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Introduction

I. Introduction

Endémie majeure, le paludisme est une érythrocytopathie fébrile et hémolysante
da a la présence dans I’organisme humain d’un hématozoaire du genre
Plasmodium, transmis par la piqlre infestante d’un moustique hématophage :
I’anophele femelle. Cependant il existe d’autres voies de contamination telles
que la voie sanguine (Transfusion sanguine) et foeto-maternelle' 2.

Le paludisme est la maladie qui touche plus de personnes dans les pays en
développement. De nos jours, sur I’ensemble des cas de déces diis au paludisme
dans le monde, environ 90% se produisent en Afrique au Sud du Sahara. Dans ce
continent, on estime qu’un million d’individus meurent de paludisme chaque
année, avec la plus grande proportion chez les enfants de moins de cinq ans
(WHO, 2003).

Au Mali, selon des études faites dans les hopitaux par le ministére de la santé,
35% des déces sont diis au paludisme et il est la premicre cause (40%) des
admissions (WHO, 2003). C’est la premicre cause de morbidité et de mortalité
chez les enfants de moins de cinq ans avec un taux de létalité hospitalicre de 16 a
25%. Chez les femmes enceintes, le paludisme est a 1’origine de la moitié des
anémies (PNLP, 2003).

Quatre especes sont inféodées a I’homme : Plasmodium falciparum (P.
falciparum), Plasmodium malariae, Plasmodium ovale, Plasmodium vivax. Chez
I’homme P. falciparum est le plus redoutable et le plus intensément implanté en

Afrique3. Au Mali, (PNL, 2003) P. falciparum représente 90%, suivi de P.
malariae (environ 10%), P. ovale (environ 1%) et de P. vivax décrit au Nord du
Mali.

Dans le monde, la transmission du paludisme est assurée par plusieurs especes
d’anopheles. Au Mali, les principaux vecteurs sont Anopheles gambiae s.l (Giles,
1902) et Anopheles funestus (Giles, 1900) ;(Touré, 1979). Les études effectuées
par Touré et al., en 1983 ont montré que le complexe Anopheles gambiae.s.!
vecteur majeur du paludisme est composé d’Anopheles arabiensis et de trois
formes chromosomiques d’Anopheles gambiae s.s dénommées : Bamako,
savane, Mopti. Ces formes chromosomiques contribuent toutes a la transmission
du paludisme.

Les cinq entités vectrices montrent des différences significatives de distributions
géographiques et saisonnicres de leurs fréquences relatives (Maiga H.M., 1985 ;
Coulibaly A, 1985 ; Traoré S.F, 1989 ; Touré et al, 1994 et 1985). Ainsi An.
gambiae s.s s’observe, dans les zones humides du Sud et au Nord, dans les zones
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d’inondation du fleuve Niger ; alors qu’4n. Arabiensis se rencontre dans les
zones plus se€ches et éloignées des terres inondées. Au sein d’An. gambiae s.s., la
forme Bamako se rencontre essentiellement dans les zones humides du Sud. La
forme Mopti se rencontre plus fréquemment dans les zones inondées du centre et
du Nord, mais coexiste également dans le Sud avec la forme Bamako. La forme
Savane s’observe surtout dans les zones du Sud et du centre en dehors des terres
inondées. Les formes Bamako et Savane s’observent plus en saison de pluies
qu’en saison s€che. An. funestus est responsable de la transmission pendant la
saison seche froide entretenant ainsi un systéme de transmission par relais
(Traoré S.F., 1989 ; Sangaré D., 1996 et 2000).

Tous les efforts de I’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) pour controler ce
fléau étaient dirigés vers 1’éradication du paludisme. L’efficacité et la bonne
tolérance de la chloroquine permettaient de prévenir facilement la maladie ;
complétées par la lutte antivectorielle en zone d’endémie, elles laissaient
entrevoir la possible éradication du paludisme4.

Cependant a partir des années 60, I’avenir s’assombrit par la découverte des
vecteurs résistants aux insecticides et des souches de P.falciparum aux amino-4-
quinoléines (chloroquine)s.

La chimiorésistance des souches de Plasmodium falciparum a la chloroquine est
un probléme ancien qui a évolué dans le temps et dans 1’espace (Figure 1).

Les premiers cas de résistance a la chloroquine ont été notés en Colombie, par
Young et Moore. En Afrique elle a été signalée pour la premiére fois en 1978° .
Au Mali, les premiers cas furent signalés chez des expatriés frangais y ayant
séjournés en 1987. Plus tard, les premiers cas chez les autochtones ont été décrits

en 19898

Cette chloroquino-résistance est variable selon les localités’. En effet, Coulibaly
trouvait a Sotuba un taux de résistance de 9,7% en 1992 et 19,8% en 1994 lors

d’une étude de suivi avec traitement systématique des cas fébriles'”. A Koll¢,
(en zone soudano-sahélienne) Traoré observait en 1998 25,8% de résistance et

11,6% d’échec thérapeutiquell.
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Figure 1 : Propagation de la chloroquino-résistance (Tom E. Wellems, NIH)

w

Theése de médecine année universitaire 2008-2009 FMPOS/DEAP/MRTC



Justification

II.Justification de I’étude

L’endémie palustre et I’efficacité des antipaludiques varient d’une zone a une
autre dans un méme pays. L’OMS recommande de mettre en place un systéme
de surveillance d’efficacité des antipaludiques par des sites sentinelles.

Un systéme de sites sentinelles de surveillance d’efficacité des antipaludiques est
un ensemble de régions géographiques d’un pays, habituellement au nombre de
quatre a huit permettant de fournir des données factuelles afin d’éclairer
I’¢laboration des politiques de traitement du paludisme non compliqué. Ce
systeme va permettre de collecter des données pertinentes de facon continue, et
en temps voulu.

Le choix de ces régions doit tenir compte des différents faci¢s de la transmission
du paludisme du pays.

Dans la pratique la plus part des pays ont €laboré et mis en ceuvre une seule
politique uniformément appliquée a I’ensemble du pays. Dans quelques-uns les
directives de traitement sont étroitement adaptées a la situation locale. C’est ainsi
qu’il peut y avoir deux ou plusieurs politiques différentes, applicables dans les
différentes régions géographiques du pays.

Le Mali est compos¢ de cinq facies de transmission du paludisme. Le PNLP a
identifié 13 sites sentinelles représentatifs des différents facies épidémiologiques
du paludisme du pays :

- Faci¢s soudanien : Bougouni, Kadiolo et Kita

- Faciés sahélien : Djenné, Bandiagara ;

- Faciés saharien : Gao, Kidal, Diré, et Tombouctou ;

- Faci¢s inondé : Niono et Sélingu¢ ;

- Faciés urbain : Commune IV de Bamako, et Kati.
Cing sites sont opérationnels en 2008 : Kadiolo, Kita, Sélingué, commune IV de
Bamako et Djénné grace a I’appui du projet PMI (Président Malaria Initiative)

Le facies sahélien est représenté par Djenné qui est situé¢ dans une zone
marécageuse inondée et par Bandiagara qui est situ¢ sur le Plateau dogon a 400 —
500 m d’altitude. Aucun site ne représente les vastes plaines basses du Seno et
du Gondo qui ont leurs particularités éco-climatiques.

Notre site étude, Pongonon se situe dans la bande sahélienne du Seno avec une
période courte de pluie (Juillet -Septembre) qui est un facteur déterminant dans
la transmission palustre.

Le but de ce travail est de caractériser le facies épidémiologique du paludisme de
cette zone en faisant des enquétes transversales parasito-cliniques et
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entomologiques et une étude longitudinale de sensibilité¢ de Plasmodium
falciparum aux antipaludiques.
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II1.Objectifs

III.1. Objectif général

Etudier les aspects épidémiologiques du paludisme a Pongonon et évaluer le
niveau de résistance de P. falciparum a la chloroquine.

III.2. Objectifs spécifs
Déterminer les indices plasmodiques, gamécytociques et spléniques,

Décrire la composition de la population vectrice du paludisme dans la
localité de Pongonon,

» Déterminer le taux d’infection des anopheles et le taux d’inoculation
entomologique.

» Décrire les taux de réponses thérapeutiques et parasitologiques a la
chloroquine,

» Mesurer la prévalence du géne pfcrt, pour vérifier la validité du model
“GRI” a Pongonon
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IV. Généralités

IV.1. Historique

Le paludisme est I’'une des plus vieilles maladies dont les manifestations
cliniques sont décrites par les premiéres civilisations.

On distinguait avant 1630 parmi les fiévres intermittentes, la « fievre des
marécages ». En 1630, Don Francisco Lopez apprend des indiens du Pérou les
vertus de I’écorce du quinquina, les fiévres sont groupées en deux entités
nosographiques, selon leur sensibilité ou leur résistance a cette drogue. Pelletier
et Caventou (1820) isolérent 1’alcaloide actif, la quinine, que Maillot utilise au
cours de la campagne d’Algérie (1830). L’agent pathogéne est découvert en
1880 par Laveran a Constantine.

Marchiafava, Celli et Golgi, distinguent bientot trois espeéces parasites de
I’homme : Plasmodium vivax, Plasmodium falciparum et Plasmodium malariae.
De 1895 a 1897 la transmission de cette affection par un moustique du genre
Anopheles est soupgonnée par Ross et confirmée par Grassi en 1898'2. Stephens
isole en 1922 une quatriéme espeéce plasmodiale : Plasmodium ovale. En 1948
Shortt et Garnham mettent en évidence 1’existence de formes exo-érythrocytaires
tissulaires dans le foie de P. vivax expliquant ainsi la phase prépatente et la
survenue des rechutes (acces de reviviscence schizogonique).

De 1820 a 1940, aucun progres thérapeutique n’avait été réalisé. Peu avant la
seconde guerre mondiale la chloroquine premier antipaludique de synthése est
préparée et ouvre a toute une série de dérivées. La guerre du Pacifique a partir de
1942, privant les américains des plantations indonésiennes de quinquina, active
les recherches de nombreux antipaludiques. Contre les vecteurs, les insecticides

de contact a effet rémanent tel le DDT, sont utilisés d¢s la fin de la guerre12
IV.2. Profil épidémiologique du paludisme

Le paludisme sévit actuellement dans la ceinture de pauvreté du monde,
mais ’impact de la maladie en terme de santé publique (mortalité,
morbidité et impact socio-économique) varie considérablement d’une
région a une autre. Cette hétérogénéité du paludisme a treés tot imposé la
nécessité d’une classification des zones ou sévit la maladie en fonction du
climat et de la végétation (Macdonald 1957) ou suivant la prévalence des
splénomégalies chez les enfants de moins de 9 ans 13; quatre niveaux
d’endémicité furent ainsi déterminés :

- Hypo-endémicité, moins de 25 % de splénomégalie ;

- Méso-endémicité, de 25 a 50 % ;
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Hyper-endémicité, de 50 a 75 % ;
Holo-endémicité avec plus de 75 % et disparition des splénomégalies
chez ’adulte.

Cette classification fut adoptée par la conférence sur le paludisme de ’OMS en
Afrique équatoriale en 1951 pour caractérisée les diverses situations en Afrique
tropicale.

