Le fer (Fe) aussi est trés important pour I’organisme dans la production de
I’lhémoglobine et dans I’oxygénation des globules rouges sanguins (Sharat Singh et al,
2010). Il joue un rdle capital dans le fonctionnement du systeme immunitaire et dans la
production d’énergie (Sharat Singh et al, 2010). Plusieurs déficits en fer peuvent subvenir
suite a des anémies mais aussi d’une faible quantité d’hémoglobine au niveau des globules
rouges. Une supplémentation en fer peut prévenir les anémies et peut réduire des problemes
cognitifs liés a I’anémie (Beard, 2001 ; Grantham-McGregor and Ani, 2001).

Cependant les déficits en fer et en zinc sont fréquents chez les enfants dans les pays en
développement et augmentent la morbidité et la mortalité infantile (Black, 2003). Le fer et le
zinc sont compétitifs pour I’absorption ou bien interagissent, cependant I’apport de chacun
est amoindri s’ils sont pris isolement (Whittaker, 1998 ; Walker et al, 2005)

Le cobalt (Cb) est un composant important de la vitamine B12 qui a une multitude
de fonctions pour I’homme. 1l est responsable de la régénération de I’acide folique (Djama et
al, 2011). L’ acide folique est nécessaire au metabolisme de la graisse, des protéines et des
acides nucléiques (Djama et al, 2011). Un déficit en vitamine B12 provoque une fatigue
générale, une perte d’appétit et une anémie (Djama et al, 2011).

Le cuivre(Cu) est activement nécessaire dans la synthése de I’hémoglobine et peut
jouer un réle vital dans le contrdle de I’anémie (Harris, 1997 ; Tumlund, 1999).

Le nickel (Ni) est un cofacteur qui facilite I’absorption du fer (Nielsen, 1985) et évite
les anémies (OMS, 2001). L’ absorption du nickel par le corps est tres faible (Onianwa et al,
2000).

Le manganese est largement répandu dans le corps comme un activateur d’enzyme.
Chez I’homme, des déficits en manganése peuvent provoquer des dommages au niveau de la
peau, des anémies et des hypercholestérioses (Shenkin, 1998). Il élimine la fatigue et réduit
I’irritabilité nerveuse (Djama et al, 2011). Le manganese joue le rdle de catalyseur dans les
réactions d’oxydation (Sharat Singh et al, 2010). 1l est essentiel pour tous les organismes et

active de nombreux enzymes (Sharat Singh et al, 2010).
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Le cadmium (Cd) et le plomb (Pb) sont trop toxiques et peuvent provoquer des
empoisonnements chroniques et des effets secondaires au niveau des reins, du foie et du
systeme immunitaire (Heyes, 1997).

Le chrome fonctionne comme un facteur de tolérance du glucose (Sharat Singh et al,
2010). 1l est aussi utiliser comme un signal de I’insuline et joue un réle trés important dans le

meétabolisme du sucre et aussi du diabéte (Chen et al, 1993).

11-7-4 Les protéines végétales

Le niveau de consommation en viande des pays est aujourd’hui régulierement
dénoncé aussi bien pour des questions environnementales (consommation d’eau, mobilisation
de terres agricoles, diffusion de gaz a effet de serre ...) que de santé (maladies
cardiovasculaires, hypercholestérolémie, cancers digestifs).

Choisir de réduire, voire d’arréter, sa consommation en viande, nous conduit
rapidement a rechercher un nouvel équilibre alimentaire auquel des habitudes culinaires
largement carnées ne nous ont pas préparés. Se pose ainsi notamment la question de I’apport
en protéine dont notre corps a besoin. Pour y répondre, des alternatives végétales existent,
accessibles a tous, elles comportent de nombreux avantages aussi bien pour notre santé que
pour I’environnement. Mais aussi pour notre budget. Ainsi, d’un point de vue nutritionnel, les
protéines végétales sont une excellente source de vitamines, de minéraux, de bons glucides,
de fibres alimentaires et d'antioxydants.

Composant essentiel de I’alimentation, les protéines sont formées de chaines d'acides
aminées, indispensables au bon fonctionnement de notre organisme. En plus de subvenir le
corps en azote et en carbone pour le métabolisme, les protéines maintiennent le systéeme
immunitaire, digestif, sexuel et permettent la croissance et la réparation des tissus. Parmi les
22 acides aminés existants, 8 sont considérés comme essentiels pour I’lhomme, le corps ne
pouvant pas les synthétiser. Ces acides aminés doivent donc étre apportés par I'alimentation
via les protéines animales ou végétales. Les recommandations nutritionnelles actuelles
recommandent un apport de 0,8 grammes de protéines par kilo de poids idéal. Pour un
individu de 60 kg, le besoin est donc environ de 50 g par jour.

Les protéines végétales, présentes dans I’A. annua peuvent a elles seules répondre aux
besoins nutritionnels si une alimentation végétale variée est consommeée et que les besoins en
énergie sont satisfaits. Les recherches indiquent qu’un assortiment d’aliments végétaux
mangés au cours d’une journée peut apporter tous les acides aminés essentiels et assurer une
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absorption et une utilisation appropriées de I’azote chez des adultes en bonne santé ; par
conséquent, il n’est nullement besoin de consommer des protéines complémentaires dans un

méme repas (Association des diététiciens des Etats Unis et du Canada, 2003).

11-8 Pharmacocinétique et pharmacodynamique de la tisane d’A.annua

La pharmacocinétique, parfois désignée sous le nom de phase ADME (Absorption,
Distribution, Métabolisme et Excrétion du principe actif et de ses métabolites), et qui suit la
phase biopharmaceutique, a pour but d’étudier le devenir d’une substance contenue dans un
médicament dans I’organisme. La pharmacocinétique est comme la pharmacodynamie une
sous-discipline de la pharmacologie. Un aphorisme le définit comme « ce que fait I’organisme
a un médicament », tandis que la pharmacodynamique est définie « comme ce que le
médicament fait a I’organisme ». C'est-a-dire la pharmacocinétique peut étre définie comme
I’évolution dans le temps des concentrations de médicaments dans le sang tandis que la
pharmacodynamique peut étre définie comme I’action du medicament (intensité et durée de
son action) sur I’organisme. Une fois dans le sang, plusieurs médicaments doivent étre
métabolisés par le foie soit pour devenir actif en tant que traitement soit pour étre évacués du
sang. Ainsi le foie joue un rdle important dans la régulation des taux sanguins des
medicaments et influe beaucoup sur I’efficacité de ces derniers. Les plantes médicinales
peuvent modifier la facon dont les médicaments sont métabolisés par le foie. La
concentration plasmatique de I’artémisinine contenue dans la tisane d’A. annua, aprés
absorption, a été démontrée dans plusieurs études. Rath, en 2004 avait étudié la
concentration plasmatique de I’artémisinine aprés ingestion de 1 litre de tisane d’A. annua
contenant 94,5 mg d’artémisinine (Rath et al, 2004). Il avait déterminé les concentrations
plasmatiques d’artémisinine 0,5, 1, 2, 3, 4, 5, 6, et 8 heures apres ingestion de la tisane. La
concentration d’artémisinine plasmatique maximum, 30 minutes aprés ingestion de la tisane,
est égale a 240 ng/ml (Réath et al, 2004). Cette valeur peut étre comparée avec 8 autres
obtenues apres ingestion de 500 mg d’artémisinine pure (Duc et al, 1994 ; Alin et al, 1996 ;
Gordi et al, 2000) avec une concentration plasmatique maximum de 531 ng/ml. Cette
concentration, contrairement a celle de I’artémisinine contenue dans la tisane, est obtenue 2,3
heures aprés ingestion. Elle est de 615 pg/l dans 1’étude de Alin (Alin et al, 1996) ; 391pg/1
dans I’étude faite par Duc (Duc et al, 1994) et de 364 pg/l dans le travail de De Vries (Vries
(de), 1997). La concentration plasmatique élevée aprés absorption d’une tisane de 9g de
feuilles suggere que I’artémisinine naturelle présente dans la tisane est mieux absorbée que
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I’artémisinine en comprimés. La dose d’artémisinine contenue dans la tisane est de loin
inférieure a celle obtenue a partir des comprimés. Comment se fait-il qu’on se retrouve a peu
prés avec la méme concentration plasmatique ? Plusieurs mécanismes peuvent étre discutés
pour tenter de donner des explications

- Efficacité de I’artémisinine a faible dose : Ashton et al. (1998) avait suggéré que les
doses quotidiennes de 500 mg d’artémisinine étaient élevées. Les doses rectales de
500 mg sont également efficaces car leur biodisponibilité est de 30% (équivalent a une
dose orale de 160 mg). Il ya une trés grande variabilité pour les concentrations
plasmatiques d’artémisinine aprés une prise orale et rectale. Rath et al. (2004) ont
trouvé qu’apreés ingestion de 1 litre de tisane d’A. annua contenant 94,5 mg of
artémisinine, la concentration plasmatique d’artémisinine reste efficace pendant plus
de 4 heures (Willcox et al, 2004).

- Amélioration de la biodisponibilité¢ de I’artémisinine : I’artémisinine pure prise
oralement a une faible biodisponibilité, environ 32% (Titulaer et al, 1990).
L’artémisinine est faiblement soluble dans I’eau et dans les huiles, cependant on note
une bonne solubilité dans les solvants organiques. Les infusions d’A. annua
contiennent plus d’artémisinine qu’une infusion d’’artémisinine pure (Willcox et al,
2004). Ceci peut étre di par la présence d’autres constituants contenus dans la tisane.
Par exemple, les flavonoides augmentent la dissolution et I’action de I’artémisinine
(Mueller et al, 2000). La saponine utilisée dans la médecine traditionnelle augmente
aussi la solubilité de I’artémisinine. L’absorption de I’artémisinine est aussi plus
importante dans la tisane qu’au niveau des capsules, avec un pic maximale de
concentration plasmatique en 30 minutes (2, 3 heures apres ingestion des capsules)
(Willcox et al, 2004).

- Inhibition du catabolisme de I’artémisinine : la biodisponibilité de I’artémisinine est
réduite par un facteur 6,9 par le cinquieme jour de traitement (Sidhu et al, 1998). La
cause pourrait étre due par I’auto-induction des enzymes hépatiques (Svensson et al,
1998), bien que la demi-vie de I’artémisinine reste inchangée. La concentration
plasmatique du dihydroartémisinine augmente avec le traitement correspondant a une
diminution de la concentration de I’artémisinine (Van Agtmael et al, 1999). In vitro,
les enzymes qui médiatisent le catabolisme de I’artémisinine sont les cytochromes
P450 et 2B6 (Svensson and Ashton, 1999).
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Immunostimulation : I’artémisinine stimule la phagocytose des macrophages chez la
souris (Ye et al, 1982). En outre, aprés traitement avec I’artémisinine, les
macrophages de la souris phagocytent plus les érythrocytes infectés par P. berghei.
L’activité de I’acide phosphatase des macrophages est aussi améliorée par la tisane.
Cette propriété de I’artémisinine peut stimuler la réponse immune contre la malaria.
Présence d’autres constituants avec une activité antimalarique: Des especes
d’artémisia autres qu’A. annua ont des activités antimalariques sans pourtant avoir de
I’artémisnine (Valecha et al, 1994). A. absinthium et A. abrotanum sont utilisés dans
le traitement de la malaria en Europe mais cette activité est attribuée a d’autres
constituants autres que I’artémisinine (Cubukcu et al, 1990 ; Deans et Kennedy,
2002). Les extraits d’A. afra sont efficaces contre P. falciparum in vitro et cette
activité est attribuée au complexe flavonoides-sesquiterpenes (Kraft et al, 2003). L’A.
annua comprend différents composés, au moins 28 monoterpenes, 30 sesquiterpenes,
12 triterpénoides et stéroides, 36 flavonoides, 7 coumarines, 4 composés aromatiges et
9 composés aliphatiques (Bhakuni et al, 2002 ; Tang et Eisenbrand, 1992). Ceci
montre que I’artémisinine n’est pas le seul constituant présent dans la tisane (Frangois
et al, 1993).

Synergie des autres constituants de I’A.annua: L’artémisinine est un des 30
sesquiterpenes présents dans I’A. annua. Certains sesquiterpenes sont a des
concentrations plus élevées que I’artémisinine dans la plante, par exemple arteannuin
B est 2 & 4 fois plus élevé que I’artémisinine et acide artémisinique 7 & 8 fois plus
élevés (Willcox et al 2004). Tous ces deux sesquiterpénes ont des propriétés
antibactériales et antifongiques (Dhingra et al, 2000). Arteannuin B, utilise seul est
toxique chez le rat atteint de paludisme, mais associé avec I’artémisinine il augmente
son effet (Chang et But, 1986). A. annua produit au moins 36 flavonoides. La plupart
d’entre eux ont des propriétés antipaludiques in vitro bien qu’ayant des Clsg
inférieures a celle de I’artémisinine. Cing d’entre eux, artémétine, casticine,
chrysoplénétine, chrysosplénol-D et cirsilinéole augmentent I’activité in vitro de
I’artémisinine contre P. falciparum (Liu et al, 1992). Chrysosplénol-D potentialise
I’effet de I’artémisinine et est le plus abondant flavonoide dans la plante (Liu et al,
1992). Bien que n’ayant pas d’effet direct sur I’héme, les flavonoides peuvent

catalyser la réaction de I’artémisinine avec I’héme (Bilia et al, 2002).
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I- Cadres de I’étude
I-1 Le poste de santé Touba Diacksao

Le poste de Santé de Touba Diacksao est situé dans le département de Pikine (figure
12). Le plateau médical est constitué d’un chef de poste (infirmier), des infirmiers, des aides
infirmiers, des sages-femmes, des aides sages-femmes et des aides soignants. Les structures
notées sont : une pédiatrie, une maternité, des salles d”hospitalisation et de consultattion.
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Figure 12: Découpage administratif de la région de Dakar

Source : www ou-senegal.com

I-1-1 Caractéres géo climatique
Pikine est située dans la presqu’ile du Cap Vert. C’est une ville considérée comme
satellite de celle de Dakar. Elle est située a 14°30 de latitude Nord et 17°20 de longitude
Ouest. C’est une agglomération proche des Niayes. Ville sahélo-soudanéenne, elle connait
une longue période de saison séche, allant approximativement du mois d’octobre au mois de

juillet, puis une saison pluvieuse, avec des précipitations de I’ordre de 400 mm par an. Les
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amplitudes thermiques annuelles y sont importantes: minima nocturnes de 10 a 31°C,
maxima diurnes de 14 a 39°C. L’humidité relative reste peu élevée.

I-1-2 Population de Pikine

L’agglomération de Pikine est en pleine expansion et abriterait plus d’un million
d’habitants. On y note toutes les ethnies du pays : Wolof (55%), Toucouleurs (11%), Maures
(8,5%), Séreres (7%) et divers (18,5%) (Seck, 1968). Elle constitue une population tres
variable surtout avec I’exode des habitants de I’intérieur du pays, qui concerne plus
particulierement les adultes jeunes de sexe masculin. Les cultures maraichéres occupent une
place prépondérante dans I’activité de ces populations en raison de la proximité des Niayes et
de la présence de collections d’eaux permanentes dans certains quartiers (Salem et Le Gros,
1994).

I-1-3 Endémisme paludéen a Pikine

La transmission du paludisme débute en aolt et se prolonge jusqu’en décembre,
surtout du fait de I’existence des collections d’eaux permanentes. Le niveau de transmission
reste cependant tres faible, au maximum une piqdre infestante par personne et par an, en
bordure de marais (Trape, 1986; Salem et Le Gros, 1994). La population vectorielle est
formée d’anopheles du complexe An. gambiae s.| et surtout de I’espéce An. arabiensis qui y
sévit toute I’année (Diallo et al., 2000).

Les culicidés sont aussi rencontrées, comme dans d’autres centres urbains avec une
large prédominance de Culex quinquefasciatus (Salem et Le Gros, 1994).

La zone de Pikine est considérée comme hypo endémique car I’IP est de 2 a 7% selon
les saisons et les quartiers de la ville (Trape et al., 1989). Le paludisme y est responsable de
12,4% de I’ensemble de la pathologie fébrile (Gaye et al., 1991).
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I-2 Le service de lutte antiparasitaire de Thies

Le Service de Lutte Anti-Paludique (SLAP) est crée en 1953. Il est logé au centre ville
de la commune de Thiés (figure 13). Les missions du SLAP sont , la mise au point et
I’application des mesures de lutte les plus appropriées pour parvenir a l'arrét de la
transmission des maladies parasitaires notamment le paludisme, les bilharzioses,

I’onchocercose, la filariose lymphatique, la trypanosomiase humaine africaine.
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I-2-1 Caractéres géo climatiques
D’une superficie de 6601km2, soit 3,35% du territoire national, la région de Thiés fait
partie avec Dakar et Diourbel, des plus petites régions du pays. Elle est située au centre de la

zone soudano-sahélienne et est limitée par les régions de Louga au nord, de Fatick au sud, de
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Diourbel a I’Est, de Dakar et de I’océan atlantique a I’ouest. La région de Thies comprend
trois départements, a savoir Mbour, Thies et Tivaouane et est constituée d’un relief
relativement plat. Les espéces végétales les plus rencontrées sont le baobab, le ronier, le
Kadd. La faune recele diverses especes (lievres, perdrix, chats sauvages).

C’est une région qui posséde d’importantes nappes souterraines et superficielles, I’eau
est généralement de bonne qualité (salinité inférieure a 0,3g/l) et la moyenne pluviométrique
est de 300 a 500 mm3 par an. La région de Thiés peut étre divisée en quatre zones.

- La grande cOte ou zone cétiere des Niayes répartie entre les régions de Dakar, Thigs,
Louga, Saint Louis.

- La petite cOte est une zone essentiellement constituée de sable fin et connait un
ensoleillement permanent.

- Le bassin arachidier

- La zone du massif de Ndiass a cheval entre Thiés et Dakar.

I-2-2 Population de Thiés

La région de Thies est en pleine expansion et abrite 1.525.377 habitants soit 12,88%
de la population nationale (2éme aprés Dakar). On y trouve toutes les ethnies du pays avec
une population rurale a 75% constituée en majorité de wolof musulmane. La péche, les
industries et mines, le tourisme, le transport, I’élevage, I’agriculture, les télécommunications

occupent une place importante dans la vie économique de cette région.

I-2-3 Endémisme paludéen de Thiés

Le paludisme y est hypo endémique avec une recrudescence pendant la saison des
pluies. Des formes graves y sont diagnostiquées a tout 4ge mais surtout chez les jeunes. La
prévalence du paludisme dans la population générale se situe a 26%, avec une morbidité et
une létalité respectivement de 39,9 et 2,5%.

