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Introduction.

Le paludisme a Plasmodium falciparum reste encore a l'aube du 21éme
siécle une érythrocytopathie parasitaire mortelle. Les derniéres estimations du CDC
donnent une mortalité juvélino-infantile spécifique d'environ 1 a 2 millons par an
pour le seul continent africain (3,6). Au Mali le taux de mortalité infanto-juvénile lie
au paludisme est estimé a 42 pour 1000 (13). Dans le monde, environ un enfant
meurt de paludisme chaque minute (Doumbo O., Comm; orale). Cette
hémosporidiose tue par trois mécanismes: acces palustre grave, complications
chroniques et petits poids a la naissance.

De gros progres scientifiques ont été réalisés dans la compréhension de la
biologie du parasite depuis la mise au point de la cuiture continue par Trager et
Jensen en 1976 (45) et dans les relations héte-parasite, ces dix dernieres années.
La biologie moléculaire et I'immunologie du paludisme ont connu un bond
quantitatif jamais égalé dans le domaine des maladies tropicales, durant cette
derniere décennie.

Les firmes pharmaceutiques s’essouflent de plus en plus, quant a la mise au
point de nouveaux antipaludéens, peu chers, non toxiques, faciles a administrer en
médecine communautaire. La Chloroquinorésistance gagne du terrain dans toutes
les zones d’endémie et plus particuliérement en Afrique. Les seules stratégies de
lutte actuellement disponibles pour la communauté villageoise restent la réduction
de la mortalité et de la morbidité par I'utilisation de rideaux et moustiquaires
imprégnés de Pyrethrinoides de synthése, couplée au traitement systématique des
acces palustres (4, 14,32)

L'espoir reste tourné vers la mise au point de vaccins antipaludiques
permettant de réduire I'incidence du paludisme-maladie, donc la mortalité liée au
paludisme. Les résultats récemment obtenus dans ce domaine par différentes
équipes sont encourageants (28). Tous les stades parasitaires sont des cibles
potentielies de vaccins antipaludiques. Différentes protéines sont en cours d’'étude;
parmi lesquelles la TRAP ((Thrombospondin Related Anonymous Protein).

La TRAP est une Glycoprotéine située & la surface des stades érythrocytaires
de P. falciparum , ayant des séquences d'acides aminés communes avec des
protéines déja connues (23, 37, 41). L’homologie la plus marquée porte sur les
séquences Trp-Ser-Pro-Cys-Ser-Val-Thr-Cys-Gly (WSPCSVTCG) présentes en trois
copies dans la Thrombospondine, six copies dans la properdine et une copie dans
la protéine Circumsporozoitaire (CSP, de P. falciparum ) (37).



La TRAP est impliquée dans le processus de reconnaissance et d'invasion de
I'hnématie par les parasites, en se liant spécifiquement & la Thrombospondine (TSP).
Des anticorps anti-TRAP peuvent étre dosés au cours du paludisme et leur
corrélation avec la gravité de la maladie a été évoquée (33,35).

Dans ce travail, notre but était , d'évaluer I'épidémiologie du paludisme dans
une zone rurale du Mali (village de Safo), de mesurer l'incidence du paludisme
maladie dans la population des enfants hospitalisés dans les services de pédiatrie
de I'Hépital Gabriel TOURE, et de doser parallélement le niveau des anticorps anti-
TRAP dans ces deux populations impaludées.



1. Objectifs de notre étude:

- Evaluer la dynamique de la transmission saisonniére du paludisme dans le village
de Safo, par les techniques parasitologiques de la goutte épaisse, du frottis mince et
du QBC (Quantitative Buffy Coat),

- Mesurer le taux d'incidence du paludisme maladie dans la population des enfants
hospitalisés dans les services de Pédiatrie de I'HGT,;

- Mesurer le rle protecteur des anticorps anti-TRAP, vis a vis du portage du parasite
en milieu rural et la gravité du paludisme maladie & P. falciparum en milieu
hospitalier pédiatrique de Bamako;

- Doser le taux des anticorps anti-CSP de P. falciparum dans la population d’enfants
en milieu hospitalier.

- Etablir des corrélations entre ces différents indicateurs paludométriques, et
dégager le role protecteur des anticorps anti-TRAP, sur 'évolution pernicieuse.



2. Généralités sur la TRAP.

2.1 Mécanismes d’invasion de I’hématie par le Mérozoite.

Perkins , et coll 1989 (30) montrent que l'invasion du mérozoite dans
I'nématie nécessite deux types de structure fondamentale, Il s'agit de :

- structures propres a I'hématie , qui sont des récepteurs membranaires spécifiques
d’'espéces plasmodiales;

- structures propres au mérozoite , RBP ou protéines spécifiques du mérozoite qui se
lient aux récepteurs membranaires de I'nématie.

Des études réalisees au microscope électronique avec les modeéles aviaires
(Pasmodium gallinaceum) , simiens (Plasmodium knowlesi) , et humains ,
(Plasmodium vivax et Plasmodium falciparum) révélent que les plasmodies ne
pénétrent pas I'hématie par effraction membranaire. |
Le mécanisme de l'invasion est un processus d'invagination membranaire de
I’'hnématie avec formation d’'une vacuole parasitophore, appelé endocytose (27).

La séquence des événement est trés précise. TOUNKARA (44) résume en sept
étapes successives le mécanisme d'invasion de I'hématie par le mérozoite.



Figure1: Processus d'invasion de I'hématie par le mérozite de P. falciparum
(Hermentin et al., 1984).

1) accidental contact

2) initial attachment

3) erythrocyte deforrmation

4ireorientation and
apical attachment

o) apical cmoplex-erythrocyte
' jenction forrnation

7) internalisation B)invagination

- 1) Contact accidentel du mérozoite avec la surface de I'hématie,

- 2 ) Attachement du mérozoite a la surface de I'hématie; cet attachement peut
s'effectuer au niveau de n'importe quelle structure morphologique du mérozoite.

- 3) Déformation rapide et étendue de I'hématie en un temps trés court, 9 a 15
secondes,

- 4) Réorientation du mérozoite avec attachement de sa zone apicale a la surface
de I'hématie,

- 5) Formation d'une jonction mobile a linterface “ mérozoite - membrane de
'hématie”; celle-ci subit une vague déformation pour engendrer une dépression
concave autour de I'apex du mérozoite.

- 6 ) Invagination de la membrane érythrocytaire en un temps trés bref, une minute;



secondaire aux sécrétions libérées par les structures apicales du mérozoite,
-7 ) Internationalisation du mérozoite avec formation d’'une vacuole parasitophore.

2.2 Les récepteurs de I’endothélium_vasculaire del’hdte pour les
hématies infectées par P. falciparum

Les globules rouges adhérent in vitro & plusieurs lignées cellulaires dont, la
C32 qui reste encore actuellement un modéle standard pour la mise en évidence
de la cytoadhérence. Ainsi Jeffrey etal., (23) au cours de leurs travaux identifierent
trois récepteurs de I'endothélium vasculaire de 'héte pour les hématies parasitées:
- la matrice extracellulaire de la proteine thrombospondine
- 'ICAM-1
- la CD36
Les érythrocytes peuvent se lier in vitro a chacune de ces protéines. La
Thrombospondine et la CD36 s'attachent I'une a |I' autre. Mais chacune
indépendamment de 'autre, peut se lier a I'erythrocyte infecté. Il est actuellement
admis que la présence de la CD36 a la surface des cellules est due a leur capacité
a étre des cibles pour la cytoadhérence des globules rouges parasités (6, 23 ) . La
glyco- thrombospondine protéine, synthétisée par plusieurs types de cellules
adhérentes dont celle de 'endothélium est suspectée d’'étre responsable de la
cytoadhérence (23) . En effet la thrombospondine représente la premiére molécule
identifiee comme récepteur avec lequel les érythrocytes infectés peuvent se lier et
apparait comme un médiateur entre cellule-cellule et cellule-matrice (6, 23, 41 ) .
L'ICAM-1 vient d'étre reconnu comme un récepteur pour une lignée de parasites se
liant spécifiquement a I'endothélium vasculaire.

2.3 Description de la TRAP

La TRAP (Thrombospondin Related Anynomous Protein) est une protéine de
surface de Plasmodium falciparum . Différente de la CSP (Circum Sporozoite
Protéine), la TRAP s’exprime a la fois au niveau des sporozoites et des stades
endoérythrocytaires (37,39). Le géne de la TRAP entiére comprend prés de 1806
nucléotides soit 602 AA. Celle utilisée pour le dosage des anticorps dans les sérums
de Safo ne comporte que 1564 nucléotides soit 521 AA. Des génes de la TRAP
provenant de différents isolats de Plasmodium falciparum ., ont été étudiés dans
quatorze laboratoires distincts.



Tous sont parvenus a la méme conclusion (37, 38); c'est a dire I' existence
d'une zone conservée et une cinquantaine de substitutions d’acides aminés, au
niveau des régions variables.

Aucune substitution n'a été encore observée au niveau de la région WSPCSVTCG
( Trytophane-Sérine-Proline-Cystéine-Sérine-Valine-Thréonine). Cette zone
hautement conservée se retrouve dans la région Il de la CSP (Dame et al.)

( 37) également dans une variété d’autres protéines, la Thrombospondine (Lawler et
Hynes ) (37) et la Properdine (Goundis et Reid ) (37).

C’est en 1988, que Robson et_al. (37), identifierent un gene de Plasmoium
falciparum codant pour pour une protéine appelé TRAP. Le polymorphisme de la
TRAP s'effectue essentiellement par “52 a53" substitutions , soit par transversion
soit par transition (Dolo A., comm.orale). Gréace au progres de I'immunologie et de
la biologie moléculaire, il est possible de produire la protéine TRAP au laboratoire
soit par synthése chimique, soit par génie génétique (40,41). La structure
tridimensionnelle de la TRAP n'est pas actuellement connue.

Il existe trés peu d’études réalisées sur la TRAP a partir du sérum humain.