Actuellement I’endémie palustre est déterminée par la prévalence de participants
de 2 a 9 ans porteurs de formes asexuées de Plasmodium déterminant ainsi
quatre niveaux d’endémicité :

Hypo-endémicité, moins de 25 % ;

Méso-endémicité, de 25 a 50 % ;

Hyper-endémicité, de 50 a 75 % ;

Holo-endémicité avec plus de 75 %

Mais cette stratification seule ne rend pas compte de I’impact du
paludisme en terme de santé publique ni de ses caractéristiques
épidémiologiques ; d’autres facteurs entrainent des modifications locales
a ’intérieur des strates ; il s’agit de :

La présence de riviére ou de lacs, des barrages et des périmetres irrigués
qui allongent la période de transmission pendant la saison seche.
L’urbanisation qui diminue la superficie des aires propices aux gites
d’anopheles et pollue les eaux de surface les rendant impropres au
développement de ces moustiques ; I’intensité de la transmission décroit
de la périphérie au centre des villes.

Au Mali Doumbo, et al., 1989 ; ont décrit cinq faciés de transmission du
paludisme14

Zone de transmission saisonniére longue : (> 6 mois : Mai — Novembre
avec 1500 mm d’eau par an ; avec un indice plasmodique a 80 — 85 % et
une prémunition, I’anémie chez les femmes enceintes peut atteindre 41,2
%. C’est le domaine de la zone Soudano Guinéenne. Le paludisme y est
holo-endémique).

Zone de transmission saisonniére courte (3 mois : Sahel avec 200 —
800 mm d’eau par an atteignant surtout les enfants de moins de 6 mois a
9 ans). Le paludisme y est hyper-endémique avec un indice plasmodique
variant entre 50 et 75 %.

Zone subsaharienne (hypo-endémique) : avec 200 mm d’eau par an le
paludisme peut se manifester de fagon épidémique, I’indice plasmodique
est inférieur a 5 %.
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- Zone urbaine (pollution des gites, médicalisation) : hypo-endémique,
I’indice plasmodique est inférieur a 10 %.

- Zone de transmission bimodale ou plurimodale en début de pluie :
c’est le delta intérieur du Niger et les zones de retenues d’eau et de
riziculture (barrages), I’indice plasmodique est inférieur a 40 %.

I1 apparait ainsi que I’épidémiologie du paludisme varie énormément
d’une zone a I’autre et méme dans des lieux géographiquement tres
proches ( J.Y.Munier, 1999).

Le paludisme touche une centaine de pays dans le monde, particulierement les
zones tropicales défavorisées d'Afrique, d'Asie et d'Amérique Latine [figure2].

Malaria, 2002

»
p
'\J. “ R Arexs where malaria trammission occurs o
T 1 Areas with limiced risk Soamce WK, 0
[ 1 Mo mataria

Figure 2 : Carte de répartition du paludisme (source OMS 2002)

IV.2.1.Indices épidémiologiques du paludisme :

Ils apprécient la fréquence et la distribution du paludisme au sein d’une
population donnée. Ils permettent de définir différents niveaux de transmission et
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d’endémicité permettant ainsi d’adapter les stratégies de lutte contre le
paludisme par rapport au biotope considéré.

IV.2.1.1. Indices chez I’homme :

IV.2.1.1.1. Indice plasmodique (IP) :

C’est le pourcentage de participants d’un groupe d’age donné (2 a 9 ans) porteurs
de formes asexuées dans le sang périphérique. Il permet de déterminer le niveau
d'endémie. Lorsque la maladie est connue dans la région et que le nombre de cas
attendu compte tenu du lieu, du temps et de la population considérée, on
distingue 4 niveaux (pourcentage de la population) : moins de 25% : hypo-
endémie ; de 25 a 50% : méso-endémie ; de 50 a 75% : hyper-endémie ; plus de
75% : holo-endémie.

IV.2.1.1.2. Indice splénique :

C’est le pourcentage d'enfants entre 2 et 9 ans présentant une splénomégalie. Cet
indice permet le classement en zones d'hypo-endémie (indice splénique de 0 a
10%), en zones de méso-endémie (indice splénique de 11 a 50%), en zones
d'hyper-endémie (indice splénique de 50 a 75%) et en zones d'holo-endémie
(indice splénique supérieur a 75%). Il n’est plus utilisé de nos jours.

IV.2.1.1.3. Indice gamétocytique :

Il représente le pourcentage de participants porteurs de gamétocytes sanguins. Il
indique la capacité d’une population humaine a infester les vecteurs et donc le
risque d’infectivité d’une population donnée.

IV.2.1.2. Indice chez I’anophéle :

Trois indices permettent d’évaluer I’importance du réle des anophéles dans la
transmission du paludisme.

IV.2.1.2.1. Indice sporozoitique (IS) ou indice de I’antigene sporozoitique
(IAS)
LIS est le pourcentage d'anophéles porteurs de sporozoites dans les
glandes salivaires.
L’IAS est le pourcentage d’anopheles porteurs de protéines
circumsporozoites exprimées a la surface des sporozoites dans la portion
téte-thorax ; ou du sang de I’hdte vertébré ingéré par 1’anophele.

IV.2.1.2.2. Indice oocystique (I10)

C’est le pourcentage d'anopheles porteurs d'oocystes dans la paroi de leur
estomac. Cet indice n’est pas tres fiable car 1’évolution sporogonique
peut avorter apres la formation d’oocystes.
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IV.2.1.2.3. Taux d’inoculation entomologique

Le taux d’inoculation entomologique ou TIE représente le nombre de
piqires infestantes par homme et par unité de temps. Cette unité peut étre
exprimée en nuit, en mois ou en année selon les études entomologiques
réalisées.

IV.3. LE VECTEUR:

IV.3.1.Généralités sur les anophéles :

Dans le monde, la transmission du paludisme est assurée par plusieurs especes

d’anophe¢les.

Les moustiques responsables de la transmission du paludisme a I’homme,

appartiennent a la famille des Culicidae, a la sous-famille des Anophelinae au

genre Anopheles.

Parmi les espéces rencontrées en Afrique nous pouvons citer :

- An. gambiae 5.1 : présent dans la quasi-totalité de I’ Afrique Subsaharienne
non méridionale.

- An. funestus : répandu dans toute I’ Afrique Subsaharienne mais, plus
abondants dans les savanes ouvertes.

- An. nili : trés largement répandu dans toutes 1’ Afrique et est localisé aux
environs des cours d’eau permanents ou semi-permanents dans lesquels se
développent ses larves.

- An. pharoensis : ¢’est un anophele relativement grand, trés abondant dans le
Delta du Nil. I est présent en Afrique tropicale, et le principal vecteur du
paludisme en Egypte.

- An. sergentii : est le vecteur dans les zones irriguées de la Libye et de
I’Egypte.

Au Mali, les principaux vecteurs sont Anopheles gambiae s.l (Giles, 1902) et

Anopheles funestus (Giles, 1900); (Toure, 1979).

e An. gambiae se reconnait par :

- sataille moyenne,
- T’existence d’une bande pale dans la troisiéme zone sombre de la
costa, des palpes a trois bandes pales.

e An. funestus se caractérise part :

- laprésence de trois (parfois quatre) bandes pales trés étroites sur les
pattes des femelles,

- quatre taches pales dont le quart basal entiérement noir sur la costa, la
base de la premiére nervure est pale,

- Les fémurs et tibias antérieurs noirs, parfois avec une petite tache
pale a I’apex du tibia,

- Le tarse postérieur enticrement noir.
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Figure 3 : gauche, An. gambiae ; droit, An. funestus Photos courtesy of J.
Gathany, CDC (Source : biology.biosadm.1@nd.edu)

12

IV.3.2.Bio-écologie

Au cours de leur développement, les moustiques passent nécessairement
par deux phases : une phase aquatique (stade préimaginaux : de I’ceuf a la
nymphe) et une phase aérienne (stade imago ou adulte).

Stades préimaginaux ou aquatiques

- (Eufs

Ce sont des petits corps mesurant 1 mm ou plus, et sont déposés a la
surface de I’eau. Chez les anopheles, la femelle dépose entre 160-300
ceufs par ponte (Holstein, 1994). Ce sont des ceufs plus ou moins ovoides,
isolés et pourvus de flotteurs latéraux leur permettant de conserver une
position horizontale a la surface de I’eau.

La duré¢ d’incubation est de 24 a 36 heures en général mais est fonction
de la température.

Larves

Apres éclosion, la larve subit trois mues successives qui la conduisent du
stade I au stade IV. Une larve de moustique au stade IV comprend 3
parties : la téte, le thorax et I’abdomen.

La durée du stade larvaire est trés variable. Elle est fonction de I’espece,
de la température, de 1’alimentation, du PH et de la quantité de la maticre
organique dissoute.

Nymphes

La larve parvenue a son développement complet cesse de se nourrir. Elle
subit alors sa quatrieme mue pour donner une nymphe. La nymphe est
une pupe mobile présentant la forme d’une virgule (Figure 4). Elle
comprend deux parties : le céphalothorax et I’abdomen. Le céphalothorax
est globuleux, porte des trompettes respiratoires. L’abdomen est terminé
par deux palettes natatoires.
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La durée de vie nymphale oscille entre un et six jours selon les espéces et
les conditions climatiques du milieu.

La durée totale du cycle de I'ceuf a I’imago est de 12 a 20 jours en
moyenne. Elle peut étre réduite ou allongée par les conditions
défavorables.

Figure 4 : Morphologie schematique de la nymphe

Source : http://www.eid.org/frmoustique/moustiquebiologie.htm

b. Imagos

De la nymphe émerge, un adulte male ou femelle. Le sex-ratio est généralement
en faveur des males (45 femelles pour 55 males).

L’émergence dure quelques minutes et représente une phase délicate dans la vie
de I’insecte en raison d’une forte mortalité par noyade.

Les moustiques venant d’éclore, n’ayant souvent aucun héte a piquer pres de
leurs gites larvaires, sont obligés de chercher leur nourriture a une certaine
distance. Chez la plus part des espéces, le moustique ne franchit pas de grandes
distances au vol et le male vole beaucoup moins que la femelle.

13 These de medecine année universitaire 2008-2009 FMPOS/DEAP/MRTC



Géneralités

Les moustiques se rencontrent dans toutes les zones géographiques du monde.
Cette distribution varie en fonction de la température et de I’altitude. An gambiae
s.l et An. funsetus se rencontrent sur toute 1’étendue de la zone afro-tropicale.

Au repos, lorsqu’ils sont placés sur une surface plane, les moustiques ont une
attitude caractéristique qui nous permet dans la plupart des cas de distinguer les
différentes sous-familles de Culicidae les unes des autres. Ainsi par rapport au
support, le corps des Culicidinae et celui des Aedinae sont paralléles, alors que le
corps des Anophelinae est compleétement oblique.

Les moustiques males et femelles se nourrissent du jus sucré, de nectars et
d’autres exsudats végétaux. Les femelles pour le développement des ceufs ont
besoin de repas sanguin qui n’est pas indispensable pour leur survie. Les
moustiques sont inféodés aux invertébrés. Cependant chaque espéce montre des
préférences trophiques nettes pour un ou plusieurs animaux bien définis. Quant
I’hote préféré est ’homme, le moustique est qualifié d’anthropophile. S’il s’agit
d’un animal, il est dit zoophile.