La transmission du paludisme dans la région est I’ceuvre d’An. arabiensis avec un
taux d’inoculation entomologique inférieur & 5 et dont les gites larvaires sont constitués par

les céanes, puits peu profonds et par les plaques d’inondations.
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1-3 Les laboratoires d’étude

La manipulation et les différentes techniques de cette thése ont été faites dans différents

laboratoires:

Le laboratoire de Bactériologie-Virologie de [I’hopital Aristide Le Dantec. Ce
laboratoire comporte quatre unités qui sont sous la direction du Pr Souleymane
MBOUP. Les quatre unités sont : I’unité de Bactériologie, I’unité de Virologie, I’unité
d’immunologie et I’'unité de Biologie moléculaire. Cette derniére abrite deux sections,
VIH et Malaria. C’est dans la section Malaria ou se trouve le laboratoire qui nous a
permis de faire nos manipulations sur le DAPI-test.

Le laboratoire de Parasitologie et Mycologie de I’Université Cheikh Anta Diop de
Dakar. Ce laboratoire comporte deux parties, une a I’université sous la direction du
Professeur Omar NDIR et une ramification a I’hopital Aritide Le Dantec sous la
direction du Professeur Daouda NDIAYE (directeur de These). Une partie des
manipulations de la these sur la chimiosensibilité (DELI-test et DAPI-test) a été faite
dans ces deux structures sous la direction du Professeur Daouda NDIAYE.

Le laboratoire de I’Institut de Tecnologie Nucluaire Appliquée a I’'Université Cheikh
Anta DIOP. Ce laboratoire, sous la direction du Professeur WAGUE, nous a permis
d’effectuer les analyses avec la technique du LIBS. Dans ce laboratoire, il ya des
matériels dde physique tres sophistiqués, des étudiants en thése mais aussi en Master.
Nous avons réalisé notre étude sous la tutelle du Docteur Mouhamadou DIALLO.

Matériels d’étude

11-1 Matériel Biologique

Dans le cadre de notre étude sur la chimiosensibilité ex vivo des souches plasmodiales,

nous avons procédé a un recrutement de paludéens a Pikine (poste de santé de Touba

Diacksao) et a Thiés (Service de Lutte Antipaludique). Les cas d’accés palustre sont

diagnostiqués au microscope apres la confection d’un frottis sanguin et/ou d’une goutte

épaisse qui est coloré au GIEMSA. Seuls les cas de paludisme simple a P. falciparum sont

inclus dans I’étude. Avant d’étre recruté, les membres de I’équipe de recherche expliquent au

malade les raisons pour lesquelles on souhaiterait le recruter. Le consentement éclairé de

chaque patient est nécessaire. Les parents de mineurs sont sollicités pour permettre le
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recrutement de leurs enfants. Pour chaque patient, un prélevement sanguin est fait au pli du
coude par des techniciens. Le sang (5 millilitres) est recueilli dans des tubes EDTA et sur du
papier filtre, Whatman®. L’étude a été approuvée par le comité d’Ethique du Ministére de la
Santé et de la Prévention Médicale.

11-2 Matériels et réactifs de laboratoire
11-2-1 Matériels de laboratoire

- Feuilles séchées d’A. annua
- Micropipettes de 10, 20, 100, 200 et 1000 microlitres
- Des pipettes de 10, 25 et 50 ml
- Mortier
- Pulvérisette 5
- Spectrometre
- Des filtres a 0,45um de porosité
- Tubes eppendorfs de 0,1 ;0,2 et 0,5 ml
- Un appareil de lecture des plaques de microtitration : Fluoroskan
- Une hotte a flux laminaire
- Un aspirateur
- Une centrifugeuse pouvant utiliser des plaques de microtitration
- Un réfrigérateur a 4°C et un congélateur a [ 20°C
- Une étuve programmée a 37°C
- Cloche a bougie
- Un mélange de gaz composé d’azote (94%), d’oxygeéne (1%) et de gaz carbonique

(5%)
- Un microscope optique et des lames
- Des plaques de microtitration a fond noir
- Des plaques de microtitration a fond clair
- Du papier aluminium simple
- Du papier aluminium adhésif
- Des tubes coniques stériles (Falcon) de 25 et 50 ml
- Des gans stériles

- Babbles pour la culture
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11-2-2 Réactifs de laboratoire
- Eau distillée stérile
- Milieu de culture RPMI-1640
-  HEPES
- Hypoxanthine
- Solution de gentamycine
- Solution de bicarbonate de sodium
- Sérum humain inactivé a la chaleur
- Albumax | et Il
- Solution de DAPI dilué au 1/75"™
- Ethanol a 70°C
- Ethylene Bisstéaramide

I11-  Méthodologies
I11-1 Critéres d’inclusion et critéeres d’exclusion
Seuls les malades hébergeant P. falciparum ont été sélectionnés en tenant compte des criteres
d’inclusion et d’exclusion de I’OMS suivants, avec une approbation du Comité d’Ethique du
Ministére de la Santé du Sénégal

111-1-1 Les critéeres d’inclusion

Les critéres d’inclusion sont les suivants :

- Une infection a P. falciparum uniquement, confirmée par une goutte épaisse

- Une densité parasitaire comprise entre 1000 a 100000 formes asexuées/ul de sang pour
les régions a transmission faible a modérée et entre 2000 et 200000 formes asexuées/pl de
sang pour les régions ou la transmission est élevée

- Une absence de signes généraux de danger chez les enfants de moins de cing ans ou
d’autres signes de paludisme a P. falciparum grave et compliqué tels que définis actuellement
par I’'OMS

- Une température axilaire > 37,5°C

- Une absence d’antécédents de réactions d’hypersensibilité aux médicaments évalués
Les patients sélectionnés seront suivis cliniquement et parasitologiquement pendant 30 jours
avec une consultation et un examen parasitologique a JO, J1, J2, J3, J7, J17, J21 et J28
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111-1-2 Les criteres d’exclusion

Les critéres d’exclusion sont les suivants :

- Absence de consentement du malade ou de ses parents ou de ses tuteurs
- Un accés difficile au centre de santé

- Criteres d’exclusion propres a certains médicaments

- Grossesse et allaitement

I11-2 Procédures de consentement

Quand le patient présente une goutte épaisse positive, il lui est proposé de faire partie
de I’étude. Une fiche de consentement confectionnée a cet effet et traduite en frangais et en
wolof sera remise au patient ou a son responsable 1égal par le médecin. Elle est signée par le
patient et par I’investigateur. Les parents de mineurs sont sollicités pour permettre le
recrutement de leurs enfants. Aucun prélévement n’est effectué avant I’obtention du
consentement éclairé du patient ou du responsable légal du patient. Pour conserver la
confidentialité des inclus, un code connu seulement par les responsables de I’étude est utilisé
en guise d’identification. Cette étude a été approuvée par le Comité d’Ethique du Ministére de
la Santé et de la Prévention Médicale.

111-3 Détermination de la parasitémie

Une premiére lecture est faite en urgence au niveau du poste de santé, suivie d’une
seconde au laboratoire pour comparer les résultats. Le nombre de parasites par microlitre (p)
de sang ou densité parasitaire était calculé en comptant le nombre de parasites asexués pour
200 leucocytes. On estime que le nombre moyen de leucocytes par pl de sang est de 8000. Le
rapport du nombre de parasites pour 200 leucocytes était ensuite multiplié par 8000 pour
obtenir la parasitémie. Le prélevement était considéré comme négatif si aucun parasite n’était

détecté apres lecture d’environ 200 champs au microscope.

I11-4 Préléevements sanguins

Les prélevements (5ml de sang) sont conservés dans des sacs thermostats munis
d’accumulateurs puis acheminés au laboratoire de biologie moléculaire a I’hdpital Aristide Le

Dantec pour la réalisation des tests de chimiosensibilité (DELI et DAPI test).
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I11-5 Les différentes méthodes
Dans cette étude, nous avons utilisé trois techniques, le DELI-test, le DAPI-test et le LIBS.

111-5-1 Le DELI-test
Le DELI-test est constitué de deux parties intimement liées : la culture parasitaire et le DELI-
test proprement dit.
111-5-1-1 La culture parasitaire

Les isolats arrivés au laboratoire sont immédiatement mis en culture avant un délai de 8
heures de temps. Mais avant la culture, le sang est lavé. Brievement le sang parasité est
centrifugé a 2000 tours pendant 10 minutes pour séparer le culot globulaire du plasma. Le
sérum obtenu est recueilli dans des tubes « Nunc » et congelé a — 20°C pour d’autres études.
Le culot globulaire obtenu est ensuite lavé 2 fois avec du RPMI-1640 et la parasitémie est
ajustée si nécessaire entre 0,5 et 1% avec des hématies d’un donneur sain. Enfin un dernier
lavage est fait avec du RPMI-1640 supplémenté avec 0,5% d’Albumax et 1 mg/I
d’hypoxanthine. Le sang, une fois prét, est mis en culture en microplaques de 96 puits avec du
RPMI-1640 supplémenté avec de I’Albumax en présence de concentration décroissantes de
tisane de 48 umol/l a 0,187 umol/l. Deux puits sans tisane servent de controle de culture et le
dernier puits contenait le sang sain non parasité. Chaque isolat est testé en duplicate. La
culture est effectuée pendant 48 heures a 37°C dans une cloche a bougie (5% de CO2).
Apres les 48h, les plaques sont sorties et congelées a — 20°C jusqu’a la réalisation du DELI-

Microtest.
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Etape 2 : + 30pl de tisane
dans les colonnes 1 et 2

Etape 3: Série de dilution

Etape 1: + 50pd de EPMI de 1a colonne 2 4 12 f
Etape 5 : + 200 pl d"hématies parasitées de la colonne 1 a 11

Colonne 1: + 200pl dhématies parasitées + 30 pl de tisane
Colonne 12: + 200 pl hématies non parasitées + 30pl EPMI

Figure 14 : Dilution des plagues de culture pour le DELI

111-5-1-2 Le DELI-test proprement dit
i-Principe

Apres 48 heures de culture, les plaques sont sorties de I’étuve et on passe au DELI-
test. C’est une méthode basée sur la mesure du taux de Lactate Déshydrogénase (LDH)
parasitaire. La teneur en LDH parasitaire  est proportionnelle a la croissance de P.
falciparum cultivé in vitro. Ce taux est mesuré au moyen d’une technique
immunoenzymatique en double sandwich décrite par Druilhe (Druilhe et al, 2001). Cette
technique utilise deux anticorps monoclonaux Mab 17EA et Mab 19G7 dirigés contre deux
épitopes de ce LDH parasitaire.

ii-Mode opératoire
Il est constitué de deux parties : le cotage et saturation des plaques et la réalisation du DELI-
microtest
ii-1 Cotage et saturation des plaques

Les plaques de microtitration de 96 puits ont été cotées et sur lesquelles a été fixé
I’anticorps Mab 17E a 1pg/l dilué dans du tampon PBS (Phosphate-Buffered Saline) pH
7,4 a 12h de temps a 4°C. Les plaques sont ensuite lavées 2 fois avec du PBS-BSA (Bovin
Serum Albumin) a 1%. Par la suite 300 ml de PBS-BSA a 1% est répartis dans les puits et
laisser 4 heures de temps a température ambiante. Enfin les plaques sont vidées et emballées

dans du papier aluminium au maximum 8 jours.
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Figure 15 : Plaque saturée recouverte de papier d’aluminium

ii-2 Réalisation du DELI-microtest
Les plaques de cultures sont congelées et décongelées 3 fois pour lyser les hématies. On
dépose ensuite 100 ul de surnageant de culture dans les plaques cotées et saturées. Apres
incubation a 37°C pendant une heure, les plaques sont lavées 3 fois avec du PBS-BSA a 1%.
On dépose ensuite I’anticorps Mab 19G7 biotinylé dilué (1/4000) dans du PBS-BSA. Aprés 1
heure d’incubation a 37°C les plaques sont lavées 3 fois avec du PBS-BSA. On ajoute une
solution de streptavidine marquée a la peroxydase et apres une incubation de 30 minutes a
température ambiante, les plaques sont lavées 3 fois avec du PBS-BSA 1%. La révélation de
la peroxydase est réalisée par un mélange a parties égales de tétraméthylbenzidine et d’eau
oxygénée a 0,02%. La réaction enzymatique est arrétée apres 5 minutes par addition de 100
ul par puits d’acide phosphorique 1M. L’intensité de la coloration jaune obtenue est évaluée
en densité optique (DO) a 450 nm avec un spectrophotometre (StatFax-2100, Awareness
Technology INC). Le test est interprétable quand la DO du puits témoin dépourvu de tisane
est comprise entre 0,4 et 1,5. Au-dela de cette valeur I’hémolysat doit étre dilué.
L’interprétation des résultats est basée sur la densité optique (DO). La densité optique
est proportionnelle a la quantité de LDH parasitaire. Les résultats des tests sont exprimés en
concentration minimales inhibitrices a 50% (Clsg) qui est la concentration de tisane qui inhibe
de moitié la croissance du parasite. Les Clsp étaient calculées a partir de la courbe dose/DO
par le logiciel GraphPad Prism 4.
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Figure 16 : Une photo de spectrophotométre

111-5-2 Le DAPI-test
Comme le DELI-test, le DAPI-test est constitué de deux parties intimement liées : la

culture parasitaire et le DAPI proprement dit.

I11-5-2-1 La culture parasitaire

Les isolats de sang, arrivés au laboratoire, sont mis immédiatement en culture. Mais
avant la culture, comme au DELI-test, le sang est lavé. Les prélevements de sang sont
centrifugés pour séparer le culot globulaire du sérum. Le sérum est ensuite aspiré et mis dans
des tubes « Nunc » pour des études immunologiques. Le culot globulaire obtenu est ensuite
lavé deux fois avec du RPMI-1640. Le sang, une fois prét, 180ul de culot de globules rouges
parasités est mis dans des puits spécifiques en utilisant une pipette multichannel en présence
de concentrations décroissantes de tisane, de 48umol/l a 0,187umol/l. Deux puits sans tisane
servent de contrGle. Les plaques de microtitration sont ensuite mises dans des dispositifs
spéciaux (Babbles) a travers lesquels nous faisons circuler un mélange spécial de gaz (94%
de Nz, 5% CO,, et 1% O,) pendant 30 secondes. Finalement, le dispositif est placé a
I’incubateur a 37°C pendant 48 heures. Chaque isolat est testé en duplicate. Au bout de 48
heures, on préléve sur les puits sans tisane pour Vérifier si la culture a réussi. Cette réussite se

matérialise par des parasites au stade trophozoite. Mais aussi la lame nous permettra de
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vérifier s’il n’ya pas de contamination. Les plaques de culture sont sorties et congelées a [
20°C jusqu’a la réalisation du DAPI-test.

Etape 2:+ 40 pl de
tizsane dans la colonne

Etape 3: série de dilution
Etape 4: Rejet de 200
= de mélange

M f de mélang

RI=RT:1
ger |_ Etape 1: +20p1 de RPMI de —]

la colonne 3a 11

Etape 5: +180pl d"hématies parasitées de la colonne 2 a 12

Colonne 1: 200 pl RPMI
Colonne 12 : +180pd hématies parasitées + 20 pl RPMI

Figure 17 : Dilution des plagues de culture pour le DAPI

111-5-2-2 Le DAPI-test proprement dit
Le DAPI (Di Amidino Phényl Indol) est un produit fluorescent qui appartient au
groupe indole. Il est utilisé dans la determination de la sensibilité des souches de P.

falciparum par rapport aux différents antimalariques (tisane dans notre étude).
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Figure 18 : Structure chimigue du DAPI (Ndiaye et al, 2010)

i-Principe du DAPI-test
Le DAPI se fixe spécifiquement sur I’ADN du parasite. Eclairé en lumiére
ultraviolette (max 355 nm) lors de la lecture de la plague de microtitration avec le
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Fluoroskan®, le DAPI émet une fluorescence bleue (max 460 nm). Comme tout fluorochrome,
il est caractérisé par deux spectres :

- Un spectre d’absorption lumiére incidente

- Un spectre d’émission de fluorescence

e
- j'

'
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-
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1 P
ADN Fixation du Action de I’'UV qui entraine
Double brain DAPI une fluorescence bleu

Figure 19 : Fixation du DAPI sur I’ADN et action de la lumiére ultraviolette
(Ndiaye et al, 2010)
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Figure 20 : Absorption des radiations violettes max 355 nm et restitution d’une
fluorescence bleue max 460 nm (Ndiaye et al, 2010)
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ii-Mode opératoire
Apres 2 jours de culture, les plaques sont sorties de I’incubateur. Elles sont

centrifugées a 4000 tours/mn pendant 30 mn puis le surnageant est enlevé. Ensuite, dans
I’obscurité, 100 ul de DAPI sont ajoutés dans chaque puits puis mixés a I’aide de la pipette
multi chanel. Un couvercle en aluminium est appliqué au dessus de la plaque qui est gardé a
I’obscurité dans la hotte pendant 30 minutes. Au bout d’une demi-heure, la plaque est
centrifugée pendant 30 minutes a raison de 4.000 tours/mn. Les plaques sont sorties avec
délicatesse de la centrifugeuse puis le surnageant est enlevée. Ajouter 200 pl de 1xPBS dans
chaque puits a I’aide d’une pipette multi chanel puis mélanger. La plaque est préte pour étre
lue au Fluoroskan. Mais il faut toujours couvrir les plaques avec du papier aluminium jusqu’a
leur lecture. La lecture est faite au Fluoroskan avec une longueur d’onde de 358/461 nm. Si
la lecture n’est pas possible dans I'immédiat, recouvrir toutes les plaques de feuilles
d’aluminium adhésives et les conserver a -20°C .Par ailleurs il faut noter qu’il est nécessaire
de ramener la température des plaques a celle ambiante avant toute lecture.

La lecture des plaques au Fluoroskan aprés traitement se fait grace a un dispositif
automatique comportant le Fluoroskan proprement dit, couplé a ordinateur muni des logiciels
suivants : Ascent Fluorescan et GraphPrism. Ici, le logiciel Ascent Fluoreskan est utilisé pour
la lecture alors que le GraphPrism permet le traitement des données obtenues (figure 21) pour

en tirer les valeurs de Clsp.
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Figure 21: Préparation et lecture des plagues apreés 48h d’incubation

111-5-3 La technique du « Laser-Induced Breakdown  Spectrometer »
(LIBS)

111-5-3-1 Principe du LIBS

La technique du LIBS consiste a focaliser un laser de forte puissance sur la surface
d’un échantillon. L’interaction laser/matiére crée un plasma composé d’especes excitées, qui
vont émettre de la lumiére lors du refroidissement de celui-ci, en retournant a leur état initial.
Cette lumiere est alors collectée puis acheminée vers des spectromeétres qui permettent
d’analyser les spectres d’émission afin d’identifier chacune des especes présentes dans
I’échantillon analysé. Le LIBS est donc une des méthodes de spectroscopie active d’émission
atomique qui permet de déterminer la composition élémentaire d’un échantillon. La technique
du LIBS nécessite trois étapes :
- L’ablation laser, qui grace aux impulsions successives du laser, consiste a vaporiser la
surface de I’échantillon jusqu’a la naissance du plasma, avec création d’un cratére
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- L’émission optique du plasma, lors de la désexcitation des espéeces ionisées du plasma.
Cette émission comporte une composante continue et des raies fines caractéristiques des
especes émettrices

- L’analyse spectroscopique du signal émis par le plasma, qui consiste a décomposer et
enregistrer le spectre de la lumiére du plasma, afin de déterminer les éléments présents dans

I’échantillon, et ainsi déduire sa composition élémentaire.