Les équipes qui travaillent sur cette protéine sont:

- I'équipe américaine du NIH (Prof. L. MILLER),

- I'unité hématologique et biologie moléculaire de l'université d'Oxford (Dr CK
ROBSON),

- I'Institut parasitologique de I'université de Rome (Prof. M. COLUZZI),

- I'équipe allemande de biologie moléculaire de l'université d'Heidelberg (Prof. H.
BUJARD),

- I'équipe malienne du Deépartement d’Epidémiologie des Affections Parasitaires de
I'Ecole Nationale de Médecine et de Pharmacie (Prof. O. DOUMBO, Dr A. DOLO).

Les travaux déja réalisés portent essentiellement sur I'aspect de la biologie
moléculaire de la TRAP et I'étude de la dynamique des anticorps anti-TRAP dans
certaines populations impaludées .

Le Plasmodium est une “mosaique antigenique” , & chaque stade correspond
une speécificité antigénique. Or la TRAP est la seule protéine qui s'exprime aussi
bien au niveau des sporozoites qu'au niveau des stades endoérythrocytaires (10,
38, 41). Ce qui montre I'intérét clinique et épidémiologique de I'étude de la valeur
protective de la réponse immunitaire induite par la TRAP.



3. Méthodologie.

3.1 Lieux d’Etude: le village de Safo et la ville de Bamako

3.1.1 Safo

Notre étude a été effectuée dans une zone rurale malienne , le village de
Safo situé a 15 kms au Nord-Est du quartier Bankoni de la capitale Bamako. ||
constitue le chef lieu d'un secteur de développement de 18 villages de
I' arrondissement de Kalabankoro , cercle de Kati .
Safo serait issu de I'extension du Royaume Bambara de Ségou .

Biogéographie
- Le relief
Il est essentiellement constitué par le DIENFA-KOULOU |, KOULOUDJAN et le
TORODOKOULQUNI qui sont des prolongements du plateau Manding .
-La végétation
Elle est de type savanne arborée avec un tapis herbace . Cette végétation subit une
certaine désertification liée a l'exploitation abusive du bois , a I'élevage des caprins
et au déficit pluviomeétrique de ces dernieres années.
-La faune
Jadis riche, elle se trouve aujourd'hui trés appauvrie par la chasse intensive . On y
rencontre quelques rares espéces : lievres , chats sauvages , singes , phacogéres ,
perdrix , pintades sauvages .
-Le climat .
Le climat est de type nord soudanien caractérisé par l'alternance de deux grandes
saisons :
* Une saison pluvieuse qui s'étend de Mai a Octobre avec un maximum en Ao(t-
Septembre . C'est la période de transmission intense du paludisme .
* Une saison seche qui est fraiche de Novembre a Janvier et chaude de Février a
Mai avec une température maximale observée en Mai.
-L'hydrographie
Le village de Safo est essentiellement arrosé par trois cours d'eau temporaires,
grossis pendant la saison pluvieuse par les eaux de ruissellement des collines qui
sont le TRONO, le NIAMADOKO et le NGOLONOGONI

Données socio-démographiques .
La population du village de Safo est évaluée a 1500 habitants repartie entre quatre



quartiers : Sidoni , Koko , Bougoudacourani , et Bougoucoro avec un petit secteur
libre des enseignants . Elle est principalement composée de Bambara autochtone
(90% ) , de Malinké (6%) et d'une minorité de Peulh et de Sarakolé . C'est une
population animiste , mais il existe quelques familles chrétiennes et une minorité de
musulmans . L'habitat comprend trois types de construction :

- des cases rondes avec un toit de chadme conique ;

- des cases rondes ou rectangulaires avec un toit en terrasse ;

- des maisons rectangulaires avec un toit en tdle (rares) .

Les murs de ces constructions en banco présentent des fentes de retrait qui sont
d'excellents lieux de repos pour les moustiques , de méme que les toits de chadme
et de terrasse.

Activités économiques
La population de Safo est rurale a 100% . Les principales activités économiques
sont l'agriculture et I'élevage .

On rencontre trois groupes de cultures :

-Cultures vivriéres mil , arachide , riz , sorgho , mais , manioc . Seuls les
excédents sont commercialisés .

-Cultures maraichéres : Elles constituent une source de revenu trés importante car a
proximité de Bamako ou ces produits sont écoulés . lls comprennent notamment les
aubergines , les tomates , le gombo , les oignons et les épices .

-Cultures fruitieres  : Il existe quelques vergers de manguiers et de citronniers . On
rencontre également dans les jardins des papayers, des bananiers , des goyaviers .
A cOté de ces cultures les produits de cueillette occupent une place trés importante
dans les activités économiques a SAFO. L'élevage est une activité pratiquée surtout
par la minorité peulhe . On y rencontre surtout des bovins , des caprins, des ovins et
des volailles .

Infrastrucures
Le village de Safo est doté d'une école primaire et d’'un dispensaire.

L’ école fondamentale de Safo a été créee en 1960 . Elle compte 6 classes
de 150 éleves . Les activités pédagogiques sont assurées par trois enseignants
avec un systéme d'enseignement a double vacation.

Le taux de scolarisation est d'environ 20% d'enfants scolarisables . L'école de Safo

est la seule pour les 18 villages du secteur de développement .

Le dispensaire rural de safo a été construit en 1967. Il joue le réle de chef-
poste médical des 18 villages du secteur de développement . Ce centre est dirigé
par un infirmier du premier cycle assisté d'un aide-soignant . Une maternité tenue
par une matrone rurale assure les activités de Santé Maternelle et Infantile (SMI).
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Situation sanitaire

Depuis 1989 notre équipe mene a Safo une surveillance réguliéere du paludisme
aussi bien sur le plan Dbiologique que clinique . Le paludisme reste
hyperendémique a Safo avec une transmission saisonniére d'au moins quatre
mois. L'indice plasmodique varie de 59% a 55,2% (3). L'onchocercose , les
bilharzioses et les helminthiases intestinales, sont aussi prévalentes dans la
population de Safo .

Les gastroentérites constituent une importante cause de mortalité infantile . Les
epidémies (rougeole , meéningite) surviennent presque tous les deux ans (3).

3.1.2 Hoépital Gabriel Touré,

L’'hopital Gabriel -Touré est situé en plein centre de Bamako , au quartier
Médine. Il est I'un des trois plus grands hdpitaux de la ville de Bamako et le seul a
disposer de services de pédiatrie. lIs sont au nombre de quatre et se partagent les
activités de consultation externe et d’hospitalisation. Les services de pédiatrie ont
une capacité d’hospitalisation de 80 lits. Le personnel est composé de 10 pédiatres
dont deux professeurs agreges.

En outre, ces services possédent un laboratoire de biologie médicale qui
assure I'essentiel des examens courants (hématologie, biochimie et parasitologie).
Cette disponibilité facilitait considérablement le dépistage des cas de paludisme
durant notre étude. Ce laboratoire est dirigé par un infirmier d’Etat recyclé en
biologie.
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Figure2: Situation géographique du village de Safo et de la ville de Bamako.
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Figure3: lieu d'étude clinique, la ville de Bamako.
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3.2. Période d’étude
Safo
C’était un suivi longitudinal d'une cohorte de 200 individus, sur le plan

parasitologique. Cette enquéte longitudinale a été coupiée a deux passages
transversaux effectués en Mai et Décembre 1989, pour le dosage des anticorps anti-
TRAP. Les sérums ont été congélés a -20°C. Les dosages seérologiques ont été
effectués en 1991, suite a la production de la TRAP par génie génétique par I'équipe
de biologie moléculaire du Professeur H. BUJARD (Heidelberg, RFA).

Le travail sur le QBC a été effectué au mois de Juin 1992, en début de
transmission.

Hébpital Gabriel -Touré

Nous y avons réalisé une étude cas-témoins durant la saison de transmission
1992.
Le dépistage des cas et la surveillance clinique ont été effectués d’Aodt a Novembre

1992 (soit 3 mois). Cette période correspondait a la saison de transmission intense
du paludisme dans cette partie du Mali, avec une incidence élevée des acces
graves dus a P. falciparum

3.3 Echantillonnage
A Safo

La taille minimun de I'’échantillon a été calculée en tenant compte d'un risque
Alpha de 5%, d'une prévalence parasitaire de 70% et d'une proportion moyenne de
perdus de vue, annuelle de 6%. Notre population cible d’étude, dans ce village était
composée d'adultes, d’'adolescents et d’ enfants. Un total de 200 individus ont été
suivis durant notre enquéte.
A I’Hoépital Gabriel Touré.

Nous avons réalisé un recensement systématique de tous les cas de fievre
vus dans les services de pédiatrie durant cette période. La population cible était

constituée des enfants de 1a 12 ans recgus en consultation externe ou hospitalisés
dans les services de pediatrie. Les cas et les témoins ont été définis selon des
criteres cliniques et biologiques.

La taille minimum de I'échantillon a été calculée en fonction d'un risque
Alpha de 5%, B de 20% et d'une différence ¢ de 10% ( que nous comptions observer
entre les deux groupes: cas / témoins).
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* Définition des cas graves :

- le coma (stade |, II, I, carus),

- I' hypoglycémie, (glycémie < a40 mg/dl)

- le choc, tension systolique < a 50mm de Hg (enfants de1-5 ans) , <70mm deHg
(enfants de 6-12 ans)

“Tout malade présentant au moins un de ces signes avec une goutte épaisse ou un
frottis positif a Plasmodium falciparum et une amélioration de I’état aprés un
traitement antipaludique a été considéré comme cas grave de paludisme a
Plasmodium falciparum

* Définition des cas témoins:

- la température axilliaire supérieure ou égale a 37°5 (sans correction)

- la goutte épaisse positive & Plasmodium falciparum,
- Sans signes de malignité ci dessus décrits,
* Critéres d’'exclusion

Ont été exclus de notre étude, les enfants qui présentaient , un abcés ou une
blessure septique, une angine, des symptéomes d'infections respiratoires , des
infections ORL, une méningite bactérienne, une rougeole, une fievre typhoide.