Dans la nature I’accouplement a généralement lieu dans les 24 a 48 heures apres
la mue imaginale. Les males de certaines espéces forment un essaim qui se tient
fréquemment a la verticale de points bien définis ou nettement contrastés comme
par exemple le sommet d’un arbre ou I’angle d’un batiment. La formation de
I’essaim se produit en général a I’aube ou au crépuscule. Les femelles qui
pénétrent a I’intérieur de 1’essaim sont happées au passage et le couple ainsi
formé s’isole en se laissant tomber. Apres I’insémination, les spermatozoides
sont emmagasinés dans un organe appelé spermathéque d’ou ils sont extraits
progressivement pour féconder la totalité des ceufs que la femelle produit
(monogamie).

La durée de vie moyenne des moustiques est de 45 jours. Cette durée varie qu’il
s’agisse d’un male ou d’une femelle. En général, la femelle vit plus longtemps
que le male. Les facteurs climatiques jouent un role trés important dans la survie
des moustiques. Ainsi par exemple dans les pays tempérés, certaines especes qui
sont en ¢tat d’hibernation conditionnelle peuvent survire de six a sept mois.

1V.3.3.Gites larvaires

Un gite larvaire est une collection d’eau choisie par la femelle d’un moustique
pour son oviposition (ponte des ceufs) et ou se développent les stades
préimaginaux.

Les gites sont variés et le plus souvent conditionnés a I’eau de pluies. Les larves
d’Aédinae se rencontrent dans les fonds des canaris, les boites de conserve, les
culs de bouteilles, les récipients de cuisine abandonnés, les coques des noix de
coco, les trous d’arbres...
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Les gites larvaires des Culicidae sont trés nombreux et variables selon les
especes. Selon Holstein (1949), on rencontre les larves de certaines especes dans
les grands marécages, les mares, les rizieres, les fleuves, les ruisseaux. Les gites
larvaires des Culex urbains dont surtout les eaux polluées.

On cherche les larves d’Anophelinae dans les gites qui peuvent étre classés en
deux catégories : naturels ou créés par I’homme. Les gites larvaires naturels
peuvent étre permanents ou temporaires.

Quant aux gites créés par I’homme, leur importance épidémiologique est souvent
grande car ils entrainent un déséquilibre faunistique qui va brutalement favoriser
une espece. Or, on sait qu’un vecteur médiocre peut étre redoutable lorsqu’il
pullule.

Selon donc les especes, les larves d’Anophelinae se rencontrent dans des creux
de rochers sans végétation, remplis d’eau tiede, ensoleillés (4n. gambiae), ou des
flaques résiduelles de marigot ensoleillés, avec végétation et d’eau ticde ( An.
funestus).

En I’absence de ses gites préférés, une femelle poussée par le besoin impérieux
de ponte, utilise d’autres catégories de gites pour son oviposition.

IV.3.4.Cycle biologique

Le développement de toutes les especes de moustiques est caractérisé par la
succession de deux phases : la premiére est aquatique et recouvre la vie pré-
imaginale, c'est-a-dire I'ceuf, les stades larvaires et la nymphe. La seconde est
aérienne et concerne l'adulte, ou imago.

Les anophéles femelles pondent sur I'eau des ceufs fécondés. Ces ceufs mesurent
moins d'l mm. Ils sont pondus isolément, sont munis de flotteurs et restent en
surface durant 'embryogéneése.

De chaque ceuf éclot une seule larve d'environ 1 mm. La larve aquatique des
anopheles se nourrit en filtrant les débris organiques et les micro-organismes de
l'eau. Il y a quatre stades larvaires, séparés par trois mues larvaires. La larve de
stade 4 mesure 5 mma 1 cm.

La larve de quatrieme stade effectue une mue particulicére, la nymphose. Cette
derniere libére une nymphe aquatique mobile, qui ne se nourrit pas. De profonds
remaniements de la morphologie s'effectuent au cours du stade nymphal. Les
organes propres au stade larvaire (appareil buccal filtreur-broyeur, systéme
digestif de détritophage-filtreur) sont détruits ; les organes caractéristiques de
I'adulte qui étaient présents a 1'état d'ébauches dans la larve (ailes, pattes, appareil
buccal piqueur-suceur, systeme digestif d'hématophage) apparaissent.
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De la nymphe émerge un adulte, male ou femelle, qui s'envole rapidement
(Figure 5). C'est au cours de la phase aérienne, le plus souvent dans un essaim
de males réunis au crépuscule, que s'effectue 1'insémination de la femelle
néonate. Les spermatozoides sont introduits dans la bourse copulatrice de la
femelle, puis ils migrent dans une spermathéque, sorte d'annexe du systéme
sexuel femelle, dans laquelle ils conservent leur pouvoir fécondant pendant
plusieurs semaines, jusqu'a la mort de la femelle.

La fécondation s'effectue dans le tractus génital de la femelle, lors de la ponte,
des spermatozoides étant libérés a partir de la spermatheéque.
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Figure 5 : Schéma montrant les différents stades de développement d’un
moustique. Source : J. Brunhes et Coll., Les anoph¢les de la région afro-
tropicale, logiciel ORSTOM Ed., 1998)
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IV.4. Le parasite

L’agent pathogeéne du paludisme est un hématozoaire du genre Plasmodium,
appartenant a I’embranchement des Sporozoa et a I’ordre des Haemosporidae.
Cent vingt trois especes du genre Plasmodium ont été répertoriées et possédent
des cycles biologiques similaires. Ce sont des parasites intracellulaires
obligatoires des vertébrés transmis par la piqlire des moustiques femelles. 11
existe quatre especes plasmodiales humaines :

IV.4.1.Plasmodium falciparum:

C’est le plus redoutable agent de la fievre maligne (acceés pernicieux, anémie
grave). Il envahit les érythrocytes qu’ils soient jeunes ou agés. P. falciparum est
le plus répandu autour de I’équateur ou le paludisme sévit de fagon endémique a
cause de I’humidité et de la température qui entretiennent de fagon permanentes
les conditions favorables au développement du cycle chez les moustiques.

IV.4.2.Plasmodium malariae :

I1 est I’agent de la fievre quarte. Ses mérozoites parasitent de préférence les
hématies agées. Cette prédilection joue a ’avantage du parasite puisque dans
une certaine mesure elle empéche la mort de 1’hote. 1l peut étre responsable de
syndromes néphrotiques graves. Il est essentiellement présent en Afrique et en
Asie, beaucoup plus rare en Amérique tropicale.

IV.4.3.Plasmodium ovale :

C’est I’agent de la fievre tierce bénigne. Ses mérozoites parasitent de préférences
les hématies jeunes. Il est présent exclusivement en Afrique entre les tropiques
du Cancer et du Capricorne. C'est-a-dire 1a ou P. vivax est rare ou absent.

IV.4.4.Plasmodium vivax :

I1 est aussi responsable d’une fiévre tierce bénigne. Ses mérozoites ont comme
pour P. ovale une préférence pour les globules rouges immatures. Miller et al
(1975, 1977) ont démontré que 1’antigéne du groupe sanguin Duffy intervient
dans la pénétration des mérozoites de P. vivax dans les hématies. En effet P.
vivax n’envahit que les érythrocytes qui posseédent I’antigéne du groupe sanguin
Dufty (Duffy +). Cet antigeéne est trés rare dans la race noire (Duffy-). C’est ce
qui explique sa localisation géographique actuelle. Il est exceptionnellement
rencontré en Afrique du nord mais tres répandu en Afrique de I’est en Asie et en
Amérique, entre le 16 et les 21°™ degrés de latitude.

IV.4.5.Cycle biologique de Plasmodium

Les plasmodies sont des homococcidies (ou hémosporidies) appartenant au
phylum des Apicomplexa. Ce sont des parasites dixeénes puisque leur cycle
comporte un hote invertébré (anophele) et un hote vertébré homéotherme
(figure?7).
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IV4.5.1. Cycle chez ’homme :

L’anophele femelle infecté, au cours de son repas sanguin injecte dans un
vaisseau avec sa salive les sporozoites localisés dans ses glandes.

Ces sporozoites transportés par le courant sanguin circulent dans tout
I’organisme pendant un temps relativement court, sans subir de
transformation.

Seuls survivent ceux ayant gagné le foie et ayant probablement franchi le
barrage des cellules phagocytaires du foie (cellules de Kupffer).

a. Phase hépatique

Appelée phase pré-érythrocytaire ou phase exo-érythrocytaire, c’est une
phase silencieuse et fut découverte par Shortt et Garhnam en 1948. Les
sporozoites traversent le revétement endothélial des capillaires sinusoides
avant de pénétrer dans [’hépatocyte. D’apres Meis et al., (1983), ce
mécanisme fait intervenir probablement des expansions dendritiques des
cellules phagocytaires de Kupffer qui traversent I’endothélium et un
récepteur (Hollindale, 1983) dont la nature n’est pas encore connue. Selon
Kretti et al. (2000) il existe chez les Plasmodium 3 stades d’invasion du
parasite : I’invasion par les ookinétes de I’epithelium stomacal, 1’invasion des
glandes salivaires et des hépatocytes par les sporozoites et I’invasion des
globules par des mérozoites. Le mécanisme par lequel les sporozoites
traversent la peau n’est pas connu. Mota et al., en 2001 ont démontré par des
études in vitro que les sporozoites traversent la lumiére épithéliale, un
mécanisme qui pourrait permettre le passage des sporozoites a travers les
vaisseaux cutanés. Apres ce passage les sporozoites entrent dans la
circulation sanguine et vont se localiser dans le foie, puis envahissent les
hépatocytes. Une fois dans I’hépatocyte, le parasite s’arrondit et se
transforme en une grosse cellule uninuclée, le trophozoite. L’évolution du
trophozoite hépatique dépend de 1’espéce plasmodiale.

Chez les especes P. falciparum et P. malariae, le noyau du trophozoite agé
se divise un grand nombre, puis chaque noyau s’entoure d’un peu de
cytoplasme pour former un syncicium qui a son tour s’entoure d’une
membrane. Il se forme ainsi en 6 jours chez P. falciparum et en 15 jours chez
P. malariae un schizonte hépatique mature appelé “corps bleu” qui contient
quelques milliers de noyaux. C’est la schizogonie hépatique. Ce schizonte a
maturité, éclate avec 1’hépatocyte et libére des mérozoites hépatiques dans le
courant sanguin qui vont pénétrer dans les globules rouges et initier ainsi la
phase érythrocytaire.

La schizogonie exo-érythrocytaire chez P. ovale et chez P. vivax dure
respectivement 9 et 8 jours. Il faut noter que certains schizontes peuvent
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rester en dormance sous forme uninuclée dans les hépatocytes. Ils sont
appelés des hypnozoites. Ces hypnozoites peuvent donner naissance a des
schizogonies hépatiques. Elles sont a I’origine de rechutes et de reviviscence
schizogoniques (Danis et Mouchet, 1991).

b. Phase sanguine
Le mérozoite
La pénétration dans 1’érythrocyte se fait en trois temps :

- La phase de fixation initiale ou de contact entre le manteau du merozoite
et la surface de I’hématie qui peut se faire en n’importe quel point de la
surface de I’un ou Iautre.