Faisceau laser

Expanszion radiale
¢ du plasma

Echantillon

Figure 22 : Schéma d’un plasma créé a la surface d’une cible solide

111-5-3-2 Mode opératoire du LIBS

Dans le cas de notre étude, les échantillons sont les feuilles séchées d’A. annua et de
Camellia sinensis. Les échantillons sont séchés a plus de 80°C jusqu’a obtenir une masse
compacte. Les échantillons chauffés, sont broyés par un mortier jusqu’a avoir un bloc
d’épaisseur de 120um. lls sont ensuite homogénéisés par une « pulvérisette 5 ». Sous forme
de mélange, les échantillons sont réluis par de I’éthyléne bisStearamide (HWC), avec une
proportion de 1g de tisane pour 10% de HWC. Le melange est une nouvelle fois homogénéisé
avec une « pulvérisette 5» avec une force de pression de prés de 5 tonnes dans un disque en
boulette de 32 mm de diametre. Les disques en boulette sont placés dans la chambre

d’échantillon.
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Figure 23: Dispositif du LIBS avec éléments non branchés

Ainsi ces diques seront soumis & des bombardements du laser. Un plasma va se

former autour des disques contenant nos feuilles séchées d’A. annua et de C. sinensis placées

dans la chambre d’échantillons. En se refroidissant le plasma emet de la lumiere qui sera

acheminée vers le spectrométre

qui permet d’analyser les spectres d’émission afin

d’identifier chacun des éléments présents dans I’échantillon analysé. Les différents éléments

vont se présenter sous formes de pics différents.
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Figure 24 : Spectres d’émission des éléments
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Résumé et discussion de la thése : Etude de la chimiosensibilité ex vivo des souches de
Plasmodium falciparum a la tisane d’Artemisia annua et caractérisation des élements

minéraux contenus dans les feuilles de la plante

Ce travail a été réalisé grace a une collaboration mise en place en 2008 entre la section
Malaria du Laboratoire de Biologie Moléculaire et I’Organisation Non Gouvernementale
(ONG) luxembourgeoise IFBV. Le Dr Pierre Lutgen, fervent combattant des maladies
tropicales, s’est vite intéressé par notre étude et s’est proposé de trouver un financement qui a
permis cette étude. En ce moment, Arcelor Mittal, compagnie métallurgique, présente a
I’est du Sénégal, avait dans son programme, un financement d’un projet social consistant a la
lutte contre le paludisme dans cette localité. C’est par la suite, aprés des tractations du Dr
Lutgen, notre étude a été financée par Arcelor Mittal.

En Afrique en général et au Sénégal en particulier le paludisme continue d’étre un
probleme de santé publique, malgré tous les moyens de lutte mis en place. Cette situation
pourrait étre due, d’une part, a la résistance de P. falciparum aux antipaludiques et des
moustiques aux insecticides, mais d’autre part & I’inaccessibilité des populations aux
medicaments.

Les populations vivant dans les zones reculées, desservies en systéme de santé, sont
souvent victimes du paludisme, faute ou manque de médicaments et /ou d’inaccessibilité aux
structures sanitaires. Pour résoudre ce probleme, I’utilisation de médicament, peu onéreux, a
bon marché et accessible a toutes les franges de la société serait une aubaine dans la lutte
contre le paludisme. L’A. annua, plante ubiquiste, cultivable presque sur toutes les latitudes et
utilisée en Chine depuis plus de 2000 ans, pourrait étre une alternative de lutte contre le
paludisme pour ces populations éloignées mais aussi pour celles a revenus financiers limités.
C’est ainsi que nous avons jugés d’utiliser I’armoise dans la lutte contre le paludisme au
Sénégal. Bien qu’avéré efficace contre le paludisme par plusieurs études (Willcox et al,
2004), I'utilisation in vivo de I’A. annua au Sénégal doit étre précédée d’études ex vivo pour
démontrer d’abord son efficacité au Sénégal. C’est dans cette optique que nous avons meng,
sous I’approbation du Comité Ethique du Ministére de la Santé et de la Prévention Médicale,
une etude de chimiosensibilité ex vivo des souches de P. falciparum a la tisane d’A. annua

couplée a une détermination des éléments minéraux contenus dans les feuilles de la plante.
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Cette étude s’est réalisée :
- Au laboratoire de Parasitologie de I’h6pital Aristide Le Dantec sous la direction du Pr
Daouda NDIAYE
- A I'Institut de Technologie Nucléaire]Appliquée (ITNA) de I’'UCAD sous la direction
du Dr Mouhamadou DIALLO
Le matériel de travail, c'est-a-dire les feuilles séchées d’A. annua, nous provient de
I’ONG Luxembourgeoise. Le taux d’artémisinine contenu dans cette tisane a été déterminée
au Luxembourg. Au laboratoire, I’infusion a été faite d’apres un protocole de Rath (Rath et
al, 2004), qui a permis de calculer les concentrations d’artémisinine apres infusion. C’est a
partir de ces concentrations que les différentes dilutions ont été faites mais aussi la
caractérisation des éléments minéraux de la tisane d’A.annua. Les résultats obtenus ont fait
I’objet de publications qui seront présentées dans les pages suivantes. Concernant I’étude de
la chimiosensibilité ex vivo par la méthode du DAPI-test, les résultats obtenus récemment sont
soumis pour publication. Cette partie « Résultats et discussions » comportera donc :
- Publication 1: Tea Artemisia annua inhibits Plasmodium falciparum isolates collected
in Pikine, Senegal
- Publication 2: DAPI - test for evaluation ex vivo susceptibility on Plasmodium
falciparum isolates collected in Thiés, Senegal to Artemisia annua
- Publication 3: Characterization of element and mineral content in Artemisia annua

and Camellia sinensis leaves by handheld X-ray Fluorescence.
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Résumeé et discussion de publication 1: Tea Artemisia annua inhibits Plasmodium
falciparum isolates collected in Pikine, Senegal

Gueye Papa El hadji Omar, Diallo Mouhamadou, Deme Awa Bineta, Badiane Aida
Sadikh, Dior Diop Mare, Ahouidi Ambroise, Abdoul Aziz Ndiaye, Dieng Thérése, Lutgen
Pierre, Mboup Souleymane, Sarr Ousmane

Les plantes médicinales sont utilisées dans le traitement de la malaria et des autres
maladies bien avant Jésus Christ (Willcox et al, 2004). Dans le monde, aprés I’eau les tisanes
constituent la boisson la plus consommée avec 20 milliards de tasses quotidiennement. On
estime qu’environ 80% de la population mondiale utilisent les plantes médicinales pour leur
traitement (Zirihi et al, 2005). On ne peut pas parler de santé en Afrique sans parler des
plantes médicinales. Mais des études scientifiques sur I’efficacité des plantes médicinales sont
peu nombreuses dans la littérature. Au Sénégal, en 2008, une revue de la littérature, avait
montré que pratiguement aucune étude n’a été faite sur I’efficacité in vitro et in vivo de I’A.
annua sur le paludisme. C’est ainsi que nous avons jugé nécessaire d’entreprendre d’abord une
étude pilote sur I’efficacité in vitro de la tisane d’A. annua sur le paludisme, qui nous a donné
des résultats probants. En 2009, nous avions réalisé une étude sur la chimiosensibilité ex vivo
des souches de P. falciparum de Pikine par rapport a la tisane d’A. annua. Le choix de Pikine
était basé sur le fait que, Pikine, zone endémique, présente une forte population
démographique, mais aussi une forte transmission du paludisme due a la présence d’eaux
stagnantes causées par une nappe phréatique superficielle.

Des prélévements sanguins ont été faits dans le Poste de Santé Touba Diacksao situé
dans la localité de Pikine. Le sang obtenu est acheminé au laboratoire de Parasitologie et de
Mycologie de la FMPQOS. Les isolats arrivés au laboratoire sont immédiatement mis en culture
dans un delai de 8 heures de temps. Mais avant la culture, le sang est lavé. Brievement le sang
parasité est centrifugé a 2000 tours pendant 10 minutes pour séparer le culot globulaire du
plasma. Le sérum obtenu est recueilli dans des tubes « Nunc » et congelé a — 20°C  pour
d’autres études. Le culot globulaire obtenu est ensuite lavé 2 fois avec du RPMI-1640 et la
parasitémie est ajustée si nécessaire entre 0,5 et 1% avec des hématies d’un donneur sain. Enfin
un dernier lavage est fait avec du RPMI-1640 supplémenté avec 0,5% d’Albumax et 1 mg/|
d’hypoxanthine. Le sang, une fois prét, est mis en culture en microplaques de 96 puits avec du
RPMI1640 supplémenté avec de I’Albumax en présence de concentration décroissantes de
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tisane de 48 umol/l a 0,187 umol/l. Deux puits sans tisane servent de controle de culture et le
dernier puits contenait le sang sain non parasité. Chaque isolat est testé en duplicate. La
culture est effectuée pendant 48 heures a 37°C dans une cloche & bougie (5% de CO2).
Apres les 48h, les plaques sont sorties et congelées a — 20°C jusqu’a la réalisation du DELI-
Microtest.

L’activité antiplasmodiale a été évaluée en utilisant une technique
immunoenzymatique, le DELI-Test (Confert méthodologie DELI), sur des souches
chloroquino-sensibles (3D7), chloroquino-résistantes (W) mais aussi sur des souches de
terrain.

Les données ont été saisies sur Excel et les analyses statistiques ont été faites par le
biais du logiciel STATA version 9 (Collége Station, TX, USA). Le résultat était considéré
comme statistiquement significatif quand la valeur du test de probabilité P était inférieure a
0,05 (= 5%).

La population d’étude est composee de 40 patients dont 33 sont de sexe masculin et 7
de sexe féminin. Les ages varient entre 12 et 60 ans avec cependant une moyenne d’age de
25,3 ans. La température et la parasitémie moyennes sont respectivement 38,2°C et 15955

parasites/ul de sang.

Les résultats obtenus ont montré une moyenne de Clsp égale a 0,095 pg/ml. Cependant
36 échantillons (90%) ont des Clsp inférieures a 0,5 ug/ml, un seul (2,5%) a une Clsg
supérieure a 0,5 pg/ml et trois (3) échantillons seulement ont donné des résultats
ininterprétables correspondant a un pourcentage de 7,5% pour la tisane. Ces résultats
ininterprétables pourraient étre dus a la présence de plusieurs souches sur notre échantillon mais
aussi des erreurs lors de la manipulation. Aucune corrélation n’a été observée entre la densité
parasitaire et les Clso, avec P=0,981> 0,05.
Concernant les souches de références, des Clso de 0,146pg/ml et 0,394ug/ml ont été
observées respectivement pour les souches 3D7 et W, montrant la sensibilité de notre tisane.
Si nous cherchons dans la littérature des valeurs de référence pour notre Clsg tel qu’exprimé
a 0,095 pg/ml, nous trouvons une valeur fort acceptable. Une étude faite en Tanzanie a montré
que les fortes activités antiplasmodiales de la tisane d’A. annua et autres plantes médicinales
étaient observées pour des Clso inférieures a 0,5ug/ml (Malebo et al, 2009). Ceci permettrait
de dire que notre tisane aurait une forte activité antiplasmodiale. Une étude faite au Brésil sur
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cinquante plantes montre de tres bonne activité antipaludique in vitro avec des Clsy < 10
ug/ml (Batista et al, 2009).

Notre tisane Luxembourgeoise aurait une forte activité antiplasmodiale, et bien qu’elle ne
soit pas trop riche en artémisinine, comparée aux autres tisanes comme par exemple celle du
Brésil. Ceci laisserait penser que cette forte activité antipaludique de la tisane luxembourgeoise
serait due, non seulement a I’artémisinine seule, mais a I’effet combiné d’autres substances qui
s’y trouvent (coumarine, scopolétines, ployphénols, flavonoides, camphres, microelements,
etc.). L’effet de synergie potentialisante de I’artémisinine par les flavones a été décrit par
Elford dés 1987. D’autres espéces d’artémisia contiennent en concentrations supérieures des
coumarines de différentes formules, telles que la scopolétines ou la daphnetine. Les
coumarines, a coté de leur réle spécifique sur le systeme immunitaire et sur le plasmodium et
les schizontes (YYang et al, 1992), sont également connues comme chélateurs de métaux, et
notamment du fer, or le fer est un élément clef du paludisme et dans beaucoup d’autres
maladies infectieuses. La curcumine, de méme, a cOté de ses nombreuses propriétés
thérapeutiques est un excellent chélateur du fer. (Mean, 2009).

Par ailleurs d’autres études faites sur d’autres plantes médicinales ont montré de bons
résultats. Une étude faite en Bolivie sur une série de plantes a montré une I1Csp de 9 pug/ml pour
Amburana osarensis, essentiellement due a la coumarine (Bravo et al, 2003).

De méme une étude faite au Breésil portant sur une cinquantaine de plantes (Batista et
al., 2009) montre que parmi celles-ci un grand nombre ont des propriétés antipaludiques
équivalentes ou meilleures que I’A. annua.

Ce travail est publié dans le journal African Journal of Biochemistry Research
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Malaria is a major scourge of most countries in Africa which continues to defy science and technology.
Several medicinal plants are traditionally used for the treatment of malaria and other protozoa
infections. We aimed to assess by the Double-site Enzyme-linked Lactate dehydrogenase enzyme
Immuno-detection (DELI) test for the first time in Senegal, Plasmodium falciparum isclates in vitro
susceptibility to Tea Artemisia annua (TAA). In total, 40 field isolates have been tested and the mean
IC5 was 0.095 pg/ml, while the ICs, for the 3D7 and W2 laboratory adapted strains were 0.14 and 0.39
Hg/ml, respectively. Tea A. annua sensitivity was not obtained for three isolates because of lack of
growth. The results suggest that tea A. annua has potent antiplasmodial activity against P. faleiparum

strains collected in Pikine, Senegal.

Key words: Arfemisia annua, enzyme-linked lactate dehydrogenase enzyme immuno-detection (DELI),

Piasmodium falciparum, ICW_

INTRODUCTION

The combination of tools such as long-lasting insecticidal
nets, artemisinin-based combination therapies, indoor
residual spraying and intermittent preventive treatment in
pregnancy has had a great public health impact in terms
of reduction of malaria-associated death and morbidity
especially in sub-Saharan Africa. Despite this gain, the
number of estimated malaria cases remains still impor-
tant with 225 million with 781,000 deaths (World Malaria,
2010). Many of them have died for reasons such as being
out of reach of health centers or because of the cost of

malaria treatment. This situation renders urgent the need
to find ways to mitigate this problem. It is estimated that
80% of the world’s population use herbal remedies to
treat many illnesses and ailments (Zihiri et al., 2005).
Additional reports shows that in the US, more than 158
million Americans spent US$ 17 billion on herbal medi-
cines, while more than 70% of Germans recognized
using herbal products in the management of many health
conditions (US Report, 2002; Tuffs et al., 2002). In deve-
loping countries, the figure is almost the same with 80%

*Corresponding author. E-mail: misbax@amail.com or misbax@yahoo.co.uk. Tel: (221) 33 822 5919 / (221) 77 541 1957. Fax: (221)

33 821 6442,

Abbreviations: TAA, Tea arlemisia annua; 1Csg, 50% inhibitory concentration; RDT, rapid diagnostic test; DELI test, enzyme-linked

lactate dehydrogenase enzyme immuno-detection.
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of the people using herbal remedies (Verma and Singh,
2008). In Africa also, medicinal plants are used for the
treatment of many ailments (Wafo et al., 1999; Nkeh et
al,, 2001; Noumi and Yomi, 2001; Dieye et al, 2008). In
this line, one acknowledges that plants such as the neem
in Africa and artemisinin in China have been used for
many years as drugs against falciparum malaria. The
interest on artemisinin extracted from Arfemisia annua
has grown up since resistance to most of the affordable
antimalarials has spread around the world.

A. annua L. is a member of the Asteraceace family and
has been used by Chinese since ancient times in tradi-
tional medicine against fever and malana. Artemisinin is a
cadinane-type sesquiterpene lactone with an endopero-
xide bridge which is presently the most potent and
efficacious compound against the late-stage ring para-
sites and trophozoites of Plasmaodium falciparum (Brisibe,
2009), the causative agent of malana. The plant produces
a portfolio of bioactive compounds including flavonoids,
coumarins, steroids, phenolics, purines, lipids, aliphatic
compounds, monoterpenocids, triterpencids and sesqui-
terpenoids. Thus far, the most important of the sesquiter-
penoids seems to be artemisinin, dihydroartemisinic acid,
artemisinic acid and arteannuin B which are stored in the
glandular trichomes found in the leaves and inflorescence
(Ferreira and Janick, 1995). The action of artemisinin
derivatives is different from that of the other antimalarials.
Artemisinins have a very fast action and parasite
clearance times are much shorter than with other malarial
drugs. Whereas, most of antimalanals work at the late
trophozoites and schizont stages of the malaria parasite,
artemisinin derivates also act already at early tropho-
zoites and ring stages.

Artemisinin acts on gametocyte development, resulting
in decreased transmission in areas where artemisinin
compounds are extensively used. Artemisinin is con-
sidered as the treatment of choice for malaria, and the
WHO has called for an immediate halt to single-drug
artemisinin preparations in favor of medications that
combine artemisinin with another antimalanal, to reduce
the risk of parasites developing resistance (WHO, 2006).
Recently, the plant is introduced in Senegal and The
Gambia and is grown in some areas where people have
started to use it as herbal tea for malaria-like symptoms.
To investigate whether the Tea A. annua has antiplas-
modial effect, we studied its in witro antimalarial activity
on F. falciparum isolates collected from malana patients
at Pikine, Senegal. We used the DELI-microtest which is
very sensitive allowing the measurement of drug res-
ponse with very low parasite densities (0.005%) (Moreno
etal., 2001).

MATERIALS AND METHODS

Study site and patients

The study samples were collected from malaria infected patients
attending an outpatient clinic situated in Pikine (Figure 1) where

malaria fransmission is highly seasonal with an entomologic
inoculation rate ranging from 0 to 16.8 infective bites per person per
year (Pages et al., 2008). Patients with peripheral blocd smears
positive for P. falciparum, with non-complicated malaria, aged 5
years or greater were invited to participate in the study as pre-
viously reported (Thomas et al., 2002; Sarr et al., 2005). They were
excluded in case of complicated malaria, pregnancy and recent
history of antimalarial treatment.