* Critéeres d'inclusion

Tout enfant quelque soit sa provenance (rurale , peri-urbaine , urbaine) de 1a12 ans
regu en consultation externe ou hospitalisé dans l'un des quatre services de
pediatrie de 'HGT durant la période d’étude, et repondant a la définition de cas ou

de témoins (ci dessus citée), était inclu dans le protocole. A la fin du protocole
chaque cas grave a été apparié a trois cas témoins selon I'dge et l'origine
géographique. Ainsi 86 appariements ont été realisés, soit un total de 340 malades
qui ont bénéficié des tests immunologiques.

3.4 Type d’Etudes.

- A Safo, nous avons réalisé une enquéte prospective longitudinale. Un
suivi d'une cohorte de 200 sujets répartis en 27 familles a été réalisé. Nous avons
pu ainsi estimer l'incidence de l'infection palustre et des épisodes morbides chez
chaque sujet. Les prélévements pour le dosage des anticorps anti-TRAP et le QBC
ont été realisés a 'occasion des passages transversaux en fonction des saisons
(pluvieuse ou séche).

NB: En plus des antiorps anti-TRAP et de la parasitémie, d'autres types d'anticorps
ont été dosés a Safo (anti-corps anti-M6, M7, M11, F7 etc.. , fragments de la gp190,
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antigéne majeur de la surveillance du mérozoite de P. falciparum), durant ces deux
passages transversaux.

- A I’Hopital Gabriel Touré, nous avons effectué une étude Cas-Témoins.
86 cas ont été appariés a 340 témoins. La valeur prédictive de chaque signe et des
anticorps anti-TRAP a été estimé en utilisant le ODD RATIO.

3.5 Approche des problémes d’éthiques médicales.

- A Safo,

Les cas fébriles ont été systématiquement traités avec du paracétamol avant les
résuitats du frottis (coloré et lu sur place ). Tout enfant parasité regevait gratuitement
une dose curative de chloroquine et ou de sels de quinine, en fonction de la gravité.
Les traitements et le suivi clinique étaient assurés par un médecin de notre équipe.
Les prélévements de sang n'étaient effectués qu' avec I'accord éclairé d’au moins
un parent de I'enfant (pére ou mére). Un contrat social était préalablement signé
avec les chefs de famille et le chef de village, aprés plusieurs réunions de
sensibilisation dans le village. L'adhésion des familles au protocole était totalement
libre. Une consulation médicale gratuite était systématiquement organisée pour le
reste de la population (méme pour les familles non incluses dans le protocole de
recherche). Le personnel de santé local a été intégré dans notre équipe durant nos
activités de recherche. Ce qui a permis leur récyclage. Un équipement médical a été
fourni au chef de poste médical de Safo et a la matréne rurale. Un dépét
pharmaceutique a été réalisé dans le village a partir de la liste des médicaments
essentiels de l'initiative de Bamako. Le médecin chef de Kati, responsable sanitaire
de la zone a été régulierement informé de toutes nos activités dans ie village.

-A [I’Hépital Gabriel Touré, nous avons obtenu également le

consentement de la famille avant d'entreprendre tout traitement et prélévement .
Durant I'étude, toutes les précautions d’'aseptie ont été conformes au
recommandantions de I'OMS (1992).
Tout le suivi clinique a été réalise par I'équipe de pédiatres. Le laboratoire de
biologie médicale de la pédiatrie a bénéficié d’'un approvisionnement en réactifs et
d’'un microscope. Nous avons entierement pris en charge tous les traitements des
cas et des témoins durant leur hospitalisation.
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3.6 Variables mesurées

A Safo nous avons mesuré la parasitémie, I'dge, les anticorps anti-TRAP,
anti-P190, et caractériser le type d’hémoglobine pour chaque unité statistique.

A I'Hopital Gabriel Touré d’autres indicateurs ont été mesurés tels : le coma,
la glycémie , I'évolution de la maladie, la tension arterielle, la température rectale,
les anticorps anti-TRAP et anti-CSP.

3.7 Techniques biologiques

3.7.1 Goutte Epaisse et frottis mince:

Matériel

-Boite OMS de conservation de lames,

-coton sec,

-alcool éthylique a 90°,

-eau tamponnée (ph=7,2),

-marqueurs indélébiles de couleur noire,

- feuilles d'identification

-lames porte-objets , dégraissées dans une solution l'alcool-éther.
- vaccinostyles stériles

Mode opératoire
Avant la mission nous avons réalisé au laboratoire la récupération des lames et la
préparation de I'eau tamponnée .

* Récupération des lames
- tremper les lames au moins 48 heures dans une solution de détergeant
( OMO pour la lessive de 50 grs pour 500 lames a diluer dans une quantité 5 litres
d'eau ),
- rincer ensuite a l'eau courante (se munir de gants),
- plonger dans un bac contenant une solution de dégraissage (alcool 90° et acide
chlorydrigue a 10%) pendant 24 heures,
- rincer a nouveau a l'eau de robinet,
- placer dans une boite a lame (100 lames par boite),
- faire sécher durant une heure a l'incubateur a75°,
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- emballer et conserver a l'abri de la poussiére et de I'humidité, par paquets de 50
lames.

“Préparation de |'eau tamponnée

- prendre un litre d'eau distillée ou d'eau désionisée,

- transvaser dans un flacon en verre, a fond plat de 1 litre,

- écraser un comprimé tampon a l'aide d' un pilon dans un mortier , bien triturée de
facon a obtenir une fine poudre,

- ajouter cette poudre dans le flacon contenant I'eau distiliée,

- mettre une baguette magnétique et centrifuger durant quinze minutes a 750 tr/mn.

Prélévement de sang.

Le premier jour est consacré a linstallation , la prise de contact et la sensibilisation
de la population .

Le travail débute le lendemain dés 7h30 . Il consiste a prélever le tout venant sans
critere d'exclusion . La seule condition est d'étre un résidant de SAFO . Nous
mettons trois postes en place . Le premier s'occupe de l'enregistrement et de
lidentification , le second se charge de la réalisation des trois examens c'est a dire ,
la goutte épaisse , le frottis mince et le QBC . Enfin le troisiéme concerne
uniquement la clinique .

La goutte épaisse , le préléevement s'effectue sur des lames préalablement
dégraissées ou neuves . Pour réaliser la goutte épaisse, il faut se munir d'un coton
imbibé d'alcool (pas en excés pour éviter de fixer le sang ).

- aseptiser le pulpe du majeur (gauche pour un droitier et inversement),

- enlever le vaccinostyle stérile et piquer franchement sans hésitation , d'un coup
sec et rapide,

- jeter le vaccinostyle dans le haricot ( a I'abri des enfants),

- essuyer la premiere goutte de sang avec du coton sec ,

- puis sur une lame qui repose sur une surface plane , déposer en son centre la
deuxiéme goutte de sang de telle sorte que le volume fasse 20 microlitres,

- saisir une seconde lame par les bords entre le pouce et l'index afin que l'un de
ces coins puisse servir a imprimer dans la goutte des mouvements circulaires
croissants du centre vers la périphérie .

- exercer une pression suffisante pour qu'elle soit rayée quelque peu,

La préparation se trouve ainsi sur un support moins lisse et de cette fagon mieux
amarrée sans tendance au décollement au cours de la coloration . Cette opération
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s‘appelle une défibrination mécanique. Poursuivre le mouvement 15 a 30 secondes
pour étaler la goutte a un diametre de 1,5 centimétres .
- numéroter la lame.

Le frottis mince, s'effectue simultanément avec la goutte épaisse . Si le sang

ne coule plus , exercer une pression a proximité de la piqdre;

- mettre une lame dégraissée et numérotée au crayon au contact de la goutte de
sang ( sans que le doigt ia touche),

- recueillir une goutte (10-15 pl) a un centimeétre de |' extrémité portant le numéro
d'identification,

- a l'aide d' une seconde lame , faire un angle de 45° devant I'étalement,
- grace au majeur ou l'index de la main gauche soutenir la premiére lame au niveau
du coin gauche en dessous de la goutte de sang,
- prendre la seconde lame, reculer en gardant toujours le méme angle,

- dés le contact la goutte de sang, avec le bord de la lame, il s'étale par capillarité
dans le diédre formé,

-pousser réguliérement , et rapidement la seconde lame vers l'avant qui toujours
par capillarité entraine le sang a sa suite,

- il s'étale avec continuité en s'épuisant vers I'extrémité de la lame support,

- ainsi on obtient une queue de frottis arrondie, en formant une couche
monocellulaire de globules rouges. cette zone est privilégiée pour I' observation
microscopique de la morphologie et de la couleur des hématies parasitées et des
stades parasitaires .

La coloration

* Goutte épaisse

Les gouttes épaisses sont colorées au laboratoire de préférence 24 heures aprés le
prélevement . Les lames sont acheminées chaque soir par notre véhicule qui
assure la liaison entre le terrain et le laboratoire.

Matériels

-flacon commercial de solution mere du colorant Giemsa a 3%
- éprouvette graduée (10 ou 20 ml)

-grande éprouvette graduée en plastique .

- bécher de 1 litre

- minuterie

- papier indicateur

- eau tamponnée (pH=7,2)
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- ratelier
-bac de coloration (100 lames)
Mode opératoire:

La coloration est faite, soit par groupe de lames de 100 ou par lame isolée.
Pour la coloration d'une lame la dilution est de: 2 ml d'eau distillée + 3 gouttes de
Giemsa . pour colorer 100 lames, il faudrait remplir {a boite de rangement d'eau
courante pour évaluer son volume (750 ml) :

- prendre 22,5 ml de Giemsa pour 727, 5 m| d'eau tamponnée,

- ranger les lames dans la boite ventre contre dos,

- mesurer 727, 5 ml d'eau tamponnée,

- verser dans le broc et y ajouter 22,5 ml de Giemsa ( solution de Giemsa a3%)

A l'aide d'une éprouvette en verre ou en plastique mélanger pendant
quelques secondes . Puis repartir uniformément le colorant le long de l'allée
centrale qui sépare les deux rangeées . Lorsque la boite est remplie , recouvrir avec
une plaque de plastique perforée . Laisser ainsi pendant 45 minutes a la
température ambiante . A la fin du temps imparti , ajouter au niveau des trous |'eau
distillée jusqu'a I' apparition de I'écume fluorescente a la suface des perforations .
Agiter Iégérement et incliner la boite pour permettre I'écoulement du colorant .
-Rincer une seule fois a I'eau distillée .