- Laphase de réorientation pendant laquelle la région apicale du mérozoite
(perforatorium) se dirige vers la membrane érythrocytaire. Cette région
apicale qui contient des rhoptries et des micronémes est caractéristique
des formes invasives du parasite d’ou le nom d’Apicomplexa.

- La phase d’endocytose pendant la quelle la membrane de I’hématie
s’invagine, puis les rhoptries et les micronemes se déchargent dans la
vacuole parasitophore.

Au cours de cette pénétration active la membrane érythrocytaire se déplace
progressivement vers 1’arriére du parasite sous forme d’un anneau. Le
manteau glycoproteique du parasite se détache et le merozoite se retrouve
i1sol¢é dans la vacuole parasitophore, tandisque que le manteau reste exposé a
la surface du globule.

Le trophozoites :

Le mérozoite se transforme et une forme plus ou moins sphérique qui
caractérise le trophozoite, apres sa pénétration dans I’hématie. Le trophozoite
est le siege d’importantes activités métaboliques et une volumineuse vacuole
nutritive refoulant le noyau a la périphérie du cytoplasme. Cette vacuole
nutritive se remplit progressivement du produit de dégradation de
I’hémoglobine, le pigment malarique ou hemozoine (Danis et Mouchet,
1991). Des saccules se détachent de cette vacuole et migrent vers la
membrane érythrocytaire avec laquelle ils fusionnent. Ces organites
(granulation de Schiiffner chez P. ovale et P. vivax ou taches de Maurer chez
P. falciparum) assurent le transport du matériel parasitaire dans le
cytoplasme des hématies. Dans le cas de P. falciparum, ce matériel
parasitaire semble entrer dans la composition des “Knobs ¢ qui sont des
protubérances observées sur les hématies parasités et qui pourraient
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déterminer I’adhérence aux cellules endothéliales des vaisseaux du cerveau et
la genése de ’acces pernicieux (Danis et mouchet 1991).

e Le schizonte :

I1 provient de la multiplication du noyau du trophozoite en plusieurs petits dont
chacun s’entoure de cytoplasme (pour donner de future mérozoites
érythrocytaires), c’est la schizogonie endon-érythrocytaire. Le schizonte mir
s’appelle le “corps de rosace”. A maturité le schizonte éclate avec I’hématie pour
libérer des mérozoites. Ainsi libérés dans le plasma, les mérozoites vont envahir
de nouvelles hématies. De nombreux cycles sont ainsi initiés.

Lors de I’éclatement, 1’hemozoine et les débris membranaires sont libérés dans la
circulation et sont phagocytés par les polynucléaires neutrophiles, les monocytes
ainsi que les macrophages du foie de la rate et de la moelle hématopoiétique.

La lyse des hématies parasitées par les schizontes mirs est synchronisée et
contemporaine des acces fébriles.

La phase a une durée de 7 a 15 jours pour P. falciparum et de 3 semaines pour P.
malariae. Cette durée est difficile a déterminer chez les deux autres especes (P.
ovale et P. vivax) a cause des réviviscences schizogoniques.

La schizogonie endon-érythrocytaire suit un cycle relativement régulier,
caractéristique de chacune des especes plasmodiales avec un nombre déterminé
de mérozoites par schizonte. La durée est en général un multiple de 12 heures.
Elle est de 36-48 heures pour P. falciparum, 48 heurs pour P. ovale et P. vivax et
de 72 heures pour P. malariae. Un schizonte de P. falciparum a 16 a 32
mérozoites, 6 a 24 pour P. malariae, 8 a 16 pour P. ovale et de 16 a 20 pour P.
vivax.

o La gamétocytogéneése

La gamétocytogénese correspond a I’amorce du cycle sexué ou gamogonie.
Apres plusieurs cycles schizogoniques asexués, certains se différencient en
¢léments uninuclées potentiellement sexués qui vont permettre la poursuite du
cycle chez le moustique, ce sont des gamétocytes.

Le mécanisme d’induction ou le déclenchement ainsi que le processus de la
gamétocytogénese ne sont encore bien €lucidés.

Néanmoins on retient le fait que 1’induction de la gamétocytogénése est lice a
une modulation environnementale ou a la souffrance du parasite. Par exemple la
production des gamétocytes est accrue lorsqu’on ne renouvelle pas les
érythrocytes dans les cultures continues (Carter et Miller, 1979). Quant a la
modulation environnementale on fait allusion a I’état immunitaire de I’hdte. En
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1981, Smalley et Brown ont constaté que les sérums d’enfants gambiens
n’exercaient aucun type de stimulation a tout seul, Mia pouvait indirectement
stimuler les lymphocytes qui a leur tour induisaient la production des
gamétocytes. En 1981, Ade-Serrano et al., ont mis en cause une fraction C3b de
complément dans cette induction.

La pression médicamenteuse exercée par des doses inferieures aux doses
curatives serait a I’origine d’une augmentation d’une gamétocytémie. Il a été
constaté que la production des gamétocytes augmentait avec I’administration de
la pyriméthamine chez des participants malades du paludisme a P. falciparum
(OMS, 1973 ; Schute et Maryon, 1954). Aussi avec 1’administration de la
chloroquine, certaines contraintes métaboliques sont parmi les meilleurs facteurs
de modifications environnementales et contribuent a induire la production des
gamétocytes (Mons, 1985).

Selon I’OMS (1987), lors des premiéres manifestations cliniques du paludisme a
P. malariae, a P. vivax et a P. ovale il existe déja dans le sang, des gamétocytes
fonctionnels, tel n’est pas le cas au cours du paludisme a P. falciparum.

La gamétocytogénese dure plus longtemps chez P. falciparum que chez les
autres especes. Selon Smalley, (1976) in vivo, les gamétocytes apparaissent dans
le sang périphérique 10 jours environ apres la sortie des premiers mérozoites
hépatiques et un peu plus in vitro (12 a 14 jours).

A I’observation microspique d’un frottis sanguin coloré au May-Grunwald
Giemsa, les microgamétocytes de P. falciparum sont 1égérement arqués, ils ont
un noyau presque diffus, un cytoplasme rouge violacé contenant des pigments
dispersés. Par contre, les microgametes sont plus arqués en forme de banane, ils
ont un noyau sphérique rouge bien différentié, un cytoplasme bleuté contenant
des pigments concentrés autour du noyau.

IV.4.5.2. Cycle chez le moustique :
e La gamogonie :

La transformation des gamétocytes en gametes dans les conditions naturelles est
subordonnée a leur ingestion par le moustique lors d’un repas sanguin. Le
microgamétocyte donne naissance a 8§ gametes mobiles ayant chacun une
longévité de quelques minutes. Le microgamétocyte se transforme un
macrogaméte unique. Les gamétocytes présents dans le sang infectant ne sont
tous capables de gamétogenése.

L’aptitude d’un gamétocyte a se développer en gamete n’est acquise qu’au terme
d’un phénomeéne de “capacitation”. Plusieurs facteurs jouent un réle important
dans I’induction de la gamétogeneése : abaissement de la température
(température optimale ente 28° et 36°Celsius) I’augmentation du PH (entre 7,7 et
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8,4) due a I’action du CO; sur les réactions faisant intervenir le bicarbonate, les
produits pharmacologiques en particuliers les inhibiteurs des phosphodiestérases
comme la caféine ( Carter et Graves , 1988) et probablement d’autres ¢léments
non encore identifiés que Nijhout (1979) a appelé “ facteur moustique”.

Gamétogenese et fécondation

Sur un participant infesté, le moustique absorbe avec des cellules sanguines
parasitées, les différents stades du parasite, pendant son repas de sang. Les
formes asexuées (mérozoites, trophozoites et schizontes) sont digérées. Seuls les
gamétocytes sont capables de poursuivre leur développement. Quelques minutes
apres le repas sanguin, des cellules sanguines parasitées ainsi que celles des
vacuoles parasitophores se rompent.

Pendant ce temps, les gamétocytes perdent leurs formes allongées et arquées en
banane pour devenir plus ou moins sphériques, c’est I’activation. Les
gamétocytes femelles ne subissent pas de modification profonde lors de leur
transformation en macrogameéte. Ils font simplement une modification de forme
et I’expulsion des corpuscules chromatiniens. La transformation du microgaméte
en macrogamete est par contre lente et fait intervenir 3 mitoses sur une environ
10 a 12 minutes, la premicre étant réductionnelle. Les 8 microgameétes sont
ensuite expulsés du microgamétocyte sous forme de fin filament, c’est
I’extlagéllation. Le gaméte mesure environ 20-25u et est flagellé, trés mobile et
va a la rencontre du gameéte femelle.

Lors de la fécondation des macrogametes par les microgameétes qui a lieu 20
minutes a 2 heures de temps apres le repas sanguin, les membranes cellulaires
des gametes males et femelles fusionnent, I’axonéme et le noyau du
microgamete sont refoulés dans le cytoplasme du gamete femelle. Le noyau méle
condensé au début devient moins dense et fusionne avec le noyau femelle, d’ou
la formation d’un zygote a 2n chromosomes.

Le zygote est avant tout une cellule globulaire circulaire immobile d’environ
8um de diametre. Le zygote émet alors un pseudopode et prend la forme cornue.
L’évolution continue par allongement du pseudopode et le zygote désormais
mobile prend un aspect fusiforme de 18 a 24 um, c’est I’ookinette qui s’observe
18 a 24 heures apres I’infection. Ce dernier migre vers I’épithélium du
mésentéron qu’il traverse pour se loger et s’enkyster sous 1‘assise basale dans
une dépression de la paroi stomacale.

Le développement se poursuit entre la paroi du mésentéron et son assise basale.
L’ookinete s’enkyste en s’entourant d’une capsule amorphe et devient I’oocyste.
Ce dernier est d’abord dans une dépression de la paroi cellulaire, par la suite la
capsule s’amincit au fur a mesure que 1’oocyste se développe et augmente de
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volume. Simultanément, 1’assise basale se déforme et finit par se rompre. D¢és
lors I’oocyste de forme sphérique fait saillie a la face externe de 1’estomac du
moustique.

Sous la capsule, apparait des vacuoles dans le cytoplasme de 1’oocyste. Ces
vacuoles grandissent et fusionnent par coalescence, formant de grandes fissures
qui subdivisent le cytoplasme de I’oocyste en plusieurs sporoblastes de structure
fine. Les zones recouvertes par des segments de membrane interne font saillie
vers I’extérieur et I’on voit les sporozoites sortir des sporoblastes par un
processus de bourgeonnement. Environ 20% des sporozoites qui sont mobiles
migrent pour se concentrer dans la glande salivaire du moustique.