Artemisia annua dried leaves

Leaves of A. annua were graciously provided by Dr Pierre Lutgen
and colleagues from lwerliewen Fir Bedreete Volleker (IFBV),
Luxembourg. They were dried under shade in Luxembourg before
being sent to Dakar in paper bags weighting 20 g. They were then
kept at room temperature until analyses. Chloroquine (CQ) was
obtained from Sigma Chemical Co. (St Louis, Mo, USA).

Extraction method

We used the method described by Rath {Rath et al., 2004) which
yields 70 to 76% of artemisinin. Briefly, 10 g of dried leaves of A.
annua are weighed and put in a glass container. Then 1 L of warm
water is added and the mixture is stirred up for 10 min and covered
by a lid which is not of iron because the latter reacts easily with
artemisinin and may decrease the output of the extraction. The
solution is then filtered to collect the tea A. annua.

Inclusion and exclusion criteria

We recruited study participants in an outpatient clinic in Pikine. The
principal criterion of inclusion was uncomplicated P. falciparum
malaria diagnosed by malaria Rapid Diagnostic Test (RDT).
Patients were excluded in the presence of another Plasmodium
species or any signs of severe malaria.

Socio-demographic characteristics of the study population

In total, 40 patients were recruited and 33 of them were male. The
mean age was 25.3 years (12 to 60) (Table 1). The mean temperat-
ure and parasite density were 37.9°C and 15,955 parasites/pl
respectively.

Consent

In case of positive RDT, we proposed to any patient to participate in
the study. A written consent form is translated into wolof for any
patient or his legal guardian in case hefshe can not read. The form
is signed by the patient and the investigator. To preserve the
confidentiality of the participants, we have used a code. The study
was approved by the Ethics Committee of the Ministry of Health and
the Medical Prevention.

Blood collection

For each patient, 5 to 10 ml of whole blood is collected onto ethylen
diamine tetracetic acid (EDTA) vacutainer tubes which are kept at
room temperature until they are conveyed to the laboratory for
analyses.

Parasite culture

To validate our study, we tested our TAA, using field strains as well
as two known laboratory strains 3D7, susceptible to CQ and W2,
chloroquineoresistant. 3D7 is a clone from NF54 which was isolated
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Table 1. Parasite density distnbution based on the different age

groups of our study population.

Different age groups (years) Parasite density means (p/uL)

[12-15]
[15-30]
[30-60]

10739
18332.9
7390.1

from a patient who lived near Schipol Airport, Amsterdam, The
Netherands (Miller et al., 1993) while W2 was isolated from Indo-
china. Both strains are maintained in continuous culture in our
laboratory.

When the isolates arrived in the laboratory, the parasitized blood
sample is centrifuged at 2,000 rpm for 10 min. The plasma is collec-
ted in cryotubes and kept at —20°C. The pellet is washed twice with
RPMI 1640 and the parasite load is adjusted between 0.5 and 1%
with non-parasitized red blood cells. The last wash is done with
supplemented RPMI 1640. The sample is put into 96-well micro-
plates with supplemented RPMI 1640 along with tea A. annua at
decreasing concentrations from 13.552 to 0.052 pg/ml. Two wells
without tea A. annua are used as control. Each isolate is tested in
duplicate. Parasites are allowed to grow during 48 h at 37°C in a
candle jar after which, plates are taken out and frozen at —20°C
until the DELI-test is performed.

The DELI-test

The test measures the amount of lactate dehydrogenase

(LDH) produced by the parasite. The level of pLDH is
proportional to the growth of P. falciparum in vitro. This
rate is measured by means of immuno-enzymatic tech-
nigue in double sandwich as described by Druilhe
(Druilhe et al., 2001). The technigque uses two monocle-
nal antibodies Mab 17EA and Mab 19G7 directed against
an epitop of pLDH.

Coating plates

The 96-wells plates were coated with Mab 17 at 1 pg/L
diluted in phosphat buffered saline (PBS) pH 7.4 for 12 h
at 4°C and then washed twice with PBS-BSA (bovine
serum albumin) at 1%. Thereafter, 300 pl of PBS-BSA at
1% are distributed into the wells and left for 4 h at room
temperature. Finally, the plates are emptied and sealed in
aluminum foil for a maximum of 8 days.
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1Ceo> 0.5 pg/ml
2.5%

Figure 2. Representative curve of the different IC5; highlighting
the distribution of isolates. In total, 7.5% assays were unsuc-
cessful while 25% of the isolates were resistant, and 90%
sensitive to the TAA.

The DELI-Test

The 96-well plates are thawed and frozen 3 times to lyze
the red blood cells. One deposits 100 pL of supernatant
of culture in the plates with dimensions and saturated.
After incubation at 37°C for 1 h, they are washed 3 times
with PBS-BSA with 1% and supplemented with bioti-
nylated anti-pLDH Mab 19G7 antibody. After 1 h of incu-
bation at 37°C, the plates are washed 3 times with PBS-
BSA then a streptavidin-peroxidase solution is added to
the wells followed by incubation for 30 min at room tem-
perature. They are washed 3 times with PBS-BSA 1%.
Peroxidase substrate, 3,3", 5 5'-tétraméthylbenzidine and
hydrogen peroxide to 0.02% are added to the mixture.
The enzymatic reaction is stopped after 5 min per
addition of 100 pL 1M phosphoric acid per well. The
intensity of the yellow color obtained is measured at 450
nm using a spectrophotometer (StatFax-2100, Aware-
ness Technology Inc). The test is interpretable when the
optical density of the well without tea A. annua lies
between 0.4 and 1.5. The interpretation of the results is
based on the optical density which is proportional to the
quantity of pLDH. The results of the tests are expressed
in 50% inhibitory concentration (ICsg), which is the tea A.
annua concentration inhibiting 50% of the parasite
growth. The ICg, are calculated starting from the curve
dose/OD (optic density) by the software GraphPad
PRISM 4.

RESULTS

Forty fresh samples collected from the study participants
were tested and 37 P. falciparum isolates adapted to the
in vitro growth. The cut-off value for resistance to TAA is
0.5 pg/ml. The geometric mean |Cs; was 0.095 pg/ml.

The ICsq values were lower than 0.5 pg/ml for 36 samples
and only one exhibited an ICsp > 0.5 pg/ml. The ICs were
undetermined for 3 isolates for unknown reasons. The
3D7 and W2 laboratory adapted strains exhibited 1Cg; of
0.146 and 0.394 pg/mL, respectively (Figure 2). The in
vitro susceptibility of those isolates was also determined
for CQ. The cut-off value for CQ resistance was set at
100 nM (Le Bras et al_, 1990). The prevalence of isolates
which exhibited resistance to CQ is 18.9%. Linear regres-
sion shows gquite a weak association between TAA and
CQ (R-squared = 0.0034). The geometric mean TAA ICsp
in samples resistant and susceptible to CQ was 0.144
and 0.141 pg/ml, respectively (Table 2).

DISCUSSION

As the use of A. annua in Chinese population has been
documented for many centuries against different ailments
and malana-like symptoms, we found it relevant to
assess the in vifro antiplasmodial effect of TAA in P.
falciparum strains. The known reference laboratory
adapted strains 3D7 and W2 were tested in parallel as a
control. The tea showed a strong antiplasmodial effect
against the chloroquine sensitive 3D7 (0.14 pg/ml) and
chloroquine resistant W2 (0.39 pg/ml) strains. The latter
is considerably lower than the one obtained in Brazil,
where a chloroquine resistant strain showed an 1Cs of
6.1 pg/ml (De Mesquita et al., 2007). This difference is
likely due to many parameters as the origin of the leaves
of A. annua. The Brasilian leaves were grown locally and
the local environment in which the plants are cultivated is
of importance in the concentration of different chemical
groups that are present in the leaves. However, the mean
ICsp obtained in our study (0.095 pg/ml) is comparable to
values obtained in Tanzania by Malebo and colleagues
(Malebo et al., 2009) who showed a strong antiplasmo-
dial activity of the tea A. annua with ICsy less than 5
pg/ml. The Senegalese and Tanzanian TAA have a
strong antiplasmodial activity, though they are not as rich
in artemisinin as the one from Brazil. This suggests that
the antiplasmodial activity of the tea is caused by not only
the artemisinin, but the combined effect of other sub-
stances including coumarine, scopoletines, ployphenols,
flavonoids, camphors and microelements. This hypo-
thesis is supported by other studies from Europe, where
Artemisia absinthium and Arfemisia abrotanum have
demonstrated antiplasmodial properties, though they do
not contain artemisinin (Cubukcu et al_, 1990; Deans and
Kenedy, 2002). Additionally, Valécha showed anti-plas-
modial activity in plants of the genus Arfemisia, though
they also do not contain artemisinin (Valecha et al,
1994).

A. Afra extracts are effective against P. falciparum in
vitro, and this activity is attribuate to a complex mixture of
flavonoids and sesquiterpene lactones, rather than to a
single compound (Kraft et al, 2003). Furthermore, the
potential synergistic effects of artemisinin and flavonoids
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Table 2. Cormelation between parasite density and the IC5;. P represents the statiscal significance of the test (p-value)

whereas N represents the number of analyzed isolates.

Parasite density (parasites /juL)  ICsp (pgiml)
Correlation coefficient 1 0.004
Parasite density (parasites /juL) p - 0.981=>0.05
N 40 37
Correlation coefficient 0.004 1
ICsp (pg/ml) p 0.981>0.05 -
N 37 37

were described in 1987 (Elford et al., 1987). A. annua
produces at least 36 flavonoids (Liu et al., 1992). Five of
these have been shown selectively to potentiate the in
vitro activity of artemisinin against P. falciparum (Liu et
al., 1992). A study shows also that flavonoids present in
TAA have shown a variety of biological activities and may
synergize the effects of artemisinin against malara
(Ferreira et al_, 2010). Coumarin, in addition to its role in
the immune system and on schizonts, is also known as a
metal chelator, notably of iron, a chief element of malaria
and other infectious diseases (Yang et al, 1992) In
Baolivia, a sene of plants showed an ICs; of 9 pg/ml for
Amburana osarensis against P. falciparum isolates
essentially due to the coumarin (Bravo, 2003). Curcumin,
likewise, is an excellent iron chelator, in addition to its
numerous therapeutic properties (Means, 2009).

In conclusion, tea A. annua has shown strong in vitro
antiplasmodial activities in P. falciparum isolates collec-
ted in Pikine. Additional investigations including A. annua
of different origins are needed to determine which plants
have the best antimalarial effects. In addition, more
investigations should be carried out to assess the cyto-
toxicity levels when TAA is used daily by local popula-
tions to avoid adverse events and if necessary set a
reporting system of those adverse reactions.
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Résumé et discussion de la publication 2: DAPI - test for evaluation ex vivo susceptibility
on Plasmodium falciparum isolates collected in Thies, Senegal to Artemisia annua

Gueye Papa Elhadji Omar, Diéye Baba, Diallo Mouhamadou, Mbaye Aminata, Bei Amy
Kristine, Mboup Souleymane, Lutgen, Pierre, Wirth Dyann, Ndiaye Daouda

La situation du paludisme principalement en Afrique sub-saharienne peut étre résumée
par cette constatation décrite par I’Organisation Mondiale de la Santé, OMS (OMS, 2002).
En effet, elle considere le paludisme comme le second contributeur au Disability Adjusted
Life expectancy (DALY) en Afrique au sud du Sahara. Le paludisme constitue I’une des
maladies parasitaires les plus importantes dans le monde. Il menace 40% de la population
mondiale vivant dans quelques 90 pays. Les estimations font état de 219 millions d’épisodes
palustres dans le monde dont 80% dans la région Africaine, soit 175 millions de cas (OMS,
2012). Le nombre des déces d( au paludisme est estimé a 660 000 personnes dont 90% en
Afrique (OMS, 2012). Une grande majorité de ces déces surviennent chez les jeunes enfants
en Afrique notamment dans les zones rurales reculées trés mal desservies en service de santeé.
A I’échelle mondiale, 86% des victimes du paludisme sont des enfants de moins de cing ans
(OMS, 2011). Les études ont montrés que les enfants de moins de cing ans et les femmes
enceintes sont les groupes les plus vulnérables (Abdullah et al, 2007 ; Brooker et al, 2007 ;
Menendez et al, 2007). Les femmes enceintes infectées sont souvent asymptomatiques mais
la parasitémie peut causer des anémies maternelles et un poids de I’enfant faible a la naissance
(Dellicour et al, 2007). Annuellement, 23 millions de grossesses sont menacées par la
maladie et pres de 200.000 nouveau-nés souffrent des conséquences de cette parasitose sur la
grossesse. Les autres groupes a haut risque sont les voyageurs non immunisés, les réfugiés, les
personnes déplacées et les ouvriers agricoles arrivant dans des zones d’endémie. Dans les
pays d’endémie africains, le paludisme est a I'origine de 25 a 35% des consultations
ambulatoires, de 20 a 45% des hospitalisations et de 15 a 35% des déces a I’hdpital, faisant
ainsi peser une lourde charge sur les systemes de santé.

Au Sénegal, le paludisme est endémique. Il représente 35% des motifs de consultation
et constitue la premiere cause de morbidité et de mortalité (Ministere de la Santé Publique,
2001). Le taux de mortalité des enfants de moins de cing ans est estimé a 121%. (Malaria
Operational Plan, 2007), et le pourcentage des déces d’enfants attribués au paludisme est de
28%. En 2004, la mortalité due au paludisme chez les femmes enceintes était estimée a pres

110



de 13% (Ministére de la Santé Publique, 2001). Le taux de morbidité proportionnelle est
passé de 35,72% des cas cliniques en 2001 a 3,07% des cas confirmés en 2009 (PNLP,
2010). Dans la méme période, la mortalité proportionnelle est passée de 29,72% a 4,41%
(PNLP, 2010). Malgreé cette réduction, le paludisme demeure toujours un probleme de santé
publique au Sénégal.

Le paludisme freine le développement socio-économique (Sachs et al, 2002) en
causant une baisse de la productivité des populations, des décés prématurés, des pertes
financiéres liées aux codts des traitements médicaux. Il entrave aussi la scolarité des enfants
en augmentant le taux d’absentéisme scolaire. Il est considéré comme une maladie de la
pauvreté mais aussi une cause de pauvreté. En effet, il existe une corrélation saisissante entre
paludisme et pauvreté si I’on considére le niveau du revenu par téte d’habitant a travers le
monde. Au Sénégal, on estime que pres de 18% de perte du pouvoir d’achat est causé par le
paludisme (Sachs et al, 2002).

La morbidité et la mortalité palustres persistantes sont dues a I’adaptation des parasites
aux conditions de I’environnement, I’apparition de formes parasitaires multi résistantes et de
moustiques résistants aux insecticides.

Parmi les mesures qui ont été mises en place pour éliminer ce parasite, on peut citer les
stratégies anti vectorielles et les traitements qui consistent en I’utilisation de médicaments
antipaludiques. Les traitements antipaludiques consistaient tout au début en I’utilisation de
poudres de plantes médicinales. Ce mode de traitement persiste toujours a coté des
molécules antipaludiques qui sont recommandées par I’'OMS et le comité scientifique
mondial.

Depuis quelques années, les plantes médicinales sont de plus en plus présentes dans la
coopération en matiére de politique de développement. Leur utilisation et leur préservation
sont un theme transsectoriel englobant, outre les soins de santé, la protection de la nature et la
biodiversité, ainsi que la promotion économique, le commerce et divers aspects juridiques (la
propriété intellectuelle, par exemple). A I’heure actuelle, la majeure partie de la population
mondiale dépend encore de la médecine traditionnelle et donc de I’utilisation de plantes et
d’extraits végétaux. C’est tout particulierement le cas des populations pauvres dans les pays
en développement : en effet, les remeédes naturels sont non seulement meilleur marché que les
médicaments modernes, mais ils sont souvent les seuls disponibles dans les régions reculées

(selon 'OMS, 80 % de la population mondiale sont dépendants des plantes médicinales).
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Importantes au plan médical et culturel, les plantes médicinales sont aussi un facteur
économique majeur pour les pays en developpement. La collecte de simples sauvages est
souvent la seule source de revenu pour une certaine catégorie de population défavorisée au
plan social et économique, comme les petits agriculteurs et les bergers sans terre. Plus de
1200 especes végétales sont utilisées partout dans le monde pour traiter la malaria et plus de
75% des patients dans le monde ont choisi la médecine traditionnelle pour lutter contre le
paludisme (Willcox et al, 2004). L’A. annua, employée avec succes depuis plus 2000 ans
en Chine dans le traitement des fiévres en général et du paludisme en particulier, s’est
révélée étre une plante médicinale efficace. En plus de I’artémisinine, I’A. annua contient un
grand nombre de substances

Ainsi notre travail évaluera la chimiosensibilité ex vivo des souches de P. falciparum
par rapport a la tisane d’A. annua. Nous utiliserons le 4, 6-Diamine- 2-phenylindol
dihydrochloride ou DAPI (confert méthodologie DAPI), pour procéder aux tests ex vivo qui
consistent a identifier les différentes concentrations minimales inhibitrices ou la moitié des
parasites est éliminée 1Cso (Baniecki et al. 2007).

Les données ont été saisies sur Excel et les analyses statistiques ont été faites par le
biais du logiciel STATA version 9 (College Station, TX, USA). Le résultat était considéré
comme statistiquement significatif quand la valeur du test de probabilité P était inférieure a
0,05 (= 5%).

La population d’étude est composée de 45 patients dont 33 sont de sexe masculin et
12 de sexe féminin. Les ages varient entre 7 et 49 ans avec cependant une moyenne d’age de
18,7 ans. La température et la parasitémie moyennes sont respectivement 38,7°C et 2,15%.