-Retirer les lames et les disposer sur un ratelier .

La lecture s'effectue a l'objectif 100 a immersion.

* Le frottis mince

Sur le terrain nous utilisons” I'hémacolor” qui est une technique rapide de la
coloration du frottis . A la différence de la goutte épaisse , le frottis doit étre toujours
fixé au méthanol avant toute coloration . L'hémacolor est constitué de trois kits .
Dans le premier on trouve le méthanol , de I'éosine pour le second et dans le
troisieme du bleu de méthyléne . Le principe consiste a ouvrir le couvercle du
meéthanol et a y tremper trois fois la lame (quelques secondes ) . Laisser sécher
trente secondes puis plonger dans I'éosine aqueuse deux a trois fois .

Laver dans le bac contenant I'eau tamponnée et passer six a huit fois dans le
bleu de méthyléne . Laver a nouveau dans l'eau tamponnée . La lecture peut étre
réalisée cing minutes apres .

Nous avons développé dans notre équipe une technique plus rapide, qui
utilise le vert de malachite (14). En effet cette coloration ne nécessite que trente
secondes, ce qui diminue considérablement ['attente des patients .

Le frottis et le QBC ont été utilisés pour le’ screening’ lors de notre enquéte . Toute
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personne déclarée positive est aussitdt traitée et prélevée pour le test in vivo de
chimiosensibilité si la prasitémie périphérique excéde 1000 trophozoites par mm3
de sang .

* QBC (Quantitativite, Buffy , Coat)

Matériel

- tubes capillaires contenant de I'acridine orange et un anticoagulant .
- portoir

- crayon a papier

centrifugeuse

parafuge

paralens

microscope a fluorescence
- étiquette
-paraviewer

Mode opératoire:

Une fois que les préiévements du frottis et de la goutte épaisse sont réalisés ,

- presser le doigt pour recueillir le sang dans le tube capillaire,

- tenir le tube horizontalement |, le rouler entre les doigts a plusieurs reprises afin
que le sang puisse se mélanger avec la couche d'anticoagulant ,

- tourner le tube dans l'autre sens et l'incliner de sorte que le sang s'écoule vers
I'extrémité revétue du colorant orangé,

- rouler cing fois le tube pour que le sang s' impregne du colorant ,

- incliner légerement le tube afin que le sang parcourt une distance d'au moins six
mm dans le sens opposé du revétement orangé pour permettre le bouchage du
tube,

- boucher avec une fermeture en plastique , tourner en enfoncant le bouchon a la
main , pour |' etanchéite .

- a l'aide d'une pince propre saisir un flotteur et l'inserer par I'extrémité libre,

- identifier I' échantillon sur une étiquette autocollante qui sera placée entre les
deux traits blancs du tube,

- poser les tubes dans les rainures du rotor du centrifugeur en tenant compte de
I'équilibre ; mettre le couvercle du rotor , fermer puis verrouiller .

- aprés cing minutes arréter la centrifugeuse , sortir les tubes et les ranger
verticalement sur le portoir avec leur extrémité bouchée dirigée vers le bas .
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La lecture

- adapter le tube QBC centrifugé dans la rainure du “paraviewer” de sorte que
l'extrémité bouchée dépasse la zone abaissée du porte-tube,

- poser le “paraviewer” sur la platine du microscope a fluorescence, porter 'objectif
au x50,

- ajouter deux a trois gouttes d' huile d'immersion d'optique a fluorescence,

- effectuer la mise au point sur la région du tube occupée par la couche leucocytaire,
- déplacer la platine de sorte que la partie supérieure de la couche érythrocytaire
expansée se trouve dans le champ visuel.

* ELISA pour le dosage des anticorps anti-TRAP
Matériel

- coating Buffer
- blocking Buffer

- phosphate Buffer saline

- substrat : diéthanolamine

- spray pour le washing Buffer

- embouts jaunes et bleus

- micropipettes

- micropipettes d'éppendorf 20, 100 , 250, 1000
- plaques flexibles a fond rond

- bécher en plastique

-pipette Pasteur

- agitateur

- chronométre

-lecteur de plaque Titertek Multiskan plus
- boites rectangulaires pour incubation

- tubes Falcon de 50 ml et de10 m|

- Titertek microplate Washer

Mode opératoire

* Obtention de I'antigene.

Nous avons bénéficié pour |'obtention des antigénes TRAP de la
collaboration de I'Institut parasitologique de ROME qui a réalisé la Polymérase
Chain Reaction et le clénage .

Le génome de I'ADN de P. falciparum est extrait des cultures in vitro des isolats
ITO4/Brasii. 0,1 microlitre de cet ADN sert de matrice pour ‘amplification du codage
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de la séquence de TRAP par la Polymerase Chain Reaction utilisant des conditions
standards de réaction .

L'amplification a lieu dans un ordinateur programmé pour 30 cycles . Le
fragment d'ADN résultant est purifié par électrophorese sur gel de polyacrylamide ,
coupé avec le Bamhl et Hindlll et cloné dans le vecteur .

*La technique ELISA .

- diluer I'antigéne TRAP a la concentration de 5 ug / ml dans du tampon carbonate
pour la “sensibilisation” (Coating) des plagues flexibles a fond rond,

- repartir 50 pl par puits des antigenes dilués pour le “Coating Buffer” et incuber
toute la nuit a + 4°,

- laver 10 fois avec le tampon de lavage le “Washing Buffer”,

- repartir du “Blocking Buffer” a raison de 200 p! par puits et laisser agir 30 mn a
1heure a la température du laboratoire,

- laver 10 fois au “washing Buffer”,

- déposer 50 pl du premier anticorps (sérum a tester) dans chaque puits dilué au
1/200 avec le 2 x PBS,

NB: Pour le contrdle positif on utilise I'anticorps anti-TRAP polyclonal de souris et le
2 x PBS pour le contrble negatif .

- incuber pendant trente minutes a la température ambiante (chambre humide)

- laver 10 fois au Washing Buffer”,

- mettre dans chaque puits 50pl du deuxieme anticorps marqué a la phosphatase
alcaline dilué au 1/5000 : avec 2 x PBS

. antiglobuline anti-mouse-PA pour le contrble

. antiglobuline anti-humain-PA pour les sérums testés.

-incuber trente minutes a la température ambiante (chambre humide).

- Laver 10 fois au “Washing Buffer”,

Pour la révelation de la réaction Ac-Ag:
- répartir 50 pl par puits de la solution du substrat; ajouter le 4 nitrophényl phosphate
(poudre) au tampon diéthanolamine juste avant la réaction. Contrdler la réaction
apres quinze minutes.
-ajouter 50pul par puits de la solution d'arrét de la réaction chromogéne (Stop
solution = EDTA 500 mM) juste apres les quinze minutes.

La lecture se fait au spectrophotometre (lecture horizontale), a la longueur
d'onde de 405nM, et les résultats sont exprimés en densité optique (DO).
NB : Chaque sérum est répeté 3 fois (3 puits par sérum pour les différents
antigenes).
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* ELISA pour le dosage des anticorps anti-CSP
Principe :

Le sérum dilué est placé dans les puits. La microplaque est ensuite mise a
incuber. Si des anticorps spécifiques sont présents , pendant la phase d’' incubation
ils se combinent avec 'antigéne fixé ala phase solide. Aprés élimination par lavage
des substances non fixées , un anticorps anti-lgG humaine ( provenant de la chévre)
conjugué a une enzyme-phosphatase alcaline (ALP) est ajouté.

Aprés lavage du conjugué non lié , la microplague est mise a incuber avec
une solution de substrat p-nitrophényl-phosphate (pNPP) , lequel va réagir avec
I'ALP pour former du P-nitrophénol
Matériel
-( NANP) 40 Microplate
- Sporozoite Ig Negative Control Serum
-Sporozoite Ig Medium Positive Control Serum
-lg conjugate
- Washing Buffer
- Substrat
-Stop solution
-Fermoir
- Couvercles pour plaques
- Pinces
- Papier Log-Log
- Diluent concentrate
Mode Opératoire

- préparer les dilutions des sérums des patients au 1: 201,
- laisser incuber 60 minutes a la température ambiante,
- distribuer en double 0,1 ml de chacun des sérums de contrdle négatif (puits B1-
B12 , moyen positif (C1-C2) et les échantillons dilués de patients,

- placer les échantillons dans les puits adjacents . Les puits réservés au Blanc et a
la courbe d'étalonnage (puits A1, A2 , D1-H1 et D2-H2) doivent étre remplis avec la
solution de dilution (0,1ml / puits),
- couvrir la plaque avec le couvercle adhésif et |'agiter doucement une quinzaine de
secondes a la main,
- laisser incuber 60 minutes a la température ambiante, puis laver les puits,
- distribuer les réactifs de la maniere suivante -
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- 0,1ml de solution de dilution préte a I' emploi dans les puits A1-A2; 0,1ml de
la premiére dilution ALP-mAb ( au1/120) dans les puits D1-D2 puis les dilutions
suivantes dans les puits E1 ,E2 -H1, H2,

-ajouter 0,1 mide conjugué Ig dilué dans chaqgue puits réservé aux controles
(B1-B2; C1-C2) et aux sérums des patients (A3-A4; H3-H4),

- couvrir la plague avec le couvercle adhésif,

- laisser incuber 60 minutes a la température ambiante,
- faire de nouveau le méme lavage.

Revélation de la réaction de coloration et lecture

- ajouter 0,1ml de solution de substrat, préte a 'emploi dans tous les 96 puits,
- recouvrir la plague avec le couvercle adhésif (parafilm),

- laisser incuber 60 minutes a la température ambiante,

- retirer le couvercle adhésif,

- ajouter 25ul de solution d’arrét dans chaque puits,

- utiliser un lecteur de plagues de microdosage,

- effectuer la lecture a une longueur d’'onde de 405nm.