Ces sporozoites sont alors infestants et peuvent transmettre le paludisme a un
individu réceptif.
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Figure 6 : Cycle de développement de P. falciparum (Source :
http://www.phac-aspc.gc.ca/publicat/ccdr-rmtc/04vol130/30s1/page9 f.html)
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IV.5. Role de Pimmunité :

L’immunité est acquise et place a la longue I’hote et le parasite dans une
situation de << paix armée >>. Le développement de cette prémunition est
démontré en particulier par I’arrivée, en zone impaludée, d’individus neufs chez
qui le paludisme fait des ravages et au contraire par la disparition progressive du
paludisme clinique chez les autochtones, en fonction de 1’age, et ce d’autant plus
vite que la transmission est intense et continue. Transplantés en zone tempérée,
ces participants ne sont plus soumis a I’infestation. Leur immunité s’affaiblit et
disparait en un a deux ans. A leur retour en région tropicale, ils se présentent
alors comme des participants neufs et sont exposés a un paludisme grave. Ainsi,
I’immunité palustre est précaire et instable ; elle s’acquiert lentement et dépend
du facteur temps et du facteur densité parasitaire. Elle doit étre entretenue pour
durer ; c’est ce que I’on appelle un état de prémunition et que 1’on désigne plutot
actuellement du nom d’immunité concomitante. Cette immunité est transmise
par la mére a son enfant qui est ainsi protégé pendant les 4 a 5 premiers mois de
la vie.

IV.6. Physiopathologie du paludisme :

Les manifestations cliniques du paludisme-maladie sont observées au cours du
cycle endo-érythrocytaire et la physiopathologie de 1’acces palustre simple est
différente de celle de I’acces sévere ou compliqué da a P. falciparum, seul
responsable de la mortalité liée au paludisme.

IV.6.1.Physiopathologie du paludisme simple ou non compliqué :

Les quatre especes plasmodiales peuvent étre responsables de cet acces et quatre
manifestations cliniques sont décrites :

Fiévre

- Anémie

Hépatomégalie

Splénomégalie

IV.6.1.1. La fiévre:

Elle est le maitre-symptome du paludisme. Elle est liée a la production de
cytokines (interleukines 1 et 6) et de prostaglandines ainsi que de Tumor
Necrosis Factor (TNF). Elle rythme 1’éclatement synchrone des schizontes murs.
La fiévre, par I'intermédiaire d’un « killing factor » plasmatique, jouerait un role
protecteur par inhibition de la multiplication parasitaire.
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IV.6.1.2. L’anémie :

L’anémie est due pour une part a des facteurs mécaniques : éclatement des
hématies parasitées, mécanisme le plus important et d’autre part, a d’autres
mécanismes dont la fixation sur les hématies non parasitées d’auto-anticorps et
d’antigeénes parasitaire responsables d’immunohémolyse qui majorent encore
I’anémie parasitaire.

1V.6.1.3. La splénomégalie :

Elle est la conséquence de I’hyperactivité du systéme monocyte-macrophage
stimulé par I’infection palustre : phagocytose des hématies parasitées et des
débris érythrocytaires.

La splénomégalie de 1'enfant en région d'endémie est le signe de réinfestations
successives.

IV.6.1.4. L’hépatomégalie :

Elle n’est pas toujours présente et peut s’expliquer par la phagocytose des
cellules de Kiippfer.

IV.6.2.Physiopathologie du paludisme sévére :

La complication la plus fréquente et la mieux décrite est le neuropaludisme ou
paludisme cérébral di a P. falciparum. Sa pathogénie est encore mal connue
malgré de nombreuses données obtenues expérimentalement chez I’animal et les
études effectuées chez ’homme.

IV.7. Manifestations cliniques des accés palustres a P. falciparum :
On distingue :

-le paludisme simple ou non compliqué

-le paludisme grave

IV.7.1.Paludisme non compliqué ;

Il est caractérisé par 1’absence de critere de paludisme grave (OMS, 2000).
L’enfant est capable de tolérer une médication antipaludique par voie orale et
peut ainsi €étre trait¢ en ambulatoire. Bien traité, le déces est exceptionnel et
résulte alors du passage a la forme sévere.

En fonction de la symptomatologie, les différentes formes cliniques du PNC
sont :

-Formes communes: La symptomatologie correspond a une fieévre non
spécifique d’allure isolée.
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- La fievre débute brutalement, souvent ¢élevée mais de degré variable, avec
frissons, sueurs, céphalées et courbatures, associée souvent a des petits troubles
digestifs de type « d’embarras gastrique » (nausé€e, vomissements) et /ou
diarrhée. L’examen clinique peut étre normal au début. Les signes traduisant
I’hémolyse apparaissent souvent de facon différée : paleur, sub-icteére, hépato-
splénomégalie.

-Accés de reviviscence précoce ou tardive: Ces acceés s’observent avec
I’acquisition d’un certain degré d’immunité et correspondent aux acces
schizogoniques toutes les 48 heures (P. falciparum, P. ovale ou P. vivax) ou 72
heures (P. malariae). Chaque acces se succede toutes les 48 heures (fievre
tierce : J1-J3-J5...) ou 72 heures (fievre quarte : J1-J4-J7) selon le parasite. La
périodicité peut manquer en raison d’un polyparasitisme. Seule la fiévre tierce a
P. falciparum est susceptible d’évoluer vers un paludisme grave.

-Paludisme viscéral évolutif (PVE) : Le PVE concerne plutét ’enfant qui
peine, au cours des années, a acquérir sa prémunition.

La splénomégalie en est le signe majeur associé a une hépatomégalie.

Les signes généraux (fébricule intermittente, asthénie, amaigrissement etc.) et
d’hémolyse (paleur, ictére) sont trés variables, allant d’une forme quasi
symptomatique a une forme pouvant en imposer pour une leucémie. La densité
parasitaire est en reégle faible nécessitant de répéter les gouttes épaisses.

Le PVE peut étre différencié de la splénomégalie palustre hyperréactive,
classique « splénomégalie tropicale idiopathique » qui se voit aprés une longue
période d’exposition palustre, donc chez 1’adolescent et 1’adulte. Trois critéres
majeurs sont requis : splénomégalie majeure (type III, IV), trés forte élévation
des IgM et disparition progressive (en plusieurs mois) de tous les signes apres
traitement antipaludique. La parasitémie est en régle négative, mais la sérologie
est fortement positive.

Toute splénomégalie, quand elle est volumineuse, expose au risque de rupture.

IV.7.2.Paludisme grave :

I1 est fréquent chez I’enfant de moins de 5 ans et le sujet non-immun dans les
zones de transmission stable et dans toutes les classes d’age dans les zones de
paludisme instable et intermédiaire. Le paludisme séveére nécessite une
hospitalisation avec une prise en charge rapide et un traitement par voie
parentérale.

L°’OMS a établit des critéres qui, isolés ou associés, font poser le diagnostic de
paludisme sévere et permettent une meilleure prise en charge (criteres OMS
2000).
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-Neuropaludisme BCS<=2 score de Glasgow <=9

-Troubles de la conscience : BCS<5 et >2 ou score de Glasgow <15 ou >9
-Convulsions répétées >1 /24 heures

-Prostration : extréme faiblesse

-Vomissements itératifs

-Syndrome de détresse respiratoire

-Ictére clinique

-Acidose métabolique, bicarbonates plasmatiques <15mmol/L
-Lactatémie >5 mmol/L

-Anémie grave (Hb< 5g/dl, Ht <15%)

-Hyperparasitémie >4% chez le sujet non immun, ou >20% chez le sujet immun
-Hypoglycémie (glycémie < 2,2 mmol/L)

-Hémoglobinurie macroscopique

-Insuffisance rénale diurése <400ml/ 24h ou créatinémie >265umol chez I’adulte
/ diurese <12 ml/ kg/ 24h ou créatinémie €levée pour I’age chez I’enfant

-Collapsus circulatoire : TAS <50 mmHg avant 5 ans, TAS <80 mmHg apres 5
ans.

-Hémorragie anormale
-(Edéme pulmonaire (radiologique)
*BCS=Blantyre Score Coma.

IV.8. Diagnostic :

e Chez le moustique la mise en évidence du Plasmodium se fait
principalement de deux manieres :

- de fagon directe (microscopie) par la dissection pour la recherche des oocystes
au niveau de I’estomac ou des sporozoites au niveau des glandes salivaires,

- de fagon indirecte en utilisant les méthodes enzymatiques comme type
antigéne-anticorps ou par la méthode de biologie moléculaire basée sur
I’amplification et la mise évidence de 1’ Acide Ribonucléique(ARN) du parasite.
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e Chez I'homme, la détection du parasite du paludisme est d’urgence.
Relativement simple et trés rapide a mettre en ceuvre, le diagnostic
s’effectue par la réalisation d’un frottis sanguin, apres prélevement d’une
goutte de sang au bout du doigt. La goutte du sang est étalée sur une
lame, et apres coloration au Giemsa, le parasite est révélé au microscope
dans les globules rouges. L’examen est réalisé dans I’heure qui suit.

La microscopie demeure la méthode de référence en zone d’endémie
palustre. Mais elle nécessite de posséder un bon microscope et implique
un microscopiste qualifié. D’autres techniques de diagnostic indirect ont
été mises au point : la détection des anticorps spécifiques dans le sang et
celle d’acides nucléiques par la méthode de biologie moléculaire(PCR).

IV.9. Lutte contre le paludisme :

Les stratégies de lutte antipaludique jusqu’ici utilisées ont été confrontées
a de nombreuses difficultés telles la résistance des vecteurs aux
insecticides et surtout la résistance des parasites aux antipaludiques. Ces
résistances s’intensifient de plus en plus et réduisent considérablement
I’efficacité de la lutte antivectorielle et de celle antiplasmodiale.

IV.9.1.Lutte antivectorielle :

Cette lutte est essentiellement basée sur la demoustification qui consiste a mener
une action contre les formes adultes et les formes larvaires.

La pulvérisation intra-domiciliaire d’insecticide a effet rémanent constitue
I’activité principale de lutte contre les adultes. Les produits chimiques utilisés
sont les organochlorés (DDT, HCH, I’Endosulfan et la Dieldrine), les
organophosphorés (le Malathion, le Finithrotion ....), les carbamates (Propoxur)
et les pyréthrinoides de synthése (Delthamethrine et Permethrine). Cette méthode
peut étre efficace pour réduire la durée de vie des moustiques sensibles au
produit utilisé.

La lutte antilarvaire se fait par la gestion environnementale. Elle nécessite des
moyens physico-chimiques et ceux biologiques. Elle est peu efficace pour
réduire et trés couteuse et les larvicides chimiques treés polluants.

L’utilisation des supports imprégnés d’insecticide (rideaux, moustiquaires,
couvertures...), de produits répulsifs (serpentins, les crémes pour la peau) et de
grillages sur les portes et les fenétres, sont un autre moyen de lutte contre les
vecteurs.

IV.9.2.Lutte antiparasitaire :

Cette lutte est basée sur 1’utilisation de médicaments qui ont une action sur les
différentes formes du cycle parasitaire chez I’homme (schizontocides,

30 These de medecine année universitaire 2008-2009 FMPOS/DEAP/MRTC



Géneralités

gamétocytocides). Ceci revient au traitement du paludisme dont le choix dépend
avant tout de la gravité clinique de la maladie, d’ou I’'importance d’un diagnostic
précoce et précis.

Ainsi pour le cas du paludisme simple, au Mali les combinaisons Arthemether-
Luméfantrine (Coartem) et Artesunate + Amodiquine qui sont recommandées
(PNLP, 2003).

Dans le cas du paludisme grave, la quinine intraveineuse demeure
I’antipaludique d’urgence : 25mg/kg/j de quinine base comme dose
recommandée par I’OMS tant bien chez ’adulte que chez I’enfant.