Les résultats obtenus ont montré une moyenne de Clso égale a 1,034 pg/ml. Cependant
d’aprés Sauvin (2002) 41 échantillons (91,11%) ont des Clsq inférieures a 5 pg/ml, un seul
(2,22%) a une Clsg supérieure a 5 ug/ml et trois (3) échantillons seulement ont donné des
résultats ininterprétables correspondant a un pourcentage de 6,67% pour la tisane. Si on se
refére & Malebo et al, 2009, 15 échantillons (33,33%) ont des Clsp [1 0,5 pg/ml, 25
échantillons (55,55%) ont des Clso comprises entre 0,5 ug/ml et 5 pg/ml et un seul (2,22%) a
une Clso 1 5 pg/ml.  Quelque soit I'auteur (Sauvin et Malebo), les résultats obtenus ont
montré une bonne activité antipaludique de notre tisane d’A. annua. Concernant les souches
de références que sont 3D7 et W,, des Clsg de 1,040ug/ml et 1,394pug/ml respectivement ont

été observées, montrant ainsi la sensibilité de notre tisane,
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La chimiorésistance fournit de nouveaux moyens pour décrire et caractériser le
paludisme sur un site donné. Dans I’étude présentée ici, nous avons analysé la
chimiosensibilité ex vivo des souches de P. falciparum par rapport a la tisane d’A. annua par
la technique du DAPI-test. Cette technique peut étre utilisée sur le terrain et constitue une
alternative par rapport aux autres méthodes d’étude de la résistance qui utilisent soit la
radioactivité ou des anticorps qui sont d’obtention difficile. Elle peut étre d’une grande
importance surtout dans les pays pauvres caractérisés par une limitation des ressources
humaines et financiéres. En effet elle offre la possibilité de déterminer en une fois sur une

méme plaque les concentrations inhibitrices de différents médicaments.

Nous avons testé la chimiosensibilité ex vivo des souches de P. falciparum par rapport a
la tisane d’A. annua en provenance de Luxembourg. Cette tisane est constituée de 0,2%
d’artémisinine. La méthode d’extraction utilisée est celle décrite par Rath et al, 2004 selon
laquelle 70% de cette teneur en artémisinine seraient extraits aprés infusion.

Notre but était de voir si la tisane d’A.annua était efficace contre ces souches
plasmodiales. Pour valider I’étude, nous avons effectué des tests sur les souches de références
que sont 3D7 (chloroquinosensibles) et W2 (chloroquinorésistantes). Une forte activité
antipaludique de la tisane, sur ces souches chlorogquinosensibles et chloroquinorésistantes, a éte
observée avec des valeurs de 1,040 ug/ml et 1,394 ug/ml respectivement. . Ces valeurs sont de
loin inférieures a celles obtenues au Brésil ou des Clsy de 6,1ug/ml ont été observées sur des
souches chloroquinorésistantes (De Mesquita et al., 2007) et en Afrique du Sud avec des Cls
de 2,6 pg/ml et 3,1 pg/ml (Pillay et al, 2007). Cependant ces valeurs sont supérieures a celles
obtenues au Sénégal ou des Clso de 0,146 pg/ml et 0,394 ug/ml ont été observées (Gueye et al,
2013) et en Afrique du Sud avec des Clsp de 0,26 ng/ml (Liu et al, 2010).

Une recherche bibliographique en valeurs de référence pour notre Clso tel qu’exprimé a
1,034 pg/ml, nous montre une valeur fort acceptable. Des études menées en Tanzanie ont
montré que les fortes activités antiplasmodiales de la tisane d’A. annua et autres plantes
médicinales étaient observées pour des Clsy inférieures a Sug/ml (Malebo et al, 2009).
Ramazani en 2010 avaient montré des activités antipaludiques signifiantes avec des Clsp < 50
nug/ml (Ramazani et al, 2010). Ceci permet de dire que notre tisane aurait une forte activité
antiplasmodiale. Une étude faite au Comores sur 17 plantes montre une trés bonne activité
antipaludique in vitro avec des Clsp = 2 pg/ml (Kaou et al, 2008). Par contre une étude qui a
été faite par Wright a fourni des Clso de 0,21 ng/ml (Wright et al, 2010), de loin plus petite
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que nos valeurs. Au Sénégal, Gueye avait montré de trés fortes activités antipaludiques de la
tisane d’A. annua avec des Clsp = 0,095ug/ml (Gueye et al, 2013). Comparée a la majeur partie
des études, notre tisane aurait une forte activité antipaludique méme si le taux en artémisinine
est faible comparée a d’autres tisane comme par exemple celle du Brésil. . Ceci laisserait penser
que cette forte activité antipaludique de la tisane luxembourgeoise serait due, non seulement a
I’artémisinine seule, mais a I’effet combiné d’autres substances qui s’y trouvent (coumarine,
scopolétines, ployphénols, flavonoides, camphres, microelements, etc.). D’autres espéces
d’artémisia contiennent en concentrations supérieures des coumarines de différentes formules,
telles que la scopolétines ou la daphnetine. Les coumarines, a c6té de leur rdle spécifique sur le
systeme immunitaire et sur le plasmodium et les schizontes (Yang et al, 1992), sont également
connues comme chélateurs de métaux, et notamment du fer, or le fer est un élément clef du
paludisme et dans beaucoup d’autres maladies infectieuses. La curcumine, de méme, a cOté de
ses nombreuses propriétés thérapeutiques est un excellent chélateur du fer. (Means, 2009).

Le rapport annuel de ’OMS de septembre 2008, dixite que seulement 3% des africains
affligés de la malaria ont pu avoir recours aux ACT. lls restent donc un médicament
uniquement accessible a des couches privilégiées. Ainsi de nouveaux moyens de lutte plus
accessibles et moins codteux seraient un grand apport pour I’ Afrique en général et le Sénégal
en particulier. Cette étude serait une approche nouvelle des résultats probants. Les résultats
obtenus pourront répondre aux besoins de la population sénégalaise dans la lutte contre la
malaria. A I’aide de ces médicaments & base de tisane d’artémisia, un Etat africain peut ainsi
constituer un frein contre la recrudescence de la maladie menagante qu’est la malaria ; et ce,
sans devoir faire face a I’augmentation réguliére du cot des médicaments et sans avoir a

solliciter I’aide réguliére des bailleurs de fonds nationaux et internationaux.

Sur le plan économique, le Sénégal fait partie des pays les moins avancés avec prés de
57,1% de la population générale vivant avec moins de 2 dollars US par jour (Ministere
sénégalais de I’économie et des finances, 2003). L’intérét économique de cette étude va
consister a apporter des éléments de réponses dans la lutte contre la malaria dans les
différentes localités du pays. Ceci du fait que la tisane d’A. annua pourrait étre un produit
accessible a toutes les catégories sociales par son co(t peu élevé.

En perspectives, du fait que le paludisme constitue un probleme de santé publique en
Afrique subsaharienne, I’élargissement de ce projet pilote pourrait étre une aubaine pour
I’Afrique de lutter contre ce fléau désastreux. Des études ont montré que I’artémisinine
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présente dans la tisane d’artémisia possede la vertu additionnelle pour renforcer le systéeme
immunitaire (Willcox et al., 2004). Donc des études multidisciplinaires sur d’autres infections
comme le VIH/SIDA et des maladies parasitaires s’averent importantes pour lutter contre ces

fléaux qui menacent le monde.

Ce travail est soumis dans le journal Parasitology Research
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INTRODUCTION

The World Health Organization considers malana to be the second most important contributer to lost Disability-
Adjusted Life Years (DALY) in Sub-Saharan Africa. There were an estimated 216 million malaria cases among the
3.3 billion people at nsk in 2010, causing nearly 6% of deaths, mostly of children under 5 years (WHO 2011).
Many of them have died for reasons such as being out of reach of health centers or because of the cost of malania
treatment. This situation renders urgent the need to find ways to mitigate this problem.

To accelerate the progress in malana control, the 2005 World Health Assembly set targets of = 80%:
coverage for four key interventions: insecticide-dipped mosquite nets for pecple at risk; appropriate anti-malarial
dmgs for patients with probable or confirmed malaria; indoor residual spraying of msecticide for households at nisk;
and intermittent preventive treatment during pregnancy (Malaria World Report 2008).

In Senegal where malania is endemic throughout the country, transmission occurs seasonally from June to
November. Nearly 23% of all the deaths ameong less than 3-year old children are caused by the disease. In 2003, the
Senegalese National Malaria Contrel Program adopted a combination of artesunate and amodiagquine as first-line
treatment of Plasmodium falciparum malana. In 2007, nearly 1 million courses of artemisinin-based combination
therapies (ACT) were delivered, which represented 30% access to effective treatment (Malaria World Report 2008).
Obvieusly, many people who need to be treated with this combination of antimalarials do not have access to it. This
situation is mainly accounted for by poverty. It is estimated that the loss of 18% of the purchasing power in Sensgal
15 caused by the disease. Therefore. it is necessary to define new strategies to alleviate the burden represented by the
mfection; 1t 15 also urgent to develop new means to make it possible for all Senegalese citizens to afford to pay for
the available freatmeent.

Ome way to reach this goal 15 through the use of herbal tea of Arfemisia annna. Artemisia annua as herbal
tea has been used by the Chinese for nullennia_ Its effectiveness against malaria has also been described. and this tea
could be 2 possible treatment for people exposed to the infection. Since its declaration of Alma ATA of 1978, the
World Health Organization (WHO 1978) has encouraged the use of medicinal plants by poor countries. This policy
was materialized by:

- the Ottawa Charter for Health Promotion (WHO/HPR/HEP/95.1)

- guidelines for the appropriate uses of herbal medicine, 1998 ISBN 9200611243

- WHO guidelines on Good Agricultural and Collection Practices (GACF) for medicinal plants, 2003
hitp:/‘whqlibdoc who int/publications/2003/9241546271 pdf)

- monograph of good practices for Artemisia annua m Agnculture WHO (GACP)

- WHO gmudelines on safety momtoring of herbal medicine.

Moreover, as was shown m the studies conducted mn the form of herbal tea. 4. anmua 15 very efficient

against malaria. In fact. it acts 10 to 100 times more quickly than all the other dmgs developed so far and intended
for the treatment of malania (Willcox et al. 2004).
Neither toxic effects nor habituation have been detected yet. Studies conducted in Efhiopia and Tanzania on infected
patients has shown a treatment success rate between 20 and 100% (Ettling et al. 2006). In the same way, Mueller ot
al. showed that 7 days after the start of the treatment with the herbal tea of 4. anmua, 77% of the study patients did
not have fever any longer. Fatigue had disappeared in 83% of the cases, and 92% of the patients no longer had
muscle pains and nausea (Mueller et al. 2004).

In addition to its low cost (= $0.30 US}) compared to currently used ACT treatments (30 € for Coartem in
Europe). the use of herbal tea could confibute to a greater accessibility for the populations especially m poor
countries. Many Senegalese people suffering from malana cannot afford ACTs. So, a more accessible and less

118



(Y= LR B VI ) BT E R R

1

[
=

M

==
U1 s L

[
[a)

3

W [

[0 o T o T o I o T o T R I o
[ LY B TR B R |

31

&l

expensive means of malaria treatment would be a significant development for both Senegalese populations and
people suffering from malaria in other parts of the world. So far, no study aimed at testing the effectiveness of the
herbal tea of 4. annua by DAPI-test has been camed out in Senegal Recently, the plant was mtroduced in Senegal
and The Gambia and is grown in some areas where people have started to use it as herbal tea for malana-hike
Symptoms.

In our study, we have decided to use 4.6-Diamine-2-phenylindol dihvdrochloride (DAPI). a fluorescent
DNA stain. to carmy out ex vivo susceptibility assays of the drtemisia annua herbal tea. The DAPT assay will make it
possible to determine the 50% inhibitory concentration {ICs) of the herbal tea. ICs values are a commonly used
measure of dmyg efficacy. in this case, for the herbal tea, indicating the point at which half the parasite growth i3
mhibited by the treatment.

AATERTAT 5 AND METHODS
Study site and population

The study samples were collected from malana-infected patients attending a climie for outpatients located in Thaes
(Figure 1) where malana transmussion 15 highly seasonal with an entomelogic inoculation rate. Patients with
penpheral blood smears positive for P. falciparum, with non-complicated malaria aged at least 5 years, were mvited
to participate in the study as reported earlier (Thomas et al. 2002; Sarr et al. 2005). Those who had complicated
malana, or were pregnant of had a recent history of antimalanal treatment were excluded.

Thigs ares is located in the west of Senegal. 70 km from Dakar. About 13% of the national population live
in the region. The average temperature is 28.2°C with 2 maximum of 33.3°C in May and a minimum of 24.1°C in
January. The rainy season starts in June and ends in October. The annual average rainfall is 600mm.
bfalaria 15 hyper endemic in this region with a recrudescence dunng the rammy season. Newropaludism is especially
diagnosed among the youth. The prevalence of malana 15 26% with a morbidity of 39.9%% and a mortabity of 2.5%.
The transmission of malaria 15 caused by Anopheles arabiensis. The Entomelogic inoculation rate 1s lower than 5
and the development of larvae 1s due to the presence of stagnant water, wells and puddles.

Artemista annua dried leaves

Leaves of 4. annua were graciously provided by Dr Piemre Lutgen and his colleagues from Iwerliewen Fir Bedreate
Volleker (IFBV), Luxembourg. They were dried in the shade m Luxembourg before being sent to Diakar mn paper
bags weighing 20g. They were then kept at room temperature unfil they were testad.

Extraction methods

We have used the method described by Rath (Rath ot al. 2004) wlach yields 70 to 76% of artenisimn. In a nutshell,
10g of dried leaves of 4. annua were weighed and put in a glass container. Then 1 L of warm water was added and
the mixture was stirred for 10min and covered by a lid which is not of iron because the latter reacts easily with
artenisinin and may reduce the output of the extraction. The solution was then filtered to collect the tea 4. annua.

Inclusion and exclusion criteria

The study populabion was composed of patients with uncomplicated P. faleiparum malaria who agreed to participate
in the study. They have been selected from a clinic for outpatients located in Thiés.
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Patients would be excluded if other malania species were present in their blood, in the case of severe
malana or if they have used another antimalanal durnng the previous two weeks. Pregmant women would be

i excluded, too.
3
4 Socio-demographic characteristics of the study population
5
€ Overall, 43 patients were recruited. 33 of whom were males. The average age and parasite density were respectively
8 18.77 years (7 to 49) and 2.15%.
9
i']-"- Diagnosis and Consent procedure
lg Thack and thin blood smears will be collected from the climic patients showing symptoms which are consistent with
14 malaria. These smears will be stained with Giemsa and read by a well-trained microscopist and with Rapid
i? Diagnostic Test (RDT). Positive patients for P. falciparum malana were mvited to participate in the study as
o
7 previously reported (Thomas et al. 2002; Sarr et al. 2005).
1% Blood collection
20
21 After consent is obtained, a blood sample of 3 milliliters will be drawn in Ethrylen Diamine Tetracetic Acid (EDTA)
f; Vacutainer tubes. The sample will be stored at 4°C and sent to the Molecular Biology laboratory at Le Dantec
z4 Hospatal in Dakar to perform the DAPT Assay.
23
2 The DAPL Assay
Z; The DAPI Assay uses the molecule 47, §-Diamidimo-2-Phenylmdole (DAPT), which 15 a fluorescent dye belonging
30 to the Indol group (Figure 2). It is used to quantify the DNA in parasitized red blood cells.
3l
3z
33 DAPI -Assay principle
id
35 The DAP] molecules bind to the parasite DNA. In UV light. the DAPT emits blue fluorescence which can be
gf quantified and correlated to the quantty of parasite DNA present (Figure 3). This measure of parasite growth can
38 further be used to assess the in vitro sensitivity of P. faleiparum isolates to different antimalanials.
39
40
i Protocol
ig 96-well plates are prepared and the wells contain variable concentrations of 4. annua, 48pmoll to 0,187umol/l. The
44 different concentrations are obtained after senal dilution. Each well contains EPMI {culture medium) ennched with
ig serum. 180 pl of parasitized red blood cells are added to specific wells using a nmltichanne] pipette. The plates are
47 then incubated for 30 seconds at room temperature n culture bubbles, flushed with the 1deal gas muixture for parasite
4: culture (IN; 94%, 3% CO,. and 19 O). After the gas is flushed. the bubbles are placed in an ineubator at 37°C for
50 48 hours,
51
52 After 2 days, the plates are removed from the mcubator and left to thaw out at room temperature. The plates
33 are spun for 4000 laps/min for 30 mimutes, then the supematant are removed. Then, in the dark, 100 pl of DAPT is
54
55 added to the wells. The plates are covered with alummmum foil to protect the hght-sensitive DAPT and are left to
56 incubate for 30 minutes at room temperature. The plates are then spun for 30 mimstes at a rate of 4,000 rpm. The
57
53 DAPT solution is them aspirated and 200 pl of PBS 15 added to each well. The plates are ready to be read in a
o3 Fluoreskan Ascent Plate Reader (Baniecki et al. 2007). The interpretation of the results is done by a GraphPrsm
a0
e update. Finally ICs, values are obtained.
62
63 3
gd
635
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Statistical analysis

Stafistical analyses were performed using STATA 9 software (Stata Corporation, College Station, TX, USA). The
mean ICsqs was compared by t tests. Statistical associations were caleulated using the Fisher's exact test and
statistical significance was set on an alpha level of 0.03.

RESULTS
Samples

On the whole, 45 samples of P. falciparuum from 7 to 49 vear-old patients have been selected for the evaluation of
ex vive chimiosensitivity through the DAPT-Assay method.

Differenciation of patients according to age and gender criteria

Our sample population 15 composed of 45 patients, 35 of whom are male and constitute 77.77% and 10 of whom are
female, namely, 33.33%. The age range is 7 to 4%, which leads to an average of 18.77 ages. Details are as follows:

- The 39 remaiming patients (86.67%) are 10 to 49 years old, 30 of whom are male (66.67%) and 9 female
{20%%). 10 to 49-year old patients are more representative m our study population sample (Table 1).

Differenciation of patients according parasitemia and age criteria

The parasitemia density is estimated in rate at values ranging from 0.1% to 4.91%. The average parasitemia is
2.15%. Details are as follows:

- 14 samples (31.11%) showed that parasitemia ranged from 0.1% to 0.4%, 2 (4.44%) from 0 to 9-year old
patients and 12 (26.67%) from 10 to 4%-year old patients.

- 8 samples (17.78%) have parasitenma ranging from 0.5 to 0.9%, 2 (4.44%) from 0 to 9-year old patients
and 6 (13.34%:) from 10 to 49-year old patients.

- 23 samples (51.11%:) have parasitemia ranging from 1 fo 4.96%. 2 (4 44%) come from 0 to 9-year old
patients and 21 (46.67%) come from 10 to 4%-year old patients (Table 2).

Differenciation of patients according parasitemia and gender criteria

Gender details are as follows:

- 14 samples (31.1%4), 13 males (28 87%) and 1 female (2.23%) have parasitemia ranging from 0.1 to 0.4%;

- 8 samples (17.79%) of our study pepulation with 7 males (15.56%) and 1 female (2.23%) have
parasitemia ranging from 0.5 to 0.9%;

- 23 samples (31.11%), 15 males (33,33%) and 8 (17.78%) females have parasiterma ranging from 1 to
4 96% (Table 3).