Schéma A

b N N S2  S2

c P P S3  S3

d D D S4 5S4

e D D S5 S5

f D D S6  S6

g D D S7 s7

h D D S8 S8

D= Diluant ; P= Sérum ; N= Séerum de contrdle négatif.
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3.8 Analyse des données

La saisie et I'analyse de nos données ont été réalisées sur Epi info 5,1 et SAS 5-18
Nous avons utilisé les tests statistiques suivants :

* le Kappa statistique,

* le test de rang de Wilcoxon, et le test de Mantel-Hanzel,

* le test de Kruskal-Wallis, pour les variables quantitatives (taux d'anticorps),

* le test de Chi carré de Pearson pour la comparaison de fréquences,

* le ODD Ration pour fa recherche de prédiction de protection,

* le Risque Alpha de premiére espéce a été fixé a 0,05 pour tous nos tests.

* la regression linéaire a aussi été utilisée.

3.9 Laboratoires et services associés

* Département d’Epidémiologie des Affections Parasitaires, Prof. A. DIALLO,
Prof. 0. DOUMBO

* Services de pédiatrie de I'HOpital Gabriel Touré, Prof. MM KEITA, Prof. T.
SIDIBE

* Laboratoire de Biologie Moléculaire, Heidelberg (RFA), Prof. Doc. H.
BUJARD.

* Laboratoire de Parasitologie, Rome (ITALIE), Prof. M. COLUZZI.
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4. Résultats.

4.1 Safo.
4.1.1_Résultats parasitologiques.

Nous avons travaillé sur un échantillon de 161 personnes.

Les trois examens parasitologiques (frottis, QBC, goutte épaisse), ont été effectués
simultanément sur 103 individus.

L'indice plasmodique était de 33,54% (54 / 161) dans notre échantillon a la
goutte épaisse, au mois de juin 1992 .

La formule parasitaire était composée essentiellement de P. falciparum
(90%) et de P. malariae (10%). Aucun cas de P. ovale n’a été détecté durant notre
enquéte de juin.

L'indice gamétocytaire était de 0,62% (1 / 161).

Sur les 103 personnes qui ont subi les trois épreuves parasitologiques, nous avons
dénombré 14 porteurs de Plasmodium au frottis mince, 33 a la goutte épaisse et 41
au QBC.

Tableau | : Prévalence du portage du Plasmodium au frottis mince

FROTTIS EFFECTIF %
POSITIF 14 13,6

NEGATIF 89 86,4
TOTAL 103 100

Ce tableau nous montre sur un effectif de 103 personnes , 14 positifs
au frottis , soit un taux de prévalence parasitaire au frottis mince de 13% .

Tableau Il : Prévalence du portage de Plasmodium a la goutte épaisse

GE EFFECTIF %
POSITIFS 33 32,1
NEGATIFS 70 67,9

TOTAL 103 100

Dans ce tableau le taux de portage de plasmodies a la goutte epaisse

etait de 32% (33 / 103).




Tableau lll_: Prévalence du portage de Plasmodium au QBC.
QBC EFFECTIF %
POSITIFS 41 39,8
NEGATIFS 62 60,2
TOTAL 103 100

Le taux de prévalence parasitaire a la technique du QBC etait dans

notre échantillon de 39,8% (41 / 103).

Tableau IV : Comparaison de l'indice plasmodique entre les techniques de

la GE et du QBC.
GE/ QBC POSITIFS NEGATIFS TOTAL
POSITIFS 28 13 41
NEGATIFS 5 57 62
TOTAL 33 70 103

Pour les autres résultats analytiques, nous avons calculé la spécificité, la
sensibilité et les valeurs prédictives, du QBC par rapport a la GE .

Se =0, 84

Sp = 0,81

Vpp =0, 68

Vpn =0, 91

Nous avons par ailleurs évalué la concordance entre les deux techniques
parasitologiques, en utilisant le test statistique KAPPA . Nous obtenons une
statistique KAPPA de 0,62; ce qui représente une bonne concordance .
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Tableau V : Comparaison entre les résultats du frottis mince et du QBC.

Frottis/ QBC POSITIFS NEGATIFS TOTAL
POSITIFS 14 27 41
NEGATIFS 9 62 62

TOTAL 14 89 103
Se =1
Sp=0,69
Vpp = 0,34
Vpn = 1

Les mémes analyses sont effectuées pour le QBC / FROTTIS . Pour leur
dégré de concordance, la statistique KAPPA est de 0,38.

La concordance entre les deux méthodes est tres faible statistiquement pour
les résultats positifs. '
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4.1.2_ Résultats immunologiques.

Les sérums ont été répartis en trois classes d'age, les enfants de 2 a 5 ans
les adolescents de 6 a 14 ans et au dessus de 15 ans, les adultes avec des effectifs
respectifs de 88, 66 et 39 .

Tableau VI : Comparaison des titres des anticorps anti-TRAP en fonction des
groupes d’age et des saisons a Safo.

GROUPE D'AGE MAI DECEMBRE pb
QL M Q Q M Qy
Adultes (n=88) 0,38 053 0,75 0,39 0,55 0,77 0,07
Adolescents (n=66) 0,18 0,29 0,48 0,26 0,39 0,63 0,004
Enfants (n=39) 0,15 0,20 0,37 0,23 0,36 0,56 0,001
P <0,0001 P=0.001

QL =lower quartile (Q1); Qu =upper quartile (Q3).
M =Medium (Médiane).

Ce tableau montre un taux élevé d'anticorps anti-TRAP chez les adultes au
mois de Mai avant le début de la transmission . Ce pourcentage évolue légerement
entre Mai et Décembre (p=0,07).

Par contre dans le groupe des enfants et des adolescents le nombre des
seropositifs pour les anticorps anti-TRAP augmente significativement durant cet
intervalle (p<0,004,; p<0,001).

La différence du taux d ‘anticorps anti-TRAP entre les aduites et chacun des

jeunes groupes d'age est fortement significative (p<0001) .
Cependant la différence des taux de portage d' anticorps anti-TRAP entre les
enfants et les adolescents est significative avant la période de tranmission (p<0,03,
au test bilatéral pour une distribution asymptotiquement gaussienne). Cette
différence n'est pas significative au mois de Décembre (p>0,05).



e

Figured4:Taux de prévalence du paludisme dans les différents groupes d'age en

Taux de prévalence(%)

fonction de la saison.
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Tableau VIl : Comparaison des titres d’anticorps anti-TRAP au mois de Mai entre les
individus parasités et non parasités

Age groupe Parasités Non-parasités pb
QL M Qua QL M Qua
Adolescents (n=11) 0.21 0.38 0.57 (n=52) 0.17 029 044 0.2
Enfants (n=14) 0.22 033 055 (n=21) 0.14 018 0.22 0.005
p=0.1 p =0.002

NB: Seuls 6 adultes étaient porteurs de plasmodies au mois de Mai, raison pour
laquelle les adultes n'ont pas été inclus dans l'analyse de ce tableau.

Dans le groupe des adolescents, il n‘existe pas de différence statistique
significative entre les sujets porteurs de parasites et ceux a goutte épaisse négative,
quant a leur taux d'anticorps anti-TRAP (p=0,2). Par contre cette différence est trés
significative dans le groupe des enfants (p<0,005).

La comparaison des taux de portage des anticorps anti-TRAP entre enfants et
adolescents montre une différence statistique:

- non significative, en cas de portage de Plasmodium (p=0,1),
- trés significative, en cas d’absence de parasites dans le sang (p=0,002).

Nous avons par ailleurs testé au vu de nos résultats, I'hnypothése selon
laquelle “la présence des anticorps anti-TRAP dans le sérum avant la saison de
transmission aurait un impact sur l'infestation palustre durant la saison de

transmission”.
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Deux modeéles d'analyse des données ont été utilisés:

- le premier modéle teste le fait que les anticorps anti-TRAP jouent un rble essentiel
dans la maintenance de I'immunité stérilisante; donc la premiére date d’apparition
d'une parasitémie détectable par la microscopie est considérée comme le jour
critique;

- le second modéle teste le contrle possible des fortes parasitémies par les
anticorps anti-TRAP; donc le jour critique est défini a partir de la date d'apparition
d'une charge parasitaire supérieure ou égale a 5000 trophozolites de P. falciparum
par mm3

L'analyse a été faite séparément pour les trois groupes de sujets. Le modéle
de regression linéaire a été utilisé, en comparaison avec les données sur les
anticorps anti-fragment F7 de la gp190 de la surface du mérozoite (chez les mémes
individus).

Les variables confondantes telles que; les résultats de 'ELISA (anticorps contre les
autres fragments de gp190 , M6, M7, M11 etc....), I'age, I'Hb S, la parasitemie a JO ;
ont fait I'objet d'ajustement (standardisation), par groupe de sujets enquétés.

La réponse immunitaire humorale contre laTRAP est une variable qui a un
impact peu significatif dans le premier modele, sur I'apparition de la parasitémie
périphérique. Par contre dans le second modéle, deux paramétres immunologiques
avaient un impact significatif sur la charge parasitaire périphérique , dans le groupe

des adolescents.
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Tableau VIII: Analyse de la valeur prédictive des anticorps anti-TRAP et anti-F7,

pour le contréle de la parasitémie, dans la population des adolescents dans le

modele Il.

Facteurb Risque-Relatif 95% de confiance P
Estiméc Interv. de confiance

TRAP 0,15 0,04 - 0,55 0,005

F7 8,98 2,23 -36,2 0,002

a.) Date a laquelle la parasitémie périphérique est = 5000 TF / mm3 pour la
premiere fois;

b.)  Résultats dichotormiques du test ELISA a partir de la valeur seuil (sérums de
contréle),

c) Risque Relatif estimé < 1 = indication d’'une protection,
Risque Relatif estimé > 1 = indication d'une grande susceptibilite.

NB: Les résultats ainsi obtenus sur les sérums de Safo, nous ont reconforté
dans 'hypothése de valeur protective des anticorps anti-TRAP sur les formes graves
de paludisme. Donc I'étude cas-témoins effectuée dans les services de pédiatrie de

I'HGT venait a point nomme.

4.2 Résultats de I’Hopital Gabriel Touré.

4.2.1Résultats Globaux.