IV.10. Résistance a la chloroquine

Découverte par les chercheurs allemands en 1934 (Resorchin®) puis développée
en 1944 aux Etas-unis (Aralen®)'® 6,

e Mc¢écanisme d’action de la chloroquine : La chloroquine est une base capable
de traverser la membrane de I’érythrocyte parasité. Elle s’accumule dans la
vacuole digestive du parasite en suivant le gradient de pH. A I'intérieur de
cette vacuole, I’hémoglobine est dégradée par les protéases pour fournir une
alimentation en acides aminés au parasite. Cette dégradation produit des
groupements d’héme toxiques (hématine). Le parasite détoxifie I’héme en
polymérisant le dérivé en hémozoine. La chloroquine exerce son activité
antimalarique en formant un complexe avec I’héme toxique pour le parasite,
lequel inhibe sa séquestration en hémozoine. L heéme libre est lytique pour la
cellule. En tant que base faible, elle agit en bloquant 1’activité des lysosomes.
La chloroquine inhibe également I’ADN polymérase des hématozoaires, et

\ . .. 1718
les protéases acides parasitaires

La chloroquine est un des médicaments les plus utiles jamais développés. Les
souches chloroquino-résistantes de Plasmodium falciparum sont fréquentes
dans certains sites, entrainant des échecs thérapeutiques. Au cours des dix
derniéres années, de nombreux génotypes associés a la résistance de
Plasmodium falciparum a la chloroquine ont ét¢ identifiés. Actuellement,
c’est a partir de deux genes qu’on tente d’expliquer la chloroquino-
résistance : Le pfmdr et le pfcrt qui est la derniere découverte.

Plusieurs mutations ont été identifiées au niveau de ce gene. Cependant,
FIDOCK et al ont trouvé que la mutation en position 76 du geéne pfcrt,
présent sur le chromosome 7 de Plasmodium falciparum, peut conférer la

- \ .19
résistance a la chloroquine

Une étude réalisée au Mali, adoptant le protocole modifi¢ de ’OMS 1996 a
montré que les patients présentant une infection palustre apres traitement a la
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. . . .20 , ‘s ,
chloroquine présentaient ce géne™ . Ce résultat a été confirmé par une autre
, 1 . 21
étude réalisée au Mali en 19997

IV.11. Méthodes d’évaluation de la chimiorésistance :

L’¢évaluation de la chimiorésistance a été standardisée par ’OMS pour ’espéce
. Il s’agit des épreuves d’évaluation in vitro et in vivo

IV.11.1. Test in vitro :

Ils consistent a évaluer la présence des marqueurs génétiques ou a
mesurer 1’inhibition de la maturation en schizontes des parasites isolés
chez un sujet, en présence de doses croissantes d’un antipaludique donné.

Apres le macrotest mis au point par ’OMS et vite abandonné, ce sont
les microtests qui sont actuellement utilisés. On distingue :

IV.11.1.1. Tests optiques :

C’est le microtest OMS?* et le semi-microtest de Le Bras® ont été mis au
point a la fin des années 70: Ils sont basés sur la capacité des doses
croissantes d’antipaludiques testés a empécher la maturation des
trophozoites de Plasmodium falciparum en schizontes, lorsque le
prélévement sanguin est mis en culture dans du milieu RPMI (Rostwell
Park Memorial Institute) et incubé a 37°C, en présence de CO, et de Oy,
pendant 24 a 48 heures. Les résultats s’expriment en concentration
minimale inhibitrice (CMI), pour le microtest OMS, et en concentration
inhibitrice 50% (Clsp) ou 90% (Cly), pour le semi-microtest.

IV.11.1.2. Tests isotopiques :

Ce sont le microtest isotopique de Desjardins** et le semi-microtest isotopique
de Le Bras et Deloron®. Ce sont des modifications, respectivement, du microtest
OMS et du semi-microtest optique. Aprés 18 heures d’incubations, on ajoute a
chaque cupule un radio-isotope, I’hypoxanthine tritiée. L’incubation des
parasites est révélée par I’incorporation du radio-isotope dans le noyau des
parasites. La mesure de la radioactivité se fait dans un compteur a scintillation.
Les résultats sont donnés en coups par minute et I’activité du médicament est
exprimée en CI50 ou en CI90.

IV.11.1.3. Nouveaux tests :

Les tests récemment mis au point sont ceux de :

IV.11.1.3.1. Tests rapide de Krogstad26
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Ce test est fondé sur la capacité d’un inhibiteur calcique, la vérapamil, a bloquer
I’excrétion et I’exocytose de la chloroquine de la vacuole parasitophore des
souches chloroquinorésistantes de Plasmodium falciparum. Les résultats
s’obtiennent en deux heures et sont exprimés en résistance de type “RI et RIII”
selon la classification de I’auteur.

1V.11.1.3.2. Microtest de MarKii :

C,est une modification du macrotest par les mémes auteurs qui se sont inspirés
de la technique de la culture continue de TRAGER et JENSEN. Il consiste a
mettre en culture pendant 24 a 48 heures a 37°C sur des plaques de titration
traitées avec différents antipaludiques a doses croissantes. Les kits sont fournis
par I’OMS et donnent des doses critiques de sensibilité¢ pour chaque médicament.

IV.11.1.3.3. Test de Makler?” :

C’est un test enzymatique fondé sur la capacité de 1’enzyme lactate
déshydrogénase (LDH) de Plasmodium falciparum a utiliser rapidement la 3-
acétylpyridine adénine dinucléotide dans la réaction aboutissant a la formation
de pyruvate a partir du L-lactate. Le test vise a détecter et a quantifier, par une
technique enzymatique, la LDH produite par Plasmodium falciparum en
présence de I’antipaludique étudi€. Il existe une corrélation entre la densité
parasitaire et I’activité de la LDH plasmodiale.

IV.11.1.4. La biologie moléculaire : PCR

Elle est fondée sur I’amplification exponentielle in vitro de I’ADN plasmodial
en présence d’amorces spécifiques de nucléotides, de Taq polymérase de buffer.
La révélation se fait par électrophoreése de I’ADN amplifié sur gel d’agarose a
2%.

IV.11.1.4.1. Principe :

Elle est fondée sur I’amplification exponentielle in vitro de I’ADN plasmodial en
présence des amorces spécifiques de nucléotides, de Taq polymérase et d’un
milieu tampon. La révélation se fait par électrophorése de I’ADN amplifié sur un
gel d’agarose a 2%.

IV.11.1.4.2. Technique :

Cette technique décrite en 1985 par K. Mullis et al., permet une amplification
enzymatique in vitro de la quantité de I’ADN initial.

Elle nécessite de connaitre la séquence des régions qui délimitent le segment a
amplifier. Connaissant ces deux séquences on synthétisera deux oligonucléotides
complémentaires. Ces oligonucléotides auront deux fonctions :
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- Lareconnaissance de la partie de I’ADN a amplifier
- lls serviront d’amorces a I’ADN polymérase
Des cycles successifs sont entrepris, chaque cycle comprend :
- Dénaturation par la chaleur pour séparer les deux brins de I’ADN.

- Hybridation avec les deux amorces spécifiques. Leur fixation est rendue
possible grace a un abaissement de la température. Un des
oligonucléotides se fixe sur un brin de I’ADN, le deuxi¢me sur I’autre
brin.

- Extension des amorces avec une DNA polymérase

Cette technique a eu de ’ampleur avec la découverte en 1988 d’un ADN
polymérase non inactivé par la chaleur. Il s’agit de la Taq polymérase (isolée
d’une bactérie thermophile adapté a la vie d’eau chaude "Thermus aquaticus”).
Avec la Taq on peut effectuer un nouveau cycle (dissociation, hybridation des
amorces de I’ADN) sans avoir a ajouter chaque de I’enzyme. Il est maintenant
possible d’automatiser ces réactions grace a des thermocycleurs programmables
en températures et en temps.

Nested PCR

C’est une double PCR successive. Une deuxieme PCR se fait sur le produit de la
premiere PCR. Cette technique permet d’obtenir une plus grande sensibilité en
PCR. Dans ce cas deux couples d’amorces sont utilisés.

Un couple externe : ce couple d’amorces permet tout d’abord d’obtenir un
fragment de I’ADN amplifié, comme en PCR classique. Les amorces sont donc
spécifiques des deux séquences bornant I’ADN a amplifier. Les fragments de
I’ADN obtenus (par exemple 537 pdb pour crt K76T) servent alors de matrice
pour une seconde PCR.

Couple d’amorces internes : Ce couple d’amorces borne une région située a
I’intérieur du fragment nucléotidique obtenu avec le premier couple d’amorces
(et donnera, dans I’exemple du crt K76T, des fragments ayant 134 bdb). D’ou le
terme de "nested PCR", car ces amorces sont nichées, emboitées, dans les
premicres.

IV.11.1.5. Avantages et inconvénients :
Avantages :

- La possibilité de tester plusieurs antipaludiques sur les mémes souches
plasmodiales a la fois.
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La possibilité de faire un diagnostic plus précoce de la résistance.

Pas de probléme de biodisponibilité ni de trouble du métabolisme des
médicaments.

Pas de probléme de disponibilité des patients

Inconvénients :
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Cofit tres éleve.
Nécessité d’un matériel lourd et d’un personnel qualifié.

Conditions rigoureuses de prélevement et de culture des parasites trés
difficiles sur le terrain (risque de contamination)

Difficulté de cultiver certaines souches sauvages.
Incapacité de déterminer les échecs thérapeutiques.
IV.11.2. Test in vivo :

Elle consiste a administrer, a un sujet porteur de Plasmodium falciparum,
la dose ordinairement recommandée de 1’antipaludique a tester, et a
controler la disparition des parasites du sang au bout d’un temps donné.
L’¢évaluation de I’efficacité des schémas thérapeutiques se fait
directement avec ces tests. Le test in vivo comporte : le test prolongé de
28 jours, le test pratique standard de 7 jours, le test standard de 14 jours,
et le test simplifi¢ du C.R.C.P/O.C.C.G.E.

Test standard de I’O.M.S. de 28 jours :

Il consiste a administrer une dose de 25 mg de chloroquine base/kg
poids corporel repartie en 3 jours chez un patient présentant une infection
monospécifique a Plasmodium falciparum avec contrdle de la
parasitémie chaque jours durant sept jours, puis a Ji4, a Jo;, et a Jog. Le
suivi se faisait pendant 28 jours

Test standard simplifié de I’O.M.S. de 7 jours :

C’est le méme que celui du test de 28 jours sauf que la période du suivi
est de 7 jours avec un contrdle de la parasitémie soit au J; seulement, soit
au Jzet J;.

Test simplifié du C.R.C.P/O.C.C.G.E :

I1 consiste a administrer chez un patient présentant une infection
monospécifique a Plasmodium falciparum, une dose de 10 mg de
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chloroquine base/kg de poids corporel en une seule prise avec un seul
contrdle parasitologique a J7.

Test standard de I’O.M.S. de 14 jours :

Principe : Il consiste a administrer chez un patient une dose de 25 mg
de chloroquine base par kilogramme de poids corporel repartie en 3 jours,
soit 10 mg par kilogramme le premier jour, 10 mg le deuxiéme jour, et 5
mg le troisiéme jour avec contrdle de la parasitémie a Js, J7, et Ji4. Le test
se réalise pendant une période de 14 jours

. Avantages et inconvénients des tests in vivo :

Avantages :

Adhésion facile de la population car elle y trouve un intérét médical
immédiat.