Global distribution of the IC

Overall, 45 fresh samples collected from the study participants were tested and 42 F. falciparum isolates adapted to
the ex vive growth. The ICs;, were undetermined for 3 isclates for umknown reasons. The 3D7 and W2 laboratory
adapted strains which respectively extubited ICy of 1.040 and 1.394 pg/ml. The geometnic average ICs5; was 1.034
pg/ml Be 1t Sauvin or Malebo, our tea 4. anmua has proved to be efficient for the P. falciparum collected m Thies,
Senegal.
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Distribution of the ICs; according Sauvin 2002

Among the 43 P. falciparum 1sclates tested to tea 4. annua:

- A very good antiplasmodial activity of Tea 4. annua in 41 samples (91.11%) is noticed. corresponding to
ICs; < 5 pg/ml.

- A good antiplasmodial activity of the Tea is noticed in only one sample (2. 22%) commesponding fo 5
pgml = ICs< 10 pg/ml.

- However, no weak activity of the Tea A. anmua on falcipanm sample is detected (Table 4).

Distribution of the ICs according Malebo et al. 2009

According to Malebo et al. 2009, the samples tested to Tea 4. anmua showed:

- A very strong antiplasmodial activity of Tea 4. annua on 15 falciparum isolates (33.33%) comresponding
to ICsp < 0.5 pg/ml.

- A moderate antiplasmodial activity of the tea was noticed on 23 1selates (35.33%) with IC 5 ranging from
0.5 pg/ml to 5 pg/ml

- A light activity of the Tea was detected but only in one sample (2.22%;).

- However, the tea was efficient in all falciparum samples (Table 5).

DrscussioN

Chimicresistance provides new means to describe and characterize malaria in a given area. In this study, we have
analyzed the ex vive chimiosensitivity of P. falciparum 1sclates in relation to Tea 4. annua according to the DAPI-
assay. The DAPT Assay constitates an important alternative to previous methods. The [*H] hypoxanthine assay, for
example, uses radioactive materials that cammot be disposed of in most laboratory settings. Other assays, such as
antibody assays, are more complicated than DAPL with more reagents and chances for contammation. The DAPT
assay can be used in the field and is useful for high-throughput screeming of many drugs on the same 96-well plate.
This methed could be of great importance, especially in poor countries characterized by a linutation of human and
financial resources.

We have tested the ex vive chimiosensitvity of P. falciparum sample according to Tea 4. amvua that we
obtained from Lixemburg. This Tea consists of 0.2 pg/ml of artermisinin. The extract method that we have used in
this work 15 that of Rath (Rath et al. 20:04) according to which 70%% of artenuisinin has to be extracted after infusion.

Our aim was to see if the Tea A. anmua would be efficient on P. falciparum samples. To validate this stady,
we have done tests on the referential samples 3D7 (Chloroquine-sensible) and the W2 (Chloroquino-resistant).
Strong antimalarial effectiveness of the Tea 4. annua has been observed on the 3D7 and W2, respectively with
1.040 pg/ml and 1.394 ug/ml values. This value is far inferior to those obtained m Brazl where IC50, 6.1ug/ml
have been observed in chloroquino-resistant samples (De Mesquita et al, 2007) and in South Afnica with ICs, of 2.6
pg/ml. Indeed, that 15 why we state that the results in Senegal are far inferior where IC s of 0.146 pg/ml and 0.394
pg/ml have been found (Gueye et al. 2013). Lin et al, have come up with ICs of 0.26 pg/ml (Liu et al. 2010), a
lower result than our study. This difference 1s probably due to many parameters such as the onigin of the leaves of 4.
U,

If we compare the referential values of our ICs; (1.034 pg/ml) to the ones obtained in our literature review,
we find a rather acceptable value. Some studies conducted m Tanzamia have shown that strong antimalanal activities
of Tea 4. annua and other medicinal plants were obtained for ICs; = to 3 pg/ml (Malebo et al. 2009). In 2010,

Ramazam showed significant anhmalanal activities with IC5, = 50 pg/m] (Ramazam et al. 2010). These results lead
5

122



[ B E LT B =

=1 &

[T R

1

[
S o |

[
IR

==
=1

-

Fil

20

3
L0 =

[ [
s L

LT e TS B (R A 5]

LI S B L ]

[ LR R R P I T T P L S L T o o O o I O
(RTINS I ) BT

fi=y
[ iR -]

b=
J =

[N S =
(AL AEN VN

i

[ =N
=

[ =
5]

]

Ie

50

o
[

a

oo oo on
[EETRE I VR R CR L 8

i
Ly

o
R

[T s U
[ [ EN VR 8]

us to state that cur Tea has a strong anfimalarial activity. A study conducted in Comores on 17 plants has shown a
good in vitro antimalarial activity with IC5, =2 pg/ml (Kaou et al, 2008).

However, Wrnght's IC+ (0.21 ng/ml) has proved to be far smaller than our values. As regards the studies
conducted in Senegal, they have shown a very strong antimalarial activity of Tea 4. annua with ICs,= 0095 pg/ml
{Gueye et al. 2013). Compared to the major parts of the studies conducted in this field, owr Tea A anmua has a
strong antimalanal activity even though the artenmsinin rate is low (if compared to that of Brazil). This leads to the
conclusion that this strong anfimalanial activity of the Luxemburzian Tea is not only due to the artemisimn but also
to the combined effect of other substances such as coumann, scopoletin, polyphenols, flavencids, camphor, ete. This
hypothesis is supported by other studies from Europe, where 4. absinihium and 4. abrotanum have demonstrated
antiplasmodial properties. although they do not contain artemisimin (Cubukcu et al. 1990; Deans and Kennedy
2002). Addittonally, L showed an anti-plasmodial activity in plants of the drfemisia family, although they do not
contain artemisimin elther (Lui et al. 2010). 4. Affa extracts are effective against P. falciparum in vitre, and this
activity is attributed to a complex muxture of flavonoids and sesquiterpene lactones, rather than to a single
compound (Kraft et al. 2003). Furthermore, the potential synergistic effects of artenmsimin and flavonoids were
described in 1987 (Elford et al. 1987). 4. amnua produces at least 36 flavoneids. Five of these have been shown
selectively to highlight the in vitre activity of artermsimn against P. faleiparum (Lin et al. 1992). According to a
study, flavonoids present in Tea 4. annua, have shown a vanety of biological activities and may synergize the
effects of artemisinin against malana (Fermeira et al. 2000}, Coumarin, in addition to its rele in the Immume system
and in schizonts, is also known as a metal chelator, notably of iron, a chief element of malaria and other infections
diseases (Yang et al. 1992). In Bolivia, a series of plants showed an IC s of 9 pg/ml for Amburana osarensis against
P. falciparum isolates essentially due to the coumarin (Mueller et al. 2000). Likewise, Curcumin is an excellent iron
chelator, in addition to having mmmerous therapeutic properties (Makler et al. 1993; Willcox et al. 2011).

According to the WHO annual report in September 2008, only 3% of the African population who suffered
from malaria had access to ACT. This 1s obviously a medicine reserve for prvileged people. So, new more
accessible and less costly medicine would be a great relief for Africans in general and Senegalese people in
particular. This study would be original and mnovating in the sense that it would help Senegalese people to fight
against malana at a lower price. Therefore, in general. low-income countries have an effective treatment against
malaria.

In the economic field Senegal 1s ranked among the less developed countmes with nearly 37.1% lving
under $ 2 US per day (Ministére de I'Economie et des Finances, 2003). The economic benefit of this Tea would be
worthwhile in remote areas of Senegal insofar as it will then make it possible to treat malaria without spending
much money. In this context, Ariemisia a. Tea has a real advantage compared to other products.

As future prospects, since malaria is a public health concern, extending the pilot project would possibly be
a good solution in the fight aganst malana in Sub-Saharan Afrca.

Other studies have shown that artemisinim contamned m the Tea 4. amnua has an addibonal virtue: 1t strengthens the
mmumity system (Willcox et al 2004). As a result, multidisciplinary studies on HIV/AIDS and illnesses due to
parasites would be of paramount importance to fight against these flaws which constitute a real threat to the world.
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Table
Click here to download Table: Table 1.docx

AGE GENDER TOTAL
{(vears) MATE FEMAIFE
Number % Number %o Number %%
0=A< 10 ] 11.11 1 222 4] 13.33
10=A=49 30 66.67 9 20 39 86.67
TOTAL 35 7778 10 2222 45 100
Table 1: Differenciation of patients according to age and gender criteria
Table
Click here o download Table: Table 2.docx
AGE (vears)
PARASITENTA TOTAL
0=A< 10 10=A<49
(%o)
Number 0% Number %% Number %%
0.1=P< 0.5 2 444 12 26.67 14 31.11
0,5=P<1 2 444 6 1334 g 17.78
1=P=496 2 444 21 46.67 23 51.11
TOTAL 6 1332 39 86.68 45 100

Table 2: Differenciation of patients according parasiterma and age criteria
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Table
Click here o download Table: Table 3.docx

GENDER
PARASITEMTA TOTAL
MALE FEMAALE
(%o)

Number 0% Number %% Number o

0.1=P< 05 13 28.87 1 223 14 31.1
05=P< 1 7 15,56 1 223 8 17.79
1=P=496 15 33.33 8 17.78 23 5111
TOTAL 35 77.76 10 2224 45 100

Table 3: Differenciation of patients according parasitenia and gender critenia

Table
Click here to downioad Table: Table 4 docx

ICs Number of samples | Percentage (%) | Antimalarial activity
IC: < Spg/ml 4 91.11 Very good
Spg/ml = ICs < 10pg/ml 1 222 Good
ICsy = 10pg/ml 0 0 Weak
ND 3 6.67
Total 45 100

Table 4: Dhstnbution of the ICs according Sauvin, 2002

127



Table
Click here to download Table: Table 5.docx

ICs, Number of samples | Percentages (%) | Anftimalarial activity
ICs0 < 0.5pg/ml 15 3333 Very strong activity
0.5ngml <ICsy < Spg'ml 25 5555 Moderate activity
Spgml = ICs; < 10pg/ml 1 232 Lightly activity
ICs = 10pg/ml 0 0 Inactivity
ND 3 8.90
Total 45 100

Table 5: Dastnibution of the ICs; according Malebo and al. 2009

Figure
Click here to download Figure: Figure 1.docx
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Figure
Click here to download Figure: Figure 2. docx
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Résumeé et discussion de la publication 3: Characterization of element and mineral
content in Artemisia annua and Camellia sinensis leaves by handheld X-ray fluorescence

Traore Alassane, Diallo Mouhamadou, Gueye Papa El Hadji Omar, Wague Ahmadou,
Lutgen Pierre, Sarr Ousmane, Mboup Souleymane

Les tisanes et les infusions sont traditionnellement utilisées par plusieurs peuples
d’Afrique de I’Ouest dans le traitement du paludisme et d’autres infections. L’A. annua est
originaire de la Chine, ou elle est appelée ginghao (herbe verte) et y est utilisée plus de 2000
ans dans le traitement des symptomes associés avec la fievre et le paludisme. En 1969, les
chinois inscrivent leurs plantes médicinales dans la recherche. Une extraction & base d’éther
diéthylique s’est avérée étre efficace contre Plasmodium sp, et en 1972, le principe actif,
I’artémisinine, a été isolé puis identifié par les chinois. L’artémisinine est promu comme étant
un puissant antimalarique avec une faible toxicité.

Il ya au moins 6 variétés de thé, C. sinensis, (blanc, jaune, vert, oolong, noir et puerh).
Mais les trois les plus populaires (vert, oolong et noir) se distinguent par leur degré de
basicité de fermentation (Powell et al, 1998), mais seulement le thé vert a été pris en compte
dans ce papier. Les feuilles de thé vert sont obtenues suite aprés séchage tandis que le thé
noir est obtenu apres un processus de fermentation. Pour s’assurer de I’effet bénéfique pour
la santé humaine de I’A. annua et les différentes variétés de thé, il est important de connaitre
et d’évaluer les concentrations en éléments essentiels et non essentiels. Les éléments
minéraux, fortement représentés dans les tisanes, jouent des rdles importants dans la
physiologie humaine. Certaines substances sont indispensables alors que d’autres peuvent étre
accessoires. Par contre certaines substances minérales peuvent étre toxiques. C’est le cas du
plomb (Pb), le chrome (Cr), I’arsenic (As), le cadmium (Cd) ou Aluminium (Al). L’arsemic
est fortement associé au cancer de la peau et peut causer d’autres cancers internes. La
contribution de la tisane dans I’absorption minérale n’est pas certaine de méme que la
biodisponibilité de quelques éléments de la tisane n’est pas aussi connue (Brisibe, 2006 ;
Ferreira et al, 2006, Hayat et al, 2009).

A. annua est une plante ubiquiste, annuelle et cultivée presque dans presque toutes les
latitudes et peut atteindre 2 a 3 m de haut. C’est une plante qui contient beaucoup de
composés bioactifs. Cependant le plus important est I’artémisinine. C’est un sesquiterpéne
lactone avec un pont peroxyde et est actuellement le composé le plus puissant et le plus
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efficace contre les tropohozoites de P. falciparum (Rajurkar et Damame, 1998 ; Shen et
Chen, 2008). Les infusions de thé vert (C. sinensis) sont valorisées par leur gout et leurs
propriétés medicinales. Selon le Département de Statistique du Sénégal, I’importation
annuelle des différentes variétés de thé vert originaire de Chine, est estimée a une valeur
moyenne de 6 millions de dollars. Les feuilles de tisane contiennent pas moins de 350
composés, 40% de carbohydrate, 20% de protéines, 2% de lipides, 9% de minéraux (y
compris le manganése, le potassium, le magnésium, le fluor), beaucoup de vitamines B (B,
B,, B3), vitamines C et vitamines D (Problete, 1995).

Les feuilles des 6 variétés de the TEA 1 (« Flecha »), TEA 2 (« Cheval »), TEA 3
(«The la force»), TEA 4 («Forte»), TEA 5 («Sava») et TEA 6 («EIl Hella») sont
importées de Chine. Les thés 5 et 6 sont particulierement commercialisés en Mauritanie. La
caractérisation des macroéléments, des microéléments et des éléments trés peu représentés
dans les feuilles de C. sinensis, est d’une importance capitale pour comprendre I’efficacité
pharmacologique de ces différents types de thés comparés a I’A. annua, plante utilisée dans le
traitement de la malaria parmi d’autres infections comme les infections de la gorge, les
diarrhées, les crampes intestinales, les pertes de poids etc (Mueller et al, 2000).

Le but de cette étude consiste a déterminer la composition des macros, microéléments
et des éléments toxiques contenus dans les deux variétés d’A. annua (Luxembourg et
Cameroun) et les variétés de C. sinensis.

La technique utilisée est le LIBS. Elle a permis d’évaluer le taux des éléments
majeurs, mineurs et toxiques contenus dans les deux variétés d’A. annua TEA A (1%
d’artémisinine) et TEA B (1,2% d’artémisinine) et des 6 variétés de thé de C. sinensis
commercialisées au Sénégal. Le LIBS est une technique fiable, sensible et quantitatve de
plusieurs éléments et est appropriée a des analyses de routine (Kitsa et al, 1992 ; Marques et
al, 1993 ; Vincze et al, 1993, Calliari et al, 1995 ; Ostachowicz et al, 1995).

Les échantillons sont séchés dans un four a 80°C jusqu’a I’obtention d’une masse constante.

Les valeurs de Se, W, Ni et Co sont en dessous de la limite de détection. Les concentrations
des éléments rares (Dy, Eu, Gd, Sm, Tb et Yb) ne sont pas détectées dans aucun thé. Les
tableaux de valeurs montrent que les différents thés contiennent différents éléments en des
valeurs non proportionnelles. Les macroéléments, qui assurent le maintien de I’équilibre de
I’organisme, et obtenus aprés expérimentation sont K, Mg, Ca, P et S. La concentration en K
est plus élevée au niveau du TEA B (A. annua du Caméroun) pendant que le Mg est
seulement détecté au niveau du TEA B. La concentration en Ca est maximum dans le TEA 3
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(Thé « la force »). La concentration en P est principalement plus importante au niveau du
TEA A. Quant a S, il est détecté avec un maximum de concentration au niveau du TEA 6
(« El Hella »).

Les éléments tels que le Fe, Mn, Cu et Zn sont aussi détectés dans les différentes
variétés de C. sinensis et d’A. annua & des concentrations variables. Ils sont considérés
comme des éléments en trace (micronutriments) pour les organismes vivants et sont bien
connus pour leur role contre les maladies parasitaires (Wong et al, 1998 ; Zhou et al, 1996).
Mn entre dans la composition de plusieurs enzymes par exemple le manganese glycosyl
transférase et le phosphoenolpyruvate carboxykinase et est aussi essentiel pour la structure
des arétes des poissons. La méme concentration en Zn a été observée dans les thés TEA 6,
TEA 5 et TEA 3. Le Zn est un constituant essentiel de plus de 200 enzymes jouant des rbles
catalytiques et structuraux. Un deficit en Zn se caractérise par des infections recurrentes,
absence d’immunité et une mauvaise croissance. Le Zn peut avoir des effets positifs dans
I’élimination des ulcéres et dans la guérison des blessures. Apres le Zn et le Fe, le Cu est le
plus important élément en trace de I’organisme.

Le Cu est nécessaire dans I’oxydation du Fe?* en Fe** pendant la formation de
I’lhémoglobine. Un déficit en Cu peut étre un facteur de risque pour les maladies
cardiovasculaires.

Le fer joue un role important dans le fonctionnement du systéme immunitaire et dans
la production d’énergie. Chez I’enfant, un déficit en Fe peut étre a I’origine d’anomalies telles
que la réduction des performances cognitives, ralentissement de la croissance. Par contre chez
I’adulte, le déficit en Fe peut provoquer des anémies.

Dans notre étude, un halogéne important, le Chlore (Cl), a été détecté avec une
importante concentration dans le TEA B. Ti est présent dans tous les échantillons avec un
maximum de concentration au niveau du TEA 3. Ce métal, parmi tant d’autres, est employé
comme une empreinte dans le diagnostic des tissus néoplastiques (Fung et al, 2003).

Dans le tableau 4, on a noté la présence d’élements non essentiels comme Al, As, Sr,
Rb et Pb avec des concentrations un peu considérables.

La concentration maximale d’Al a été trouvée dans le TEA B d’A. annua du
Cameroun. As est détecté seulement dans le TEA B. Des concentrations elevées de Rb et de
Sr ont éte notées au niveau du TEA 3.

Au total, 35 éléments ont été déterminés par le LIBS dans les différents échantillons.
Parmi ces éléments, on peut noter des éléments essentiels mais aussi quelques éléments
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toxiques. Les différences d’éléments entre les échantillons peuvent étre expliquées par la
particularité d’absorption des plantes mais aussi par la composition des sols au niveau
desquels ces plantes sont cultivées.

La présence d’éléments non essentiels et/ou toxiques a attiré notre attention et suscite
une analyse approfondie pour comprendre les intéractions possibles.