Nos patients étaient issus essentiellement des zones urbaines (237 enfants)
et périurbaines (185 enfants) de Bamako. Les autres malades provenaient du milieu
rural (52 enfants). Parmi les 1877 cas recencés au cours de notre étude dans les
services de pédiatrie de I'HGT, nous avons inclus 479 enfants dans notre protocole,
soit un taux d’incidence du paludisme maladie en milieu pédiatrique de 2552%
(479 1 1877).
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Cent (100) cas fébriles a GE positive ont été exclus du protocole a cause des
criteres d’exclusion.

Cent vingt sept (127) cas graves présentaient un coma isolé dans notre seérie.
Nous avons identifié un cas de coma avec des signes de choc, un cas de coma avec
hypoglycémie et , deux cas de choc isolé.

Au total 86 cas graves ont été appariés a 340 témoins, en tenant compte de
l'age, du sexe et de l'origine géographique des enfants malades.

L’étude du dégré d’homogénéité entre les deux groupes aprés appariemment
montrait:
- une moyenne des ages comparable dans les deux groupes; 5,5 ans chez les cas
contre 5,7 ans dans le sous groupe des témoins (la différence des moyennes au test
t de student n’était pas statistiquement significative, p >0,05);
- une distribution des cas et des témoins comparable, quant a leur provenance
géographique en fonction des mois de transmission (p>0,05);
- une densité parasitaire a JO statistiquement plus élevée dans le groupe des cas
graves que celui des témoins ( p= 0,033 ).

4.2.2 Résultats Cliniques.

Tableau 1X : Evolution de la température des 132 cas, en fonction des jours

Jo U7 J2 3 Ja J5 J6 J7
38,9 37,7 37,2 36,8 36,9 37,2 37,1 36,8
MATIN
ET=1 ET=1,1 ET=1 ET=0,7 ET=0,6 ET=1 ET=1 ET=0,5
38,4 37,8 37,1 1 , ,
SOIR 3 3 37 37 37,1 37,2 37
ET=1 ET=1 ET=1 ET=0,7 ET=0,6 ET=1 ET=0,6 ET=0,6

Ce tableau montre qu'a partir de J1, c'est & dire dés le deuxiéme jour de
traitement , la température moyenne se normalisait , dans la population des enfants
souffrant de paludisme grave. Ce temps de clairance thermique est celui
habituellement obtenu durant le traitement aux sels de quinine.
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Tableau X :Evolution clinique de la maladie dans les deux groupes.

Evolution Cas Témoins Total
guérison 1 QZ 150 252
amlioration = | o o 94’ 94
aggr’av:;mtion 2 | 0 2
déces 22 0 22
inconnu 6 103 109
total 132 347 479

Le tableau montre qu'il existait plus de 75% de guérison chez les cas graves
et 43,1 % dans le groupe des témains (p < 0,01). Nous avons enregistré 22 cas de
déces durant les trois mois de suivi chez les cas, soit un taux de létalité hospitaliere
de 16,7% (22 / 132). Tous les décés sont survenus pour la plupart lors des deux
premiers jours d’hospitalisation.

Analyse des niveaux de coma.

Cette analyse montre que la majorité des malades comateux sortaient de
leur coma a partir de J4 au soir. Nous avons observé quelques particularités :
- un cas de coma score 1, qui réapparaissait a J5 au soir ;
- un cas de coma score 3 qui a persisté jusqu’a J6 au matin ;
- deux cas de coma score 4 qui ont persisté jusqu'a J7 au soir.

En outre nous avons observé lors de notre étude d’autres signes cliniques
chez nos malades :

- 68 cas d’ hépatomégalie, 22 cas et 46 témoins, soit respectivement 16,17% et
13,25% (X2= 0,65, ddi=1, p= 0,41 ), il n'existe pas de différence statistiquement

significative entre les deux groupes, quant a la présence de I'hépatomégalie.

- 50 cas de splénomégalie, 13 cas et 37 témoins, soit respectivement 9,84% et

10,7% (X2= 0,086, p>0,05 ); la différence statistique n’est pas significative entre les
deux groupes.
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- 50 cas de péleur conjonctivale, 13 cas et 37 témoins, soit respectivement 9,84% et
10,7% (X2= 0,08, p>0,05 ). En outre 18 de ces malades ont été systématiquement

transfusés (a cause de leur bas taux d’hémoglobine), soit 3,75% du total de nos
malades.

- 3 cas d'ictére conjonctival, 2 cas et 1 témoin, soit respectivement 1,5% et 0,2%.

4.2.3 Résultats Parasitologiques

Tableau XI : Evolution de la charge parasitaire chez les malades de I'Hopital
Gabriel-Touré en fonction des Cas et des Témoins.

Cas Témoins
Jours effectif M effectif M
107018 344 72265

JO 130 ET=119874 ET=91601

J3 88 0 239 330
ET=3404

J7 67 0 153 19
ET=158

L'analyse de ce tableau montre une négativation de la parasitémie a partir de
J3 pour les cas et une réduction significative chez les témoins .
La comparaison des moyennes de la parasitémie entre les deux groupes

montre qu’a JO il existait une différence hautement significative (¢ = 1071,07, p <
0,001). Les enfants gravement malades de paludisme avaient en moyenne une
parasitémie plus élevée.

La négativation de la parasitémie est nette dés le troisiéme jour de traitement
chez tous les cas graves (sels de Quinine). Cette clairance parasitaire se poursuit
jusqu’a J7, tandis que les témoins (Chloroquine orale) avaient une parasitémie
décelable encore a J7.



Tableau Xll : Répartition des classes de

groupes (cas / témoins)
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densité parasitaire a JO dans les deux

Classe de densité Cas Témoins

parasitaire Effectif Effectif Total
<500 1 5 5)
500-5000 16 27 43
5000-50000 22 106 128
>50000 44 112 156
Total 83 250 333

Le tableau Xl montre que la densité parasitaire a JO est significativement

plus élevée dans le groupe des cas graves que dans celui des témoins ( X2= 8,68;

ddl = 3; p=0,033).

4.2.4 Résultats immunologiques.

* Anticorps anti-TRAP.

Les deux groupes étaient comparables, quant aux

variables, age,

provenance geographique et la période de transmission (p>0,05). Nous pouvons
donc comparer leur réponse immunitaire contre la TRAP .
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Tableau XIll : Comparaison de la réponse immunitaire humorale contre la TRAP

entre les cas et les témoins.

Cas Témoins
Séroconversion Effectif Effectif Total
positifs 30 124 154
négatifs 56 131 187
Total 86 255 341

Ce tableau montre que les témoins ont un taux de portage des anticorps anti-
TRAP, 48,62% (124/255) significativement plus élevé que les cas graves 34,88%
(30/86); (X2=4.91,ddl=1, p=0.036).

Le ODD RATIO est de 1,766 (IC = 1,035 - 3,013). Le risque de portage des anticorps
anti-TRAP est 1,76 fois plus éleveé chez les témoins que chez les cas.

Tableau X1V : Comparaison de la réeponse immunitaire humorale contre la TRAP en
fonction des mois .

Séropositifs " Séronégatifs Total
Mois
aout 21 19 40
septembre 45 71 116
octobre 76 89 165
novembre 12 7 19
Total 154 186 340

Il n'existe pas de liaisons statistiques significatives entre la fréquence de
portage des anticorps anti-TRAP en fonction des mois de la saison des pluies 1992,
(X2 =5,30; ddi=3, p=0,15).

Notons cependant que le plus grands nombre de cas de paludisme maladie

dans notre échantillon a été observé au mois d'octobre, c'est a dire en fin de
saison des pluies (soit 165 cas sur 340) .



Tableau XV : Comparaison de I'évolution clinique en présence

d’'anticorps anti-TRAP.

39

ou en absence

Séropositifs Séronégatifs
évolution Effectif Effectif Total
guérison 70 102 172
amélioration 38 31 69
déces 2 12 14
Total 110 145 255

L’'analyse de ce tableau montre que la présence d'anticorps anti-TRAP a une

valeur predictive sur I'évolution cIinique de la maladie (X2= 9.17, ddl =2 , p =

0,0102). En effet le nombre de décés est statistiguement plus élevé chez les
enfants souffrant de paludisme grave avec un taux bas d’anticorps anti-TRAP.

Tableau XVI: Classe de densité parasitaire a JO en fonction de la présence ou non

d'anticorps anti-TRAP.

Densité Séropositifs Séronégatifs

Parasitaire Effectif Effectif Total
<500 2 3 5
500-5000 21 20 41
5000-50000 59 71 130
> 50000 71 87 158
Total 153 181 334

Ce tableau montre que la présence d'anticorps anti-TRAP n’ influe pas

significativement sur la charge parasitaire (X2= 0,69, ddl= 3, p= 0,89 ), en milieu

hospitalier dans la population de malades paludéens.



* Anticorps anti-CSP.
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Tableau XVII : Comparaison de la réponse immunitaire humorale contre la CSP

selon la période de transmission

Séropositifs Séronégatifs
Mois Effectif Effectif Total
aodt 25 40
septembre 71 116
octobre 39 121 160
novembre 4 15 19
Total 232 335

L'analyse de ce tableau montre que la fréquence des séropositifs a la CSP |
varie significativement en fonction de la période de transmission (X = 8.27 p =0,04 ).
La prévalence de portage des anticorps anti-CSP est plus élevée aux mois de

Septembre et d'Octobre.

* Corrélation anticorps anti-TRAP versus anti-CSP,

Tableau XVIII: Comparaison du taux des anticorps anti-TRAP et anti-CSP.

TRAP
Négatifs Positifs Total
c Négatifs 132 100 232
S L.
p Fositifs 22 51 103
Total 184 151 335

Il n‘existe pas de liaison statistiquement significative entre les taux des anticorps

anti- TRAP et anti- CSP ( X2 = 0,94, ddi=1, p=0,33 ).
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5. Discussion.