Réalisation beaucoup plus simple et aisée (mé€me par un agent de santé
de base).

Détermination du niveau de la résistance afin d’adopter un schéma
thérapeutique adéquat.

Matériel utilisable simple.

Ils peuvent fournir des éléments de pharmacovigilance de
I’antipaludique utilisé.

Inconvénients :
Fausse résistance liées aux troubles du métabolisme du médicament, au
niveau immunitaire du malade, et aux troubles d’absorption du
médicament.
Duré¢ longue pour le diagnostic de la résistance.
Difficultés de mettre les participants hors d’état de réinfection en zone
d’endémie surtout pendant la saison de transmission (épreuve de 28

jours).

Criteres d’inclusion souvent difficiles a mettre en pratique entre autre
I’absence de la prise antérieure d’antipaludiques.

Temps de réalisation assez long (minimum 7 jours).
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- Insuffisance liée a la technique microscopique, en particulier la
sensibilité, la spécificité, qui sont fonction de la compétence du
microscopiste.

- Difficulté pour le test in vivo de 7 jours de faire la différence entre le
niveau de résistance Rl et la sensibilité.

IV.11.3. Genotype Resistance Indice (GRI)*®

C’est une nouvelle méthode qui consiste a déterminer le taux de résistance
parasitologique et d’échec thérapeutique a partir du taux de résistance
génotypique. Pour cela les auteurs ont mesuré la prévalence parasitologique,
d’échec thérapeutique et de celle du pfert K76T de quelques sites du Mali
(Mopti, Bandiagara, Kollé) pour calculer le GRI. Ils trouverent des GRI stables
entre ces sites différents sur le plan épidémiologique et caractéristiques de
transmission. Les résultats obtenus seront standardisés pour estimer les taux de
résistance parasitologique et d’échec thérapeutique a partir du taux de résistance
moléculaire. Le GRI est calculé en divisant la prévalence génotypique (pfcrt
K76T) par la prévalence de la résistance parasitologique.

C’est une méthode qui pourra permettre de déterminer rapidement la prévalence
de la résistance parasitologique et d’échec thérapeutique.

Le GRI corrigé est le rapport de la prévalence du génotype (pfcrt) sur la
résistance parasitologique apres correction moléculaire sur 28 jours de suivi.

IV.12. Diversité génétique de P. falciparum :
L’¢tude des chromosomes de plusieurs especes de P. falciparum a montré qu’il
existe un polymorphisme. Plusieurs mécanismes en seraient a 1’origine. La taille
des chromosomes facilitent la délétion et I’insertion des séquences nucléotides
durant la méiose. De plus, on note une instabilit¢ au niveau de la partie
o . .29
téelomérique du chromosome pendant la mitose responsable des pertes de génes

La diversité antigénique de P. falciparum est le reflet d’un polymorphisme allélique
important. Plusieurs études et techniques ont permis de mettre en évidence le
polymorphisme allélique, que ce soit par RFLP ou par typage génétique d’isolats des
zones d’endémie palustre par PCR ainsi que le séquengage de plusieurs all¢les de
certains génes comme MSP1. Chez P. falciparum, de nombreux antigénes codés par
des génes en copie unique possedent un trés grand nombre d’alléles, pouvant, parfois,
étre regroupés en familles alléliques de séquence primaire tres différentes (comme
MSP1 et MSP2...).

La MSP-1 est de nature polymorphe et plusieurs spécificités ont été mises en
évidence au sein d’un méme isolat
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V.Méthodologie :

V.1. Lieu I’étude :

Pongonon, est un village de 1388 habitants, situé¢ a 785Km au Nord-est du Mali
dans le cercle de Koro en 5™ Région (figure 7). Le paludisme y est endémique
avec une saison de transmission allant de Juillet a Octobre. Le village n’a pas
d’¢électricité pas de systéme d’adduction d’eau, ni d’infrastructure sanitaire. La
population de Pongonon est entierement Dogon et 1’activité principale est
I’agriculture. Les habitants vivent dans des maisons en banco a toit rectangulaire
ou conique. Le village cohabite avec un hameau Peulh et un hameau Bella situés
dans un rayon de 2Km (ces trois entités seront désignées dans le reste de ce
document par « Pongonon »).

a. Climat:
Il est du type sahélien, marqué par deux saisons :

- Une saison pluvieuse qui s’étend de Juin en Aolit avec un maximum en
Juillet. Les pluies sont irrégulieres et insuffisantes. La pluviométrie est de
300 — 600mm/ an.

- Une saison seche qui se subdivise en saison séche froide (Décembre a
Janvier) et chaude (Mars a Mai).
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Figure 7 : Site d’étude (Source : GIS/GPS MRTC) Figure 8 : Site d’étude
(Source : GIS/GPS MRTC)
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b. Hydrographie :

Le village n’est arrosé que par des marres temporaires qui tarissent
pendant la saison séche. On dénombre environ 5 marres, dont 2 dans le
village et les autres y sont a un Km environ.

Figure 8 : Pluviométrie de 2005 a 2007 a Pongonon

c. Végétation

Le village de Pongonon est peu boisé. La végétation est celle de
transition entre la zone sahélienne et la zone soudanienne.

Les foréts sont de type savanes arbustives et forets claires arborescentes.
V.2. Etudes transversales
V.2.1. Passages parasito-cliniques

V.2.1.1. Echantillonnage

La réalisation a nécessité le consentement éclairé des villageois, en procédant
a une réunion avec le chef du village assisté de ses conseillés et des chefs de
famille. L’étude a porté sur un échantillon formé de tous les enfants agés de 1
a 16 ans sur les quels la goutte épaisse a été faite. La taille de 1’échantillon
variait d’un passage a un autre :

Octobre 2005 : 382 enfants
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Juin 2006 : 378 enfants
Octobre 2006 : 408 enfants
Juillet 2007 : 409 enfants

V.2.1.2. Type et période d’étude

Nous avons mené des passages transversaux pour ¢évaluer les indices
malariologiques chez I’homme pendant les mois suivant : Octobre 2005, Juin
2006, Octobre 2006 et Juillet 2007.

V.2.1.3. Technique d’étude
Le travail s’est déroulé sur le terrain comme suit :

L’équipe était divisée en trois postes ;

Poste 1 : appelé d’identification qui était composé d’un clinicien et d’un guide
du village.

Les numéros d’identification, les filiations (meres, chefs de familles, ages, sexe,)
ont été portés sur une carte. Ensuite I’enfant est dirigé vers le poste 2.

Poste 2 : ou poste clinique

Les variables mesurées étaient la température, le poids, et la rate par un médecin.
L’enfant était ensuite dirigé vers le poste 3.

Poste 3 : ou poste de prélévements biologiques

Ce poste était composé de pharmaciens et de biologistes. Aprées identification, un
prélevement de sang capillaire a la pulpe du troisiéme ou du quatriéme doigt a
I’aide d’un vaccinostyle stérile a usage unique a été effectué pour confectionner
une goutte épaisse. Les gouttes épaisses étaient colorées apres leur séchage a la
température ambiante puis classées par ordre croissant dans les paquets et
acheminées au Département d’épidémiologie des affections Parasitaires (DEAP)
pour la lecture.

V.2.2. Passages entomologiques

V.2.2.1. Types de capture

Deux types de capture ont été organisés : le Spray-catch et la capture sur appat
humain.
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V.2.2.2.  Capture sur appat humain :

Trois (3) séances de captures nocturnes ont €té organisées avec 2 postes de
capture par séance. A chaque poste un captureur opérait a l'intérieur et un autre a
I'extérieur, de 18h a 00h et de 00h a 6h.

V.2.2.3. Spray-catch (capture par pyrethine)

Le Spray-catch a été réalisé une fois par passage dans les habitations humaines,
les apreés-midi entre 14 heures 30mn et 17 heures 30mn. Ceci dans le but
d’obtenir le maximum de femelles semi-gravides d’An. gambiae s.1.. Toutes les
issues €taient bloquées avant I’aspersion de I’insecticide, les objets pouvant étre
contaminés sont débarrassés. Des draps blancs sont étalés sur le plancher de la
chambre avant la pulvérisation. La porte maintenue fermée est reouverte apres

10 minutes environ. Les anophéeles morts ou moribonds tombés sur les draps sont
collectés et mis dans des cryotubes contenant du fixateur de Carnoy (mélange
d’1 partie d’acide acétique CH3;COOH et de 3 parties d’éthanol absolu C,HsOH).
Sur chaque cryotube est porté le numéro de la chambre et la date de capture.

Les moustiques du spray-cath sont triés morphologiquement par especes (An.
funestus et An. gambiae s.1), puis une répartition suivant leur état de réplétion :
jeun, gorgé, semi-gravide et gravide.

Apres le tri, un numéro individuel est attribu¢ a chaque moustique a travers une
étiquette portant le numéro de la case dans la quelle il a été capturé et son
numéro d’identification par rapport & ’ensemble des moustiques récoltés dans la
méme case.

Quatre (4) séances de Spray-catch ont été organisées en raison de 30 cases
prospectées par séance, soit un total de 120 par passage.

Aprés une répartition selon leur état de réplétion ; les moustiques sont traités
comme suit :

* Pour An. gambiae s.I.

Les semi-gravides sont disséqués en trois parties : téte-thorax, ovaires et reste de
I’abdomen contenant le repas de sang. Chacune de ces parties est conservée dans
des microtubes de 250ul contenant du fixateur de carnoy et une étiquette portant
le numéro d’identification du moustique entier.

Les tétes-thorax et le repas de sang sont traités a I’E.L.I.S.A. pour estimer
respectivement 1’indice d’antigéne sporozoitique et les taux d’anthropophile.

Les autres stades (a jeun, gorgés, et gravides) sont disséqués en deux parties :
téte-thorax et abdomen.
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Les tétes-thorax sont traités a I’E.L.I.S.A. comme pour les semi-gravides, et les
abdomens a la P.C.R. pour I’identification d’espéces A (An. gambiae s.s.) et B
(An. arabiensis).

* Tous les An. funestus sont traités a ’E.L.L.S.A. :
L’ensemble téte-thorax pour la recherche de I’antigéne sporozoitique ;

Les abdomens des semi-gravides et des gorgés pour I’identification des repas de
sang.

Les paramétres mesurés sont :
- La fréquence des especes vectrices rencontrées,
- La densité par case des Anophe¢les,
- L’agressivité,
- Les taux d'infection,
- Les taux d'anthropophile,
- Les taux de parité,
- Les taux d'inoculation entomologique
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V.3. Etude longitudinale

V.3.1. Type d’étude :

Nous avons réalis¢ une étude longitudinale prospective du mois d’Octobre 2006
au mois de Janvier 2007 et du mois de Septembre 2007 au mois de Janvier 2008
a Pongonon.

V.3.2. Population d’étude :

L’étude a concerné les participants atteints de paludisme simple monospécifique
a P. falciparum, ayant consult¢é pendant la période d’étude et résidant a
Pongonon. Les participants étaient agés de 6 mois et plus.