Ce travail est publié dans le journal African Journal of Biotecnology
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Tea infusion is the most frequently worldwide consumed beverage next to water, with about 20 billien
cups consumed daily. Artemisia annua leaves contain comparable levels of nutrients and mineral
elements (dry matter basis) to many marketed tea (Camellia sinensis) leading us to suspect that this
crop could also serve as an alternative source of nutrients for humans. Analyzer moveable X-ray
fluorescence is used to evaluate the content of major, minor and toxic elements in A. annua from two
different countries compared to six marketed tea in Senegal. To ensure qualified results, certified
reference materials were used to perform the calibration. The very low and often negligible levels of
inherent elements in the leaves, which are far below recommended toxic levels, establishes A. annua
and selected marketed tea as a good reservoir of elements that might favour its use as a potential
herbal tonic by humans. The mineral elements are present in different kinds of herbal leaves in various
proportions depending on soil composition and the climate in which the plant grows.

Key words: X-ray fluorescence (XRF), Arfemisia annua, Camellia sinensis, elements, leaves, medicinal plant.

INTRODUCTION

Herbal teas and infusions are traditionally used by
several people in West Africa for the treatment of malaria
and protozoa infections. Although several phytochemical
and pharmacological investigations have been done,
Artemisia annua was incorporated to assess the efficacy
for the treatment of malaria and other protozoa diseases
taking into consideration the fact that it is an exotic plant

*Comresponding author. E-mail: misbax@gmail.com or
mishax@yahoo.co.uk. Tel: 221 33 822 5919 or 221 77 541
1957. Fax: 221 33 821 6442.

Abbreviations: XRF, X-ray fluorescence; ALP, alkaline
phosphatase; A. annua, Artemisia annua; C. sinensis,
Camellia sinensis.

species growing in different soil and weather conditions
(Malebo et al , 2009). A. annua (Asteraceae) is originated
from China, where it is known as qginghao (green herb)
and has been used for over 2,000 years to treat sym-
ptoms associated with fever and malana. In 1969, the
Chinese screened their medicinal plants in search of an
effective antimalanal. A diethyl ether extract of A annua
was found to be effective against Plasmodium sp_, and in
1972 the active ingredient, artemisinin, was isolated and
identified by the Chinese. Among approximately 400
species of Aremisia, A. annua is the main source of
artemisinin. Artemisinin has received considerable atten-
tion as a promising and powerful antimalarial drug for its
stage specificity, its rather low toxicity, effectiveness
against drug resistant Plasmodium species and activity
against cerebral malaria (Ferreira et al., 1995, Shen et
al., 2008).
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There are at least six varieties of tea (Camellia sinensis):
white, yellow, green, oolong, black and puerh. The three
most popular types of tea (green, oolong and black) are
distinguished on the basis of their degree of fermentation
(Powell et al., 1998), but only the green tea was carried
out in this paper. However as the standard, the leaves of
green tea are dried and roasted whereas black tea is
obtained after a fermentation process. Linking soil
physico-chemical properties with their effects on
biological systems require extensive sampling and a
large number of elements to be analyzed coming from
the soil to the plants uptake. Thus it is important to
assess that the contents of essential and non essential
elements, whether required by plants, are present
sufficiently in plant-available concentrations, particularly
in the tea leaves to ensure the numerous beneficial
effects on health. However the presence of some poten-
tial toxic elements in tea leaves as lead (Pb), arsenic
(As), chromium (Cr), cadmium (Cd) or aluminium (Al)
constitutes a reason for concern. In the case of Cadmium
we pay attention to the overlapping spectra between cad-
mium (Cd-L) and potassium (K) lines. For this purpose,
the sandwich of molybdenum (Mo), Al and titanium (Ti)
as filter was selected for Cd excitation and these addi-
tional filters with Ag was performed to improve the signal-
to-noise ratio by reducing the measured continuum. On
the other hand, Mo filter is the best choice, instead of
silver direct excitation source alone, to aftain larger
signal-to-noise ratios.

Arsenic is strongly associated with human lung and
skin cancer, and may cause other internal cancers as
well. Skin lesions, peripheral neuropathy, and anaemia
are consequences of chronic arsenic ingestion. Arsenic is
the major risk factor for black food disease. The con-
tnbution of tea dnnking to mineral absorption is not
certain, as the bioavailability of many of these elements
with tea is not known (Brisibe, 2006; Ferreira et al., 20086;
Hayat et al, 2009). A annua is a vigorous growing
annual weedy herb, usually single-stemmed, reaching up
to 2 to 3 m in height. The plant produces a beautiful port-
folio of bioactive compounds. Thus far, the most impor-
tant of the sesquiterpencids seems to be artemisinin.
Artemisinin is a cadinane-type sesquiterpene lactone with
an endoperoxide bridge which is presently the most
potent and efficacious compound against the late-stage
ring parasites and trophozoites of Plasmaodium falciparum
(Rajurkar et al., 1998; Shen, 2008). For millennia in Asia,
the infusions of green tea (C. sinensis) are valued for
their taste and medicinal properties. Green tea is not
fermented, but used almost in its natural state. The
leaves are dned immediately to fresh air immediately
after harvest. Some vaneties are roasted. This prepara-
tion allows leaves to retain their color, but also the valuable
substances that make the tea more than a drink: it has
many medicinal properties.

The tea leaf contains not less than 350 components,
40% carbohydrate, 20% protein, 2% fat, 9% minerals

(including Manganese, Potassium, Magnesium, Fluor),
many B vitamins (B1, B2, B3), vitamin C (in green tea),
and vitamin D to promote the elasticity of blood vessels
(Poblete, 1995).

The six types of C. sinensis leaves are imported from
China. The TEA 5 and 6 are marketed particularly in
Mauritania in Northern Senegal. The data of macro, micro
and trace elemental content in tea (C. senensis) leaves is
of vital importance to understand the pharmacological
actions of these kinds of tea compared to A. annua; a
medicinal plants, which are also tea, consuming for the
treatment of malana among others as throat infections,
diarrhea, intestinal cramps, weight loss, efc (Mueller et
al, 2000). It is also interesting to note that comparison of
the elemental contents of these six C. sinensis marketed
to TEA A (0.1% of artemisinin content) and TEA B (1.2%
of artemisinin content) shows the difficulty to assess
elemental composition in medicinal plant and green fea
depending on the soil and the climatic conditions of the
growing area.

This study used an analyzer portable X-ray fluore-
scence for the evaluation of the major, minor and toxic
elements in two different kinds of A. annua from Cameroun
and Luxembourg and in six C. sinensis marketed in
Senegal, western Afnca. According to the Department of
Statistics Senegal annually imports different varieties of
green tea from china an average for a $ 6 million (2008).
The Energy Dispersive X-ray Fluorescence is a simul-
taneous, reliable, sensitive, quantitative multi-elemental
and non-destructive technique, suitable for routine analy-
sis because of minimal sample preparation (Kitsa et al_,
1992; Marques et al., 1993; Vincze et al., 1993, Calliari et
al., 1995; Ostachowicz et al., 1995). The elements are
found to be present in the different kinds of C. sinensis in
various proportions depending on soil composition and
climate in which the plant grows.

The purposes of this study were: to analyze the macro,
micro and potential toxic elements composition of these
two kinds of A. annua from Luxembourg and Cameroon,
and others selected C. sinensis marketed in Senegal.

MATERIALS AND METHODS

Samples were dried-out in an oven at 80°C until constant mass was
obtained. To be ready for EDXRF analysis, the tea was ground to
120 pm using an agate mortar. But for homogenization a vibrating
Planetary mill (“Pulverisette 57), and to exclude any grain size effect
in the analysis quantitative, was used to reduce grain size < 70 pm.
The samples were prepared as a mixture of tea and Ethylene bis-
Stearamide (known as Licowax or Hoechtwax HWC) used as binder
agent, in a proportion of 1 g of tea sample to 10% of HWC of the
mass of the sample. The mixture was thoroughly homogenized
once more in a planetary mill and pressed (under 5 tones) into a
disc pellet of 32 mm diameter. The pellets were measured using an
EDXRF portable analyzer spectrometer (Niton XL3t900s Gold Air)
with a 50 KV and 40 uA operating spectrometer with Au-anode
excitation source and several filters as secondary targets for
excitation.

This configuration allows the attainment of improved sensitivity
and signal to noise ratio by sequentially selecting appropriate
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Table 1. Arfemisia a. and Camelflia 5. leaves samples selected in this study and their

provenance.
Sample Plant species Label Provenance Commercial area
TEAA Artemisia annua Artemisia an Luxembourg Luxembourg
TEAB Artemisia annua Artemisia an Cameroon Cameroon
TEA 1 Cameliia sinensi Flecha China Senegal
TEA 2 Camellia sinensi Cheval China Senegal
TEA3 Camellia sinensi Thé la force  China Senegal
TEA 4 Camellia sinensi Forte China Senegal
TEAS Camellia sinensi The Sava  China Mauritania
TEAB Camellia sinensi El Hella China Mauritania

Table 2a. Spectrometer specifications and operating conditions.

Spectrometer specification  Operating condition

Resolution 162.15 eV (910 cps Mn Ka)

Window Thickness 12,7 pm Be

Rating S0KY, 40pA maximum power of the tube 2 W
Diameter of the beam 7 mm

Filters List of Element interest

Ag excitation source Fe, Mn, Cr, V, Ti

Sandwich of

Al, Ti and Mo Ba, Sh, Sn, Cd, Pd, Ag
Cu Cr,V, T, Ca, K

No filter Al, P, 5i, Cl, 5, Mg

Sb, Sn, Cd, Pd, Ag, Mo, Nb, Zr, Sr, Rh, Bi, As, Se, Au, Pb, W, Zn, Cu, Re, Ta, Hf, Ni, Co,

combinations of filters as secondary targets and different groups of
elements were carried out depending on element of interest. These
pellets were (three replicate measurements for each tea sample
were performed) placed within the stand lid system. The use of
portable analyzer for excitation and the characteristic X-rays
emitted by the constituents of the samples were carried out for a
period of 200 s. The XRF spectra deconvolution and the quantifica-
tion were performed using Niton Data Transfer software (NDT) with
internal algorithm.

The precision of the method was verified by using three different
replicate samples due to the fact that measurements have been
made in reproducible conditions. Table 2b shows the results of
precision attained after the analysis of the NIST 2780.

The accuracy of the instrument was verified by analyzing five
different materials: CCRMP TILL-4 180 to 601, NIST 2780 180 to
625, 5102 99.995% 180 to 472, RCRA 180 to 436, NIST 2709a 180
to 469a. For the detection of present elements, X-ray fluorescence
has been performed to evaluate environmental contamination of tea
leave and medicinal plants and the verification of the bio-accumu-
lation potential. In this study enhancement effects and/or absorption
of characteristic X-ray emitted by the sample constituents make the
quantification of the detected elements difficult. On the other hand,
the use on thin sample for analyze was carried out by assessing the
proportion between area density and attenuation factor and
assuming monochromatic excitation source (Karimi et al, 2008;
Markowick et al., 1993; Salvador et al, 2002; Matsumoto et al.,
1976).

RESULTS AND DISCUSSION

The average values for each element were calculated only

for those elements for which results had very high
concentrations of interest. The values of Se, W, Ni and
Co are below the detection limit. The cases presenting
missing or wrong values are excluded. The list of deter-
mined element includes macro, micro, toxic and trace
elements (Cu, Zn, P, Si, Fe, S, Ti, Mn, Mg, As, Pb, Sr,
Rb, Al and Cl) in six C. sinensis marketed leaves coupled
with two kinds of A. annua plants. The concentrations of
rare earth elements (Dy, Eu, Gd, Sm, Tb and Yb) were
not detected in any tea leaves samples. The whole data
from Tables 3 to 5 show that the different kinds of tea
contain the elements in various and no proportional
value. The arithmetical mean and standard deviation
were carried out for elements which stand for a concern.

Tables 1 to 3 show the concentrations of elements K, Mg,
Ca, P and S considered as essential in the maintenance
of equilibrium in the organism. Along these macro ele-
ments, the concentration of K is higher in TEA E of A
annua, Cameroon; while only in THE B is detected the
presence of Mg. The concentration of Ca is maximum in
TEA 3, “Thé la force”, Senegal. P is mainly present in
TEA A of A annua, Luxembourg. S Is detected with a
maximum concentration in TEA 6, “El Hella”, and Mauri-
tania (Figure 1). Fe, Mn, Cu and Zn were also detected in
the different varieties of C. sinensis and A. annua at
varied concentrations. The elements Fe, Mn, Cu and Zn
are essential trace elements (micronutrients) for living
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Table 2b. Result of average value and certified value NIST 2780 (pg/kg).

Element Certified value £ Unc B o ( ‘% P
Al 88700 + 3300 46007.23 79064 T
Cd 121+ 0.24 11.98 3.18 265
Pb 5770 + 410 513642 69.84 13
As 488+33 80.06 10.03 12.5
Fe 27840 + 800 2723571 263.07 09
K 33800 + 2600 34545 16 3096.47 89
Ca 1950 + 200 2052 61 4592 22
P 427 +£40 3034.37 136.19 4.4
Mn 462 + 21 449,38 21.12 47
S 12630 + 420 9877.18 203.46 2:1
Sr 217 +18 219.85 282 13
Rb 175 182.49 0.30 0.2
Cu 2155+78 33763 13 04
Zn 2570 + 160 2069 4 13.92 07
Mg 5330 + 200 N.D. - -
X is the average value for three replicate measurements, O-X the standard deviation, T«
the relative standard deviation. i
MN.D. (Mot Detected) due to the limit of detection for Mg (L.O.D = 9864 .39 (ug/kg)).
Table 3. Concentration (ug/kg ay) of essential macroelements in the studied tea leaves samples.
Sample K Mg Ca P S
TEA A 219770 £+ 1640 <88140 93540 £ 1040 18970 £ 530 24820 £ 430
TEAB 298740+ 2110 89690 + 43680 64850 + 890 19180 + 450 21910 + 380
TEA 1 134040 + 1160 < 65250 35480 £ 490 14360 + 490 25940 + 450
TEA 2 119270 + 1030 < 70010 90710 + 890 11880 + 460 19950 + 390
TEA 3 116970 £ 990 < 73970 121480 £ 1110 13520 + 460 26110 £ 420
TEA 4 141540 + 1240 < 80010 87340 + 950 19610 + 530 25180 + 460
TEAS 147450 + 1250 < 69050 45220 + 580 15490 + 510 25890 + 450
TEA G 163410 + 1430 < 79960 50550 + 670 14780 + 540 27060 + 490
Mean valug 167648.7 77010 7346462 14973.7 24607.5
Standard
deviation 62161 3710 29369 6 2027 8 2421
Min. value 117000 - 45220 11880 19950
Max. value 298740 - 121480 18970 27060

organisms and well known for their role against parasitic
diseases (Wong et al., 1998; Zhou et al., 1996). Mn is a
component of several enzymes including manganese-
specific glycosyl transferase and phosphoenolpyruvate
carboxykinase and essential for normal bone structure.
Mn deficiency can manifest as transient dermatitis,
hypercholesterolemia and increased ALP level.

The concentration of Znin TEA 6, TEA 5and TEA 3 is
the same, as well as it is not possible to assess the
source plantation was the same in these three cases.
Zinc is an essential component of over 200 enzymes
having catalytic and structural roles. Zn deficiency is

characterized by recurrent infections, lack of immunity
and poor growth. Low intake of zinc may cause coronary
artery disease. Clinical materials prove that Zn can have
good effect on eliminating ulcer and promoting healing
wounds. Following zinc and iron, copper is the third most
abundant trace element in the body. Copper is involved in
the oxidation of Fe™ to Fe® during hemoglobin formation.
Itis an important catalyst for iron absorption. Copper defi-
ciency may be a risk factor for cardiovascular disease.
When overt copper deficiency occurs, symptoms include
Neutrogena, cardiac disorders, osteoporosis and anemia.
Iron is needed for a healthy immune system and for
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Table 4. Concentration (pg/kg an) of essential micro and trace elements in the tea leaves samples.

Sample Fe Mn Cu Zn

TEAA 6280 + 190 1410 + 100 250 £ 30 270 £20

TEAB 12200 £ 260 1780+ 110 100 + 20 28020

TEA 1 1730+ 110 7300 + 220 160 + 20 130 £ 20

TEA 2 4520 + 160 9660 + 260 180 + 30 140 + 20

TEA 3 4340+ 170 8700 £ 260 170 + 30 150 £ 20

TEA 4 2950 + 160 11940 + 320 180 + 30 140 £ 20

TEAS 1600 + 110 9060 + 250 190 + 30 150 + 20

TEA 6 1870+ 130 10170 + 290 180 + 30 150 £ 20

Mean value 44362 7502.5 176.2 176.2

Standard deviation 3542 38772 41 61

Min. value 1600 1410 100 130

Max. value 12200 11940 250

Table 5. Concentration (ugfkg ay) of non essential or toxic elements in the tea leaves samples.

Sample Al As Pb Rb Sr Cd
TEAA 12830 & 5780 <20 50+ 10 50 £10 2010 <20
TEAB 23400 + 6660 30+10 100 + 10 100 + 10 60+10 <20
TEA1 <8040 <20 <20 100 + 10 30+10 <20
TEA2 10830 £ 4370 <20 <20 130 £10 40+10 <20
TEA3 18470 + 5390 <20 <20 190 £ 10 90+10 <20
TEAA4 10920 + 5010 <20 <20 150 + 10 40+10 <20
TEAS 8950 + 4350 <20 <20 130 £ 10 40+10 <20
TEAG <8040 <20 <20 160 £ 10 4010 <20
Mean value 14233.33 2145 75 126.25 45 -
Standard deviation 5557 10.6 372 431 214 -
Min. value <8040 <20 <20 100 20 -
Max. value 23400 30 100 190 90 -

The concentration of Rb and Sr exhibits the highest value in TEA 3.

000

TEAA TEA1
| 6
\

TEAB TEA 2

Figure 1. Pellet of tea leaves sample.
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energy production. In young children, iron deficiency can
manifest in behavioral abnormalities (including reduced
attention) reduced cognitive performance and slow growth.
In adults, severe iron deficiency anemia impairs physical
work capacity.

We found one essential element as halogen Cl at
higher concentration in TEA 8. Ti is present in all ana-
lyzed tea samples with a maximum concentration in TEA
3. This metal, among others, is employed as fingerprints
in the diagnosis of neoplastic tissues (Fung et al_, 2003).
It tends to form complexes in colon carcinoma with
biological molecules such as nucleic acids and proteins.
In Table 4, we drew attention for the presence of non-
essentials elements, as Al, As, Sr, Rb and Pb in some
considerable concentration. The maximum concentration
of Al is found in TEA B of A. annua from Camercon; while
As is only present in TEA B. The presence of traces of Pb
was detected (Foy et al., 1984; Coriat, Gillard, 1986;
Koch, 1990; Delhaize, Ryan, 1995; Kochian, 1995; Kidd
and Proctor, 2000).