AU niveau méthodologique,

Nous avons commencé notre étude par celle de Safo afin de tester nos

hypothéses d’abord sur des sujets infestés par P. falciparum , non malades. Le
temps qui s'est écoulé entre les prélevements des sérums et le dosage des
anticorps anti-TRAP s’explique par le fait que la protéine n’'avait pas été encore
caractérisée, sur le plan de sa composition en acides aminés.
Ce sont les résultats de cette étude d'observation a Safo, qui nous ont permis de
générer les hypothéses que nous avons testées dans les services de pédiatrie de
'HGT. Le couplage avec 'étude sur la technique du QBC est du essentiellement a
I'efficience d'une telle enquéte. En effet , vu notre degré d'intégration dans le village
de Safo, la population acceptait sans difficuité de subir en méme temps les trois
prélevements (GE, FM et QBC) .

Nous avons choisi I'Hopital Gabriel-Touré du fait que tous les services de
pédiatrie s’y trouvent. La population de 1 & 12 ans représente la tranche d’'age la
plus exposee au paludisme grave dans les régions sub-sahariennes (13, 14, 21 ).
Par ailleurs en1989, HAIDARA A.Y. et coll. (21), avaient montré que le paludisme
était responsable de 49,07% des convulsions fébriles chez les enfants de 1 & 14 ans

Le travail a été conduit par I'unité parasitologique et I'équipe de pédiatres
pour dépister les cas, assurer leurs traitements et le suivi clinique. Nous avons
intégré cette équipe pour la récolte de données, en tant que pharmacien thésard.

L' hétérogénéité de notre échantillon (urbain, péri-urbain et rural) a I'HGT,
s’explique par le fait que tous les cas graves d'enfants malades sont référés a cet
hépital. L'infestation des enfants urbains se fait probablement par un séjour en
campagne (vacances), puisque la ville de Bamako est impropre a l'impaludation
(14).

Par contre a Safo , I'étude a concerné une cohorte de 200 individus répartis dans 27
familles consentantes. Ce “pacte social” avec les villageois de Safo a été un des
facteurs déterminants de la réussite du suivi de la cohorte (4, 26).

Le fait de mesurer les anticorps anti-TRAP a Safo parallélement avec ceux de
la P190, s'explique par le fait que ces deux protéines sont toutes deux impliquées
dans la protection contre les formes graves du paludisme a P. falciparum(15,26,28).
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La présence d’homologie avec la CSP, explique la recherche de corrélation
entre les anticorps anti-TRAP et anti-CSP, dans la population de malades en
pédiatrie (5,10, 12,16,17).

A 'HGT, certains parents ont réfusé que leurs enfants intégrent le protocole
de notre recherche et cette volonté a été respectée a cause des closes prévues lors
de l'identification des problémes d'éthiques médicales.

Au niveau des résultats,

* Au plan parasitologique, le village de Safo, avec un indice plasmodique de 32%,
a la GE était a un niveau mésoendémique (Tableau () en 1992. L'indice
plasmodique était autour de 72% en 1989 (27) et 50% en 1990 (3, 4, 14). Il y a une
nette diminution de I’ Indice Plasmodique a Safo au fil des années. Cette réduction
de I'lP a Safo, pourrait s’expliquer par un effet de cohorte et d'une pression
médicamenteuse, induite par notre équipe.

Dans notre étude, nous avons trouvé qu'il existe une assez bonne
concordance entre les résultats parasitologiques obtenus par la GE et le QBC, sur le
terrain (kappa = 0,62). Par contre, cette concordance est médiocre entre le QBC et le
frottis mince (Kappa = 0,38).

Certains auteurs ((24,25,29,42) ont trouveé que le QBC était plus sensible et
plus spécifique que la goutte épaisse . Un fait troublant pourtant est que, dans la
majeure partie des travaux et publications portant sur la comparaison des deux
techniques , nous avons souvent des résultats de QBC positifs qui sont négatifs a la
goutte épaisse ( 1, 9, 29, 42 ). Ce qui confirme peut étre la plus grande sensibilité
du QBC, trouvée par certains auteurs (1,42). Pour notre part, ces discordances sont
peut étre & mettre au compte des erreurs d'identification des plasmodies au QBC
(faux positifs ?). Mais I'existence de résultats négatifs au QBC et positifs a la goutte
épaisse est aussi signalée dans de nombreuses études(1, 9, 29,42). Ce qui remet
en cause |' affirmation de la plus grande sensibilité de la technique du QBC par
rapport a la GE . Ainsi en Iran Jaya , BAIRD et al., (1) trouvaient sur 65 gouttes
épaisses a Plasmodium, que seulement 43 confirmées par le QBC. lls avaient 16
faux négatifs au QBC. Le méme phénomeéne est observé en milieu hospitalier a
Bujumbura (9) . A Safo , lors de notre étude nous sommes arrivés au méme constat:
sur 13 résultats positifs au QBC, tous étaient négatifs a la goutte épaisse . De méme
5 personnes positives a la goutte épaisse sont négatives au QBC .
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Pour expliquer cette dualité , COOSMAN (9.) I'attribue aux corps de JOLLY, c'est &
dire les débris de leucocytes qui par leur fluorescence peuvent donner de faux
positifs.

Nous constatons que sur les cing positifs & la goutte épaisse et trouvés négatifs au
QBC, la parasitémie n'excédait guere75 trophozoites par microlitre. A partir de 100
trophozoites par microlitre le QBC est toujours positif. Le seuil déterminé a Safo
correspond a celui trouvé aux Philippines par RICKMAN et al. (36).

D'autres études réalisées dans différents pays proposent comme seuil :

- de 60 parasites /mm3 en Iran Jaya ,Wongsrichanalai et al. 1991 (46)

- de 30 parasites /mm3enThailande (46).

D’autre part , la technique de la goutte épaisse permet une quantification parasitaire;
ce qui est difficilement réalisable par le QBC. Un technicien expérimenté peut faire
un diagnostic d'espéces plasmodiales a la goutte épaisse (entre P. faliciparum, P.
malariae et P.ovale et ou P.vivax). Ceci est quasi-impossible au QBC ( 34).

Le QBC ne présente donc pas d'intérét majeur par rapport aux techniques
parasitologiques classiques. En plus, il nécessite plus de matériel sur le terrain et
demande un technicien trés expérimenté, sinon les facteurs de confusion sont trés
nombreux (9, 1,36).

Dans notre étude de Safo, nous avons mis en évidence l'intérét des anticorps
anti-TRAP sur les fortes parasitémies dans le modéle Il (Tableau XVII).Qu'il existe
une évolution significative des niveaux d'anticorps dans les trois groupes en
fonction des saisons (p<0,001). Cette différence de taux est statistiquement
significative entre adultes et les deux autres groupes (enfants et adolescents,
Tableau XVI).

A I'HGT, les cas graves de paludisme ont en moyenne une fréquence de
séropositivité en anticorps anti-TRAP, plus basse que ceux des témoins (p=0,036).
De méme la présence ou l'absence de I'anticorps anti-TRAP correlle
significativement avec I'évolution clinique de la maladie. De plus, la majoriré des
déces se rencontre chez les cas qui ont une faible séropositivité ala TRAP. Tous
ces éléments nous suggerent un rdle protecteur de la TRAP comme COWAN
l'indique si bien (10).

La frequence de la sépositivité de 1aCSP varie, dans notre échantillon,
significativement en fonction des mois de la transmission . FRUH (16) parle de
“short lived” en dehors de toute infestation. HOFFMAN et coll la définissent comme
induisant une protection incompléte des anticorps anti-CSP (27) .
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En calculant les moyennes des UIE des séropositifs & la CSP dans les deux
groupes suivants :

-groupe a évolution favorable (guérison+amélioration) UIE=9179

-groupe des cas de deces UIE=3407

Nous obtenons une différence significative entre ces deux moyennes (1=42,22
p=0,039). Ce qui nous permet de suggérer que le titre élevé des anticbrps antl-CSP
peut étre considéré comme un indicateur d’'une évolution clinique favorable. A Safo
nous avons également obtenu une variation significative des titres d'anticorps anti-
TRAP en relation avec la recrudescence saisonniére de l'infestation chez les
adolescents et les enfants. Par contre cette augmentation de la séropositivité a la
TRAP en fonction de la saison n'est pas significative.

A la différence de la CSP et de la GP 190 les aduites possedent un taux
élevé d'anticorps anti-TRAP dés le mois de Mai qu’ils conservent durant la
transmission avec une légére augmentation en fin d'infestation. La. GP190 a une vie
breve (8, 12,16, 27). Sous linduction d'un stimulus antigénique en période de
transmission maximum nous obtenons un pic de la réponse immunitaire. La GP190
ne procure pas un bénéfice protecteur saisonnier malgré un taux élevé des
anticorps des enfants avoisinant celui des adultes, ils présentent une charge
parasitaire élevée (16, 27 ,3). Comme la TRAP, les anticorps anti- GP190 n'influent
pas significativement sur la parasitémie, dans la population des enfants. La réponse
immunitaire de la GP190 est quantitative et non protectrice (16, 27) .

D’autre part signalons que dans toutes ces études, seule lI'immunité humorale
a eté explorée. Ceci ne traduit toujours pas la réalité biologique. La détermination
de la réponse celiulaire, donc de I'épitope des lymphocytes T sur la TRAP est une
étape indispensable.