V.3.3. Considérations éthiques et déontologiques :

Les protocoles de recherche des études ont ét¢ soumis au comité d’éthique
institutionnel de la facult¢ de Médecine de Pharmacie et d’Ondoto-stomatologie.
La phase clinique a commencé apres 1’abrobation de ce comité. Sur le terrain, la
communauté (autorités administratives, coutumieres, les malades ou personnes
responsables des malades) a été informée de tous les aspects de I’étude. La
participation a 1’étude était entierement volontaire. Aucun participant déclinant
de participer a I’étude n’a été inclus. Les participants lettrés ont signé la fiche de
consentement volontaire (voir Annexe) et ceux qui sont illettrés y ont apposé
leur empreinte digitale. Pour les enfants mineurs, les parents ou les tuteurs ont
signé a leur place. Pour les participants incapables de lire la langue frangaise, une
traduction du contenu de la fiche du consentement ou de I’assentiment a été faite
dans langue de la localité.
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V.3.4. Echantillonnage et taille de I’échantillon

Les résultats préliminaires a Pongonon indiquent un taux de sensibilité de 28%
de Plasmodium falciparum a la chloroquine in vivo a 28 jours de suivi. Avec une
précision de 5% et I’intervalle de confiance a 95% (a=5%). Il nous faut 310
participants pour cette étude. Compte tenu des perdus de vue nous augmentons
notre population a 10%, donc un total de 340 participants seront inclus dans
notre étude.
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V.3.5. Critéres d’inclusion

Etre résidant & Pongonon depuis au moins 6 mois,

Résider dans le village de Pongonon durant toute la durée du suivi,

Etre agé d’au moins 6 mois,

Etre capable de recevoir un traitement par voie orale, sans contre

indication a la chloroquine,

e Avoir une température axillaire non corrigée comprise entre 37,5°C et
39°C,

e Avoir une goutte ¢épaisse positive monospécifique a P. falciparum avec
une densité parasitaire comprise entre 2000 a 200000 formes asexuées
par millimétre cube de sang.

e Avoir le paludisme simple,

e Obtenir le consentement éclairé de chaque participant ou, 1’assentiment

des parents ou des tuteurs légaux pour les enfants.

V.3.6. Critéres de non-inclusion

N’ont pas €té inclus dans notre étude, tous les participants qui ne répondaient
pas aux criteres d’inclusion ci-dessus mentionnés. Ainsi que les femmes
présentant une grossesse patente, malades qui souffrent du paludisme grave
et compliqué (neuropaludisme, hypoglycémie, détresse respiratoire, choc
hémorragique), les cas d’anémie sévere avec un taux d’hémoglobine < 5g/dl
et les malades présentant une pathologie concomitante sévere.

V.3.7. Méthodes de collecte des données

Les données ont été collectées au moyen d’un questionnaire individuel
standardis¢ conforme aux objectifs de I’étude (cf. Annexe).

Le test in vivo standard de 28 jours de I’OMS 2003 a été utilisé pour évaluer
I’efficacité du traitement avec la chloroquine (RCPA, ETP, ECT et EPT).

V.3.8. Données cliniques et traitements
Tous les participants ont bénéfici¢ d’un examen clinique complet.
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L’examen clinique initial a comporté: L’accueil, D’interrogatoire, la
palpation et I’auscultation, une pesée, une prise de la température axillaire
non corrigée, la tension artérielle chez les adultes la coloration des
conjonctives, ainsi que la recherche d’une splénomégalie chez les enfants
selon la classification de Hackett...

Tous les traitements ont ét¢ administrés par 1’équipe de recherche.

Tous les participants inclus ont été traités par la chloroquine a une dose
standard de 25mg/Kg de poids corporel repartie sur trois jours (10mg/Kg les
1 et les 2°™ jours et Smg/Kg le 3™ jour).

Apres administration du médicament, tous les participants ont été observés
pendant au moins 30 minutes pour s’assurer qu’ils ne font pas de réactions
indésirables et aussi pour vérifier qu’ils ne vomissent pas le médicament.

Les participants qui ont vomis pendant le temps d’observation ont bénéficié
du renouvellement de la méme dose du médicament. La ficvre a été traitée
avec un antipyrétique.

- Gestions des effets secondaires

Les participants ont été suivis pendant 28 jours pour détecter un éventuel
développement d’effets indésirables. Tous les effets indésirables ont été
rapportés sur un formulaire approprié.

V.3.9. Données biologiques

Elles ont été collectées au poste de biologie a partir de prélevements directs
de sang capillaires et de sang veineux sur EDTA par un biologiste. Ces
prélevements ont servi a la confection de :

e Frottis épais

e Confettis

e Obtention du culot globulaire et sérum
e Mesure du taux d’hémoglobine.
V.3.10. Déroulement de I’enquéte

V.3.10.1. Suivi des participants :

Le premier jour du suivi étant le JO, les participants ont été activement suivis
aux jours J1, J2, J3, J7, J14, J21, J28 [voir tableau I]|. En outre, de part la
présence permanente des cliniciens dans le village, les participants ont
bénéficiés d’un suivi passif 24H/jour. Au cours des suivis actifs, une goutte
épaisse a été faite, des confettis ont été collectés ainsi qu’un examen
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physique pour détecter d’éventuels symptomes persistants ou nouveaux. Au
JO, J14, J28 quelques millilitres de sang ont été collectés sur anticoagulant.

Les cas de parasitémies persistantes ont été promptement évalués par le
médecin et soumis a un traitement avec les CTA (Combinaison
Thérapeutique a base des déviées d’Artemisinine). Les participants qui ont
développé un paludisme sévere ont ¢ét¢ admis au Centre de santé Référence
(CSRF) de Koro et pris en charge par I’équipe.

Les prélévements sont acheminés quotidiennement sur notre laboratoire de
terrain de Bandiagara ou la cryopreservation des parasites et la séparation des
lymphocytes ont été faites. Les échantillons sont transférés Bamako deux fois
par mois.

Tableau I: calendrier de suivi des participants malades

Jours d’étude JO J1 ]2 ]3 J7 J14 | J21 J28
ATCD X

Age/Pds/Taille/Sexe | X

Examen clinique X X X X X X X X
Examen X X X X X X X
parasitologique

(GE)

Prélevements X X X
veineux

Hémoglobine X X X
Confection des | X X X X X X
confettis

Vv.3.10.2.

Critéres de jugement de ’efficacité du traitement :

L’efficacité¢ thérapeutique de la chloroquine sur le P.falciparum a été
appréciée selon la classification de ’OMS de 28 jours
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« Echec thérapeutique précoce (ETP): Le malade présente 1'un des
signes suivants :

1. Apparition des signes de danger ou de paludisme grave les jours
1, 2 ou 3, en présence d’une parasitémie.

2. parasitémie au jour 2 supérieure a celle de jour 0 quelque soit la
température axillaire.

3. Parasitémie au jour 3 et température axillaire supérieure ou égale
37,5°C.

4. Présence d’une Parasitémie au jour 3 en [’absence de fiévre
dépassant d’au moins 25% celle du jour 0.

¢ Echec clinique tardif (ECT) :

Le malade présente 1’un des signes suivants :

1. Apparition de signe de danger ou du paludisme grave apres le
jour 3, en présence d’une parasitémie, en I’absence préalable de
tout critére d’échec thérapeutique Précoce.

2. Présence d’une parasitémie et température axillaire supérieure ou
¢gale a 37,5°C un jour quelconque entre le jour 4 et le jour 28, en
I’absence de tout critére Préalable d’échec thérapeutique précoce.

¢ Echec parasitologique tardif (EPT) : Présence d’une parasitémie Entre le
jour 7 et le jour 28 et la température axillaire < 37,5°C en 1’absence de tout
Critere préalable d’échec thérapeutique précoce ou d’échec clinique tardif.

+» Réponse Clinique et Parasitologique Adéquate (ECPA) : Absence
de parasitémie au jour 28 quelque soit la température axillaire, en
I’absence de tout critere d’échec thérapeutique précoce ou d’échec
clique tardif.

V.3.11. Technique de laboratoire

V.3.11.1. Examens parasitologiques

La recherche de plasmodies a été effectuée par un prélevement de sang capillaire
a la pulpe du doigt a I’aide d’un vaccinostyle stérile a usage unique pour
confectionner un frottis épais et confettis (OMS 1994).

Les lames de frottis épais ont été traitées selon les méthodes décrites dans «
Techniques de base pour le diagnostic microscopique du paludisme, partie 1,»
[OMS, 1994]. La lecture des lames a été faite a I’aide d’un microscope optique
binoculaire a la lumiere ¢électrique par 1’équipe de recherche sur place.

La parasitémie a été évaluée a JO et pour le suivi selon la formule suivant :
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Parasitémie par microlitre de sang = (nombre de parasites asexués / 300
leucocytes) X 7500.

Une lame a ¢été classée négative lorsque I’examen de 100 champs
microscopiques du frottis épais n’a révele aucune forme asexuée de P.
falciparum. La gamtétocytémie a compter sur 1000 leucocytes de P. falciparum
indépendamment a été notée.

Controle de qualité : dix pour cent des lames ont été systématiquement
réexaminées pour le controle de qualité des données parasitologiques par un
microscopiste expérimente de notre département, non impliqué dans 1’étude.

V.3.11.2. Examen hématologique

L’examen hématologique a consisté a mesurer le taux d’hémoglobine a I’aide de
I’Hemocue®. Le sang total est placé dans une microcuvette et un photométre
portable détermine le taux de I’hémoglobine.

Les microcuvettes a usage unique contiennent trois réactifs sous forme
déshydratées qui convertissent I’hémoglobine en méthémoglobinazide (HiN 3) :

1. Le désoxycholate de sodium hémolyse les cellules sanguines,

2. Le nitrite de sodium convertit 1’hémoglobine (fer ferreux) en
méthémoglobine (fer ferrique),

3. L’azide de sodium convertit la méthémoglobine en méthémoglobinazide
(HiN3).

Le sang total est placé dans la microcuvette par action capillaire et
insérée dans le photométre de I’Hémocue. La lumiére passe a travers
I’échantillon et 1’absorption de la méthémoglobinazide est mesurée a
deux longueurs d’ondes (570 nm et 880 nm) pour compenser de facon
automatique la turbidité (due a la lipidémie et la leucocytose). Les
résultats sont fournis aprés 45 a 60 secondes en g/l sur la fenétre
numérique.

V.3.11.3. Etude de biologie moléculaire :

Les études moléculaires ont été faites dans les locaux de ['unité
d’épidémiologie de résistance aux antipaludiques (MEDRU) du
Département d’Epidémiologie des Affections Parasitaires (DEAP). Il
s’agissait d’identifier le géne de résistance a la chloroquine (pfcrt K76T)
et les génes polymorphes (MSP1, MSP2 et le microsatellite CA1) chez
les parasites.
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Le matériel biologique qui a servi a faire 1’analyse moléculaire est ’ADN
extrait a partir des confettis de Jy pour le géne pfcrt. Pour déterminer les
genes polymorphes nous avons extrait les ADN des confettis de Jy et ceux
des jours d’échec parasitologique tardif du méme participant.

Le principe de la technique était d’utiliser de maniere répétitive 'une des
propriétés de I’ADN polymérase, celle de pouvoir synthétiser un brin