Aluminum toxicity is a major factor limiting crop
performance on acid soils that predominate under tropical
climate. The primary toxicity symptom observed in plants
is inhibition of root growth (Ruan, Wong, 2001; Rao,
1994), followed by less nutrient and water absorption,
resulting in poor growth and production. Al interferes with
the uptake, transport and utilization of essential nutrients
including Ca, Mg, K, P, Cu, Fe, Mn and Zn (Shankar,
Prasad, 1998; Black, 2003; Brown et al , 2002; Kordas,
Stoltzfus, 2004).

Pollutants may also show high special variability de-
pending on the pattern of emission sources and pro-
cesses of transportation prevailing in the atmosphere and
in deposition. The concentration of Rb and Sr shows the
highest value in TEA 3. Lead is physiologic and neurolo-
gical toxin that can affect several organs and organ
systems in the human body. It also reduces cognitive
development and intellectual performance in children and
damage kidneys and the reproductive system (Rajurkar
et al., 1998). The present results have to be in com-
pliance with the World Health Organization permissible
limits of Cd, As and Pb (Baqui et al., 2003; Chen et al
2009; Zimmermann et al., 2010).

The high concentrations of Cd, As and Pb, generally in
some medicinal plant, shows that the environment in
concern is not free of pollution: the nature of soil and
immediate surroundings. These chemical constituents
present in herbal leaves in general are responsible for
their medicinal as well as toxic properties which include
vegetables bases comprising alkaloids and amines. For
this point of view the consumers of these kinds of herbal
leaves have to be careful of possible reason of serious
health alterations (Sheded et al., 2006; Koe, Sari, 2009;
Ashraf and Mian, 2008; Gjorgieva et al., 2011).

Many studies have concluded that C. sinensis has nu-
merous beneficial effects on health, including the preven-
tion of many diseases such as skin cancer, Parkinson's

disease, myocardialinfarction, and coronary artery disease
(Ajasa et al., 2004; Maiga et al., 2005). The difference in
element of concentrations may therefore be attributed to
C. sinensis leave products being produced in different
fields with varying element of concentrations in the soils
resulting in vanation in plants elemental uptake. Mare-
over, differences in methods used in processing and
storage could be contributory factors for this difference.
Somewhere different results using different techniques
and methods such as atomic absorption spectroscopy
(AAS), inductively coupled plasma mass spectroscopy
(ICP-MS), energy dispersive polarized X-ray fluorescence
(EDPXRF) and inductively coupled plasma atomic emis-
sion spectroscopy (ICP-AES) are reported (Powell et al_,
1998; Brisibe, 2008; Shen et al., 2008; Zimmermann et
al., 2010; Chen et al., 2009; Sheded et al, 2006, Koe,
San, 2009; Ashraf et al., 2008; Ajasa et al_, 2004; Maiga
et al., 2005).

Conclusion

Medicinal plants contain essential and trace elements,
which can be available to the human body on consump-
tion of herbs. Indeed today many, if not most, classes of
drugs include a natural product prototype. The search for
active chemicals from plant sources has continued and
many compounds have been isolated and introduced into
clinical medicine. Modem medicine is now beginning to
accept the use of standardized plant extracts. Present
study was also conducted to enhance the same know-
ledge further and is focused to investigate chemical com-
position including estimation of nutntional value, trace
elements and potential toxic elements of A. annua and C.
sinensis (Basgel, Erdemoglu, 2006, Jabeen et al., 2010,
Djama et al., 2011).

A total of 35 elements have been determined by analy-
zer portable X-ray fluorescence spectrometer in two
types of A annua and six C. sinensis marketed in
Senegal. X-ray fluorescence has been applied to the
analysis of essential mineral element composition of tea
leaves. But the presence of some toxic elements due to
fertilizers or soil composition which grow plants that
hamper the usefulness of the most and trace elemental
content in tea leaves consumed beverage infusion next to
water. The differences in the concentration of the various
elements within the different tea (Table 5) is attributed to
the preferential absorbability of a particular plant for the
corresponding element and the mineral composition of
the soil in which the plant grows as well as its surroun-
ding climatologically conditions.

We have to draw attention on the presence of non
essentials and/or potential foxics elements. However, as
tea is an indispensable part of everyday life for many
people in Senegal, studies should never be stopped or
neglected to ensure that public health is maintained.
Interest is the desirability of the high contents of some of
the functional properties of the leaves including minerals
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such as iron, sodium and zinc, which are important nutri-
tional indicators of the usefulness of the plant as a likely
feed resource. Thus taken together, the results reported
in the current study therefore show that A. annua, when
used effectively, can assist in meeting some of the
important nutrient and mineral requirements of monogas-
tric and polygastric animals. Thus the leaves and inflo-
rescences of A. annua should be further explored and
used fully as a feed supplement in the production of
livestock (Zaidi et al., 2004; Kumar et al., 2005).

From recent studies it seems that hemae is primarily
invalved in the antimalanal activity of the constituents of
A. annua L. Thus the interaction of a mix with hemae may
represent a crucial screening test to define its efficacy.
The mechanism of the action of artemisinin remains a
very complex process, although iron appears to be
invalved in activating this endoperoxide to generate
cytotoxic free radicals. Several candidates have been
hypothesized as targets of artemisinin, including hemae
(Clarkson et al., 2004; Prentice, 2008; Dellicour et al
2007). In the other side, there is an urgent need for anti-
malarial drugs that are affordable, effective against
susceptible and multi-drug resistant malaria, and that
have low toxicity. It is important to highlight that any use
of tisane to treat malaria, even through A. annua leaves,
must be followed by a physician to prevent the
appearance of strains of Plasmodium falciparum resistant
to this new line of antimalarial drug.
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Conclusion

L’avenir est dominé par la crainte de I’évolution des chimiorésistances, plusieurs
travaux mentionnent les baisses de sensibilités des isolats de P. falciparum vis-a-vis des
antipaludiques dans les zones d’endémies. En effet, de nouveaux principes actifs sont
nécessaires pour diversifier I’arsenal thérapeutique antipaludique et traiter les formes séveres
de paludisme ainsi que pour lutter contre les parasites polychimiorésistants. Il est indéniable
que des molécules a mode d’action original peuvent contourner les résistances aux molécules
actuelles.

La recherche de nouveaux antipaludiques restent d’actualité car I’une des raisons de
I’expansion du paludisme est le manque de traitements efficaces a faible codt et accessible.
De nombreuses équipes a travers le monde s’investissent dans cette quéte par des stratégies
diverses et variées. Au cours de notre projet, I’ethnopharmacologie de I’A. annua, la
détermination de I’activité antipaludique ex vivo et la caractérisation des éléments minéraux
contenus dans les feuilles cette plante, étaient les stratégies d’investigation.

La chimiosensibilité ex vivo des souches de P. falciparum par rapport a la tisane d’A.
annua en provenance de Luxembourg, a été mesurée sur deux localités différentes du
Sénégal (Pikine et Thiés) a des années différentes. Mais toute fois les résultats obtenus (dans
les deux études), comparés a ceux trouvés dans la littérature, ont montré une bonne activité
antipaludique de notre tisane d’A. annua sur les souches plasmodiales. Dans la littérature,
plusieurs auteurs ont donnée des limites de valeurs antipaludiques légérement différentes.
Mais toutefois ces valeurs se retrouvent, en majeur partie, dans un méme intervalle. Dans
notre étude nous avons comparé nos résultats avec ceux de Sauvin en 2002 (Sauvin, 2002) ou
Malebo et al, en 2009 (Malebo et al, 2009). Nos valeurs de Clsp (0.095 pg/ml et 1,034
pg/ml), comparées a celles de Sauvin ou Malebo, ont montré une bonne activité antipaludique
de notre tisane. Notre tisane Luxembourgeoise aurait une forte activité antiplasmodiale, et
bien qu’elle ne soit pas trop riche en artémisinine, comparée aux autres tisanes. Ceci laisserait
penser que cette forte activité antipaludique de la tisane luxembourgeoise serait due, non
seulement a I’artémisinine seule, mais a I’effet combiné d’autres substances qui s’y trouvent
(coumarine, scopolétines, ployphénols, flavonoides, camphres, microelements, etc.).

L’utilisation des plantes a visée médicamenteuse est une alternative thérapeutique des
populations africaines en général et sénégalais en particulier, dans le traitement ou la
prophylaxie antipaludique, ceci & cause du co(t élevé, mais surtout a I’inaccessibilité aux

médicaments, et parce que I’expérience a montré une efficacité thérapeutique. Par notre
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collaboration avec I’ONG Luxembourgeoise, IFBV, [’activité antipaludique ex vivo de I’A.
annua a été prouvée, par la suite, la caractérisation des éléments minéraux contenus dans les
feuilles de la plante a été déterminée. Ce travail a permis de valider scientifiquement
I’efficacité ex vivo de I’A. annua sur des souches plasmodiales chloroguinorésistantes au
Sénégal. Elle est couplée a une étude sur la caractérisation des éléments minéraux contenus
dans les feuilles de I’A. annua. Cette partie est importante car, il est important de connaitre la
composition minérale de la tisane, parceque certains éléments essentiels, peuvent devenir
toxiques a concentrations élévées. De méme la présence de certains éléments (métaux lourds
par exemple), peuvent s’avérer toxiques méme a des doses faibles. Les résultats obtenus ont
montré la présence d’éléments essentiels dans notre tisane. Ceci vient amplifier I’efficacité
antipaludique de notre tisane.

Du point de vue technique, I’évaluation de la chimiosensibilité ex vivo a été faite avec
des méthodes et technologies tres sophistiquées et pointues a savoir le DAPI-test et le DELI-
test. Ces techniques peuvent étre utilisées sur le terrain et constitue une alternative par
rapport aux autres méthodes d’étude de la résistance qui utilisent soit la radioactivité. Elle
peut étre d’une grande importance surtout dans les pays pauvres caractérisés par une
limitation des ressources humaines et financiéres. En effet elle offre la possibilité de
déterminer en une fois sur une méme plaque les concentrations inhibitrices de différents
médicaments. Concernant la caractérisation des éléments minéraux, nous avons utilisé uune
technique de laser trés originale a savoir le LIBS. L’application de cette méthode physique a
la biologie est tres innovatrice. Cela permet une synergie de la physique et de la biologie dans
la trouvaille de nouveaux moyens plus efficaces dans la lutte et le controle du paludisme en

particulier et les autres maladies en général.

Perspectives

En perspectives, du fait que le paludisme continue d’étre un probléeme de santé
publique en Afrique subsaharienne, malgré la baisse de la mortalité, I’élargissement de ce
projet pilote pourrait étre une aubaine pour I’Afrique de lutter contre ce fléau désastreux.
Des études ont montré que I’artémisinine présente dans la tisane d’artémisia possede la vertu
additionnelle de renforcer le systéme immunitaire (Willcox et al., 2004). Donc des études
multidisciplinaires sur d’autres infections comme le VIH/SIDA et des maladies parasitaires
s’averent importantes pour lutter contre ces fléaux qui menacent le monde. Nous suggérons
aussi de mener des études couplées in vitro/in vivo en y associant I’étude des marqueurs
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génétiques de la résistance. Cette synergie d’études pourrait contribuer a mieux évaluer
I’efficacité réelle de ces différents médicaments sur les souches de P. falciparum et mieux

documenter la résistance au Sénégal.
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Titre : Chimiosensibilité ex vivo des souches de Plasmodium falciparum a la tisane d’Artemisia annua et caractérisation des
éléments minéraux des feuilles de la plante

Résumé : Au Sénégal, depuis quelques années, différentes méthodes d’interventions et de lutte contre le paludisme sont mises
en place: lintroduction du Traitement Préventif Intermittent (TPI) en 2003, des Combinaisons de Traitement a Base
d’Artémisinine (Artemisinin Combinaison Traitment, ACT) en 2005, les Tests de Diagnostic Rapides (TDR) en 2008, la
couverture universelle en moustiquaires imprégnées en mars —avril 2013 et tout récemment, en octobre, la chimioprévention
saisonniére chez les enfants de moins de 10 ans. La mise en ceuvre de ces plans stratégiques a permis de réduire
considérablement la morbidité et la mortalité liées au paludisme. Cependant, malgré cette réduction, le paludisme demeure
toujours un probleme de santé publique. Cette situation est causée en partie par la résistance des parasites aux traitements
antipaludiques. Ainsi, un traitement efficace, moins onéreux, accessible a toutes les franges de la population, serait une aubaine.
L’A. annua, utilisé dans le traitement de la malaria, se présente comme une alternative. Pour vérifier cette activité antipaludique
nous nous sommes fixés comme objectifs d’évaluer la chimiosensibilité des souches de Plasmodium falcipurum a la tisane d’A.
annua et d’analyser la composition et déterminer la non présence de concentrations toxiques d’éléments minéraux dans les
feuilles de cette plante. L’étude s’est déroulée sur 40 échantillons collectés a Pikine en 2010, analysés par la technique du DELI et
45 échantillons collectés a Thiés en 2011, analysés par la technique du DAPI. Tous ces échantillons sont collectés chez des
patients atteints de paludisme simple. La méthode du LIBS nous a permis d’analyser les concentrations d’éléments minéraux
contenues dans les feuilles d’A. annua. Les résultats obtenus avec le DELI ont montré une Cls; moyenne égale a 0,095 pg/ml.
90% des échantillons ont des Clsp inférieures a 0,5 pg/ml, 2,5% ont une Clso supérieure a 0,5 ug/ml et 7,5% ont donné des
résultats ininterprétables. Concernant les souches de références 3D7 et W5, des Clso de 0,146pg/ml et 0,394ug/ml respectives ont
été observées. Les résultats obtenus avec le DAPI ont montré une moyenne de Clsp égale a 1,034 pg/ml. D’aprés Sauvin (2002)
41 échantillons (91,11%) ont des Clso inférieures a 5 pg/ml, un (1) seul (2,22%) a une Clsy supérieure a 5 pg/ml et trois (3)
échantillons (6,67%) seulement ont donné des résultats ininterprétables. Si on se refére a Malebo et al, 2009, 15 échantillons
(33,33%) ont des Clsp [1 0,5 pg/ml, 25 échantillons (55,55%) ont des Clso comprises entre 0,5 pg/ml et 5 pg/ml et un seul (2,22%)
a une Clsp [ 5 pg/ml. Quelque soit I'auteur (Sauvin et Malebo), les résultats obtenus ont montré une bonne activité
antipaludique de notre tisane d’A. annua. Concernant les souches de références que sont 3D7 et W5, des Clsy de 1,040ug/ml et
1,394pg/ml respectives ont été observées. Les résultats du LIBS ont montré que les feuilles d’A. annua contiennent différentes
concentrations de macroéléments et microéléments (K, Mg, Ca, P, S, Fe, Mn, Cu, Zn) indispensables et importants pour
I’organisme et n’avaient aucune concentration d’éléments minéraux supérieure aux normes admises par I’'OMS pour les plantes
médicinales. Ces résultats obtenus, par ces deux techniques nous permettent d’affirmer la propriété inhibitrice de la tisane d’A.
annua sur les souches de Pikine et de Thiés ex vivo. Ceux obtenus sur les éléments minéraux, prouvent la non toxicité de cette
tisane et la présence d’éléments indispensables dont I'apport est trés important a I’organisme, viennent conforter la possibilité
d’entreprendre une étude pour confirmer in vivo, I’activité antiplasmodiale de cette tisane sur le P. falciparum.

Mots clés : Artemisia annua, DELI, Plasmodium falciparum, IC50. DAPI, LIBS

Title: Chemosensitivity of Plasmodium falcipurum strains on Artemisia annua tea and characterization of element and
mineral content in Artemisia annua

Summary: In Senegal, the last few years, different methods of interventions and fight against malaria are implemented: the
introduction of Intermittent Preventive Treatment (IPT) in 2003, Artemisinin Combinations Treatment (ACT) in 2005, Quick
Diagnostic Tests in 2008, universal ITN coverage in March-April 2013 and most recently in October, seasonal chemoprophylaxis
in children under 10 years. The implementation of these strategic plans has significantly reduced morbidity and mortality due to
malaria. However, despite this reduction, malaria remains a public health problem. This is partly caused by the parasite
resistance to antimalarial treatments. Thus, effective treatment, less expensive, accessible to all segments of the population,
would be a boon. Artemisia annua, used in the treatment of malaria, presents itself as an alternative. To verify this antimalarial
activity we set as goals to assess the chemosensitivity of P. falcipurum strains on A. annua tea and analyze the composition and
determine the presence of non-toxic concentrations of mineral elements in the leaves of this plant. The study was conducted on
40 samples collected in Pikine in 2010, analyzed by DELI test and 45 samples collected in Thiés in 2011, analyzed by DAPI test.
All these samples were collected from patients with uncomplicated malaria. The LIBS method allowed us to analyze the
concentrations of mineral elements contained in the leaves of Artemisia annua. The results obtained by DELI test showed average
ICsp equal to 0.095 pg / ml. 90% of the samples were below 0.5 ng/ml ICsp, 2.5% have an ICs greater than 0.5 pg/ml and only
7.5% gave none interpretable results. Regarding the reference strains 3D7 and W2, ICsy of 0.146 pg /ml and 0.394 pg /mi
respectively were observed. Results obtained by DAPI test showed a value I1Cs of 1.034 ng /ml. According Sauvin (2002) 41
samples (91.11%) have less than 5 ng / ml ICso, a one (1) (2.22%) has an ICsp greater than 5 pg / ml and only three (3) samples
(6.67%) gave none interpretable results. Referring to Malebo et al, 2009, 15 samples (33.33%) have I1Cso [ 0.5 ng / ml, 25 samples
(55.55%) have ICsp between 0.5 pg / ml and 5 pg / ml and one (1) (2.22%) has an ICso [ 5 ng / ml. Be the author (Sauvin and
Malebo), the results showed good antimalarial activity of our tea A. annua. Regarding the reference strains 3D7 and W2, I1Cs, of
1.040 pg / ml and 1.394 pg / ml respectively were observed. The results obtained by LIBS showed that A. annua leaves contain
different concentrations of macroelements and microelements (K, Mg, Ca, P, S, Fe, Mn, Cu, Zn) essential and important for the
organism and had no concentration of minerals higher than the standards accepted by the WHO in medicinal plants. These
results obtained by these two techniques allow us to affirm ex vivo inhibitory property of the A. annua tea on Pikine and Thies
strains. Those obtained on the mineral elements, demonstrate the non-toxicity of this tea and the presence of essential elements
whose contribution is very important for the organism, and clearly reinforce the possibility of undertaking a study to confirm in
vivo antiplasmodial activity of this tea on P. falciparum.

Keys words: Artemisia annua, DELI, Plasmodium falciparum, 1C50. DAPI, LIBS
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