Il ressort de notre étude deux points saillants qui suscitent un intérét
scientifique fondamental et pratique:

- le rOle protecteur contre les formes graves de P.falciparum du portage des
anticorps anti-TRAP,

- les anticorps anti-TRAP pourraient constituer un bon indicateur biologique de la
prédiction clinique, lors du paludisme,

Nous n'avons pas mis en évidence dans notre etude une corrélation
significative entre le niveau des anticorps anti-TRAP et celui de la CSP (Tableau
XV). La CSP est la protéine majeur de la surface du sporozoite , elle porte un
épitope immunodominant retrouve chez tous les types de sporozoites isolés et
examinés (11, 16) .
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De méme , la TRAP initialement décrite comme une protéine des formes sanguines ,
vient d’étre mise en évidence chez les sporozoites . Au point de vue génétique , la
CSP et la TRAP possédent en commun la sequence WS P C SV T C G (37, 38, 41),
laquelle correspond a la région hautement conservée qui est caractéristique des
propriétés adhésives des cellules (38, 41). En outre le RGD , motif qui est spécifique
de plusieurs glycoprotéines adhésives comprises dans les cellules de
reconnaissance , se retrouve au niveau de la TRAP (38, 41)

Elle est la premiére protéine plasmodique avec cette sequence (37) . DAME et al
1984 , décrit ce motif également dans la région |l de la CSP (11). Au niveau du
mode d’action , selon ROBSON la CSP détermine la spécificité des interactions
entre le parasite et les cellules hépatiques (38) .Un possible réle de 1aCSP est la
reconnaissance et l'entrée dans les cellules hépatocytaires (22) . Les peptides
synthétiques de la région | du CSP se lient spécifiquement in vitro aux hépatocytes
(22, 39) . Cependant des anticorps anti-TRAP inhibent I'invasion des sporozoites de
Plasmodium falciparum dans les hépatocytes (41) . Sur le plan immunitaire au
niveau de la TRAP , des volontaires humains ont été immunisés avec des
sporozoites entrainant la production d'anticorps qui reconnaissent la protéine TRAP
et induisent une prolifération de leucocytes sanguins a la périphérie en réponse a la
TRAP (10) . La méme expérience avec la CSP montre le pouvoir immunogene de
cette protéine dont les anticorps produits selon WEBSTER H.K et coll 1987 (27) ont
une bréve durée de vie . On note une faible réponse des lymphocytes T
cytotoxiques a la CSP (27) . Par contre COWAN G. et al.,, suggérent que
I'antigéneTRAP existant & la fois au niveau du foie et des formes sanguines
devraient entrainer une réponse des lymphocytes T cytotoxiques plus fortes et plus
protectrices (10) .

Toutes ces analogies permettent d'entrevoir une possibilité d'action synergique en
associant les deux protéines afin de potentialiser la réponse immunitaire et assurer
ainsi une protection compléte . Mais cette hypothése théorique n’a pas été
confirmée par nos résultats d'observation.

De nos résuitats cliniques obtenus a Gabriel-Touré, il ressort une évolution
clinique satisfaisante avec une normalisation de la température a J1. Le traitement a
été essentiellement a base de chloroquine pour les témoins a la dose de 25 mg / kg
repartie sur 3 jours et de sels de quinine pour les cas principalement a la dose de
25mgq / kg repartie sur trois jours ou pour certains substitué par la chloroquine apres
le premier jour.
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Notre étude dénote le bien- fondé de cette thérapeutique et montre par ailleurs que
les sels de quinine sont actives sur les souches maliennes de Plasmodium
falciparum . Chez les témoins 4 malades portaient encore des trophozoites a J7 . |
serait prudent de ne pas se lancer sur la voie d’' une quelconque résistance le
traitement ayant lieu & domicile. Un fait important est la présence de schizontes de
Plasmodium malariae sur six lames.

Au cours de I'étude nous avons enregistré sur trois mois 22 décés parmi les cas et
aucun chez les témoins. DEMBELE (13) dans une étude similaire en milieu
pédiatrique réalisée dans le méme hdpital sur toute 'année 1990 a déterminé une
létalité de 25,04%. Sur le plan parasitologique, la densité parasitaire & JO est
significativement plus élevée chez les cas.

Ce qui confirme I'hypothése selon laquelle une parasitémie trés élevée est correlée
avec un plus grand risque de paludisme grave (41).

6. CONCLUSION et RECOMMANDATIONS

[l ressort de notre étude :

Sur le plan parasitologique,

- que le QBC sembile plus sensible et plus spécifique que le frottis mince,

- que la goutte épaisse est plus sensible et plus spécifique que le QBC,

- qu'il existe de faux positifs au QBC,

- qu'il existe un seuil de parasitémie périphérique en dessous duquel le QBC

mangque de sensibilité ( 75 trophozoites / mm3 de sang).

Sur le plan immunologique,

A Safo

- Les adultes possédent un taux élevé d’anticorps anti-TRAP au mois de Mai qui
augmente significativement au cours de la transmission. lls présentent la plus faible
prévalence parasitémique.

- On assiste a une élévation considérable de ce taux pendant la transmission dans
les deux jeunes groupes d’age sans toute fois atteindre celui des adultes.

- Les enfants présentent la plus grande prévalence parasitaire durant toute I'année.
- L'influence de la saison , de I'dge sur la réponse immunitaire de laTRAP est
manifeste. De méme nous notons la liaison entre le taux d'anticorps anti - TRAP et la
prévalence du paludisme.
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A I’'hdpital Gabriel-Touré

- les moyennes d'age entre les cas et les témoins sont comparables,

- la période de transmission n'a pas d'effet sur la séropositivité,

- la présence d'anticorps anti-TRAP corréle significativement avec I'évolution
clinique de la maladie, les séropositifs ont une évolution clinique plus favorable,

- la fréquence des séropositifs a la CSP varie significativement en fonction de la
période de transmission,

-il n'existe pas de liaison statistique entre la séropositivité a la TRAP et celle de
laCSP,

- aucun cas de décés n'a été enregistré chez les témoins,

-au cours des trois mois d'enquéte 22 décés sont survenus chez les cas ce qui
représente 16,6%des cas et 4,59% de I'échantillon,

- les sels de quinine sont actifs sur les souches plasmaodiales maliennes.

Ces résultats préliminaires encourageants nous incitent a faire quelques
recommandations.

- Poursuivre cette étude sur toute l'année pour mieux apprécier les variations
saisonniéres du taux des anticorps anti-TRAP et anti-CSP,

- Développer les techniques simples de dosage des anticorps anti-TRAP et anti-
CSP au Mali,

- Associer systématiquement I'immunologie spécifique des ces anticorps a la
parasitologie lors des enquétes épidémiologiques palustres,

- Tester le QBC en milieu hospitalier sur un trés grand échantilion (envion 500),

- Continuer a participer a la recherche de protéines candidates aux vaccins anti-
paludiques.
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Résumé:

Nous avons mené une étude cas-témoins dans les services de pédiatrie de
I'hdépital Gabriel-Touré, et une enquéte longitudinale en deux passages
transversaux a Safo, pour évaluer le réle protecteur de I'anticorps anti-TRAP . En
milieu hospitalier I'échantilionnage a concerné la population de 1 a 12 ans sur la
période d’Ao(t a Novembre. Nous avons travaillé sur des sérums prélevés a Safo
en Mai et Décembre 1989. Parallélement en Juin 1992 , nous avons utilisé les
tehniques de la goutte épaisse, du frottis mince et le QBC pour le diagnostic du
paludisme.

Les principaux objectifs étaient de :

- tester les valeurs diagnostiques du QBC sur le terrain,

- évaluer la dynamique des anticorps anti-TRAP en milieu hospitalier et rural , et
leur valeur protectrice.

Nous avons bénéficié de la collaboration de l'institut parasitologique de ROME et de
biologie moléculaire de Heidelberg, pour I'obtention de 'antigéneTRAP et 1aCSP.

Les résultats obtenus montrent que les anticorps anti-TRAP semblent conférer
une protection contre les fortes charges parasitaires et les formes graves de
paludisme. |l n'existe pas de lien entre la séropositivité de la TRAP et celle de la
CSP. A Safo, nous avons constaté une influence de I'dge , de la variation
saisonniére sur la réponse immunitaire a la TRAP, en fonction des groupes d’age.
De méme nous avons noté une liaison statistique entre la prévalence du paludisme
et le taux de portage d’'anticorps anti-TRAP. Le taux d'anticorps anti-TRAP chez les
adultes est fortement élevé quelque soit les saisons.

Le QBC semble plus sensible que le frottis. Mais son seuil de détection est de

l'ordre de75 trophozites / mm3de sang.
La goutte épaisse reste l'examen parasitologique de référence en matiere
d’'enquéte épidemiologique palustre.

La TRAP pourrait étre une candidate aux vaccins plasmodiaux anti-maladie.
La poursuite des études tant au niveau hospitalier que rural est plus que nécessaire.



ANNEXES



Fiche d'enquéte : Palu TRAP

| - Renseignements généraux :

numéro d’identification :

nom et prénom :

adresse :

zone (urbaine, peri-urbaine, rurale) :

date de naissance .__/ [/ | éage : sexe._
lieu de recrutement : date :_ / [/ __

début de la maladie(date) ./ [/
Premiers signes de symptomes de la maladie :

noté par qui :

quand (date) :__/ [/
antécédent de consultation(oui, non) . _
si ouli, préciser lieu : date: [/ [
antécédent de traitement (oui, non):__
si oui préciser médicaments:

posologie:

moyen de transport utilisé:
temps mis pourle transport :
dépenses pour les médicaments :
dépenses pour le transport :
utilisation des moustiquaires (oui, non) .____

utilisation d’'une chimioprophylaxie (oui,non)._____

[l - Observations initiales

asthénie marquée (oui, non) :
coma (oui, non) .__

si oui, préciser le niveau de coma
TA (mmhg) ./
température (°c) .
glycémie (mg/dl) :__
parasitémie(/mm3)
LCR

autres observations




III - Traitement et suivi clinique (pendant la durée de l'hospitalisation)

poids du malade:

I
Jo J1 J2 J3 J4 Js J6 W
Observations i

w
Coma (niveau) *

Temperature

Glycémie

Traitement i
regu

IV - Evolution de la maladie

parasitémie (J3):
parasitémie (J7): {si le malade est toujours hospitalisé)

Evolution : (l=guérison, 2=amélioration, 3=aggravation, 4=décés)

Observations
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Je jure en présence des Maitres de la faculté, des conseillers de
I'ordre des pharmaciens et des condisciples :

d’honorer ceux qui m’ont instruit dans les préceptes de mon art
et de leur témoigner ma reconnaissance en restant fidéle a leur
enseignement ;

d’exercer dans [l’'Intérét de la santé publique , ma profession
avec conscience et de respecter non seulement la législation en
vigueur , mais aussi les régles de I’honneur , de la probité et du
désintéressement ;

de ne jamais oublier ma responsabilité et mes devoirs envers le
malade et sa dignité humaine.
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En aucun cas , je ne consentirai a utiliser mes connaissances
mon état pour corrompre les moeurs et favoriser les actes criminels.

Que les hommes m’accordent leur estime si je suis fidéle a mes
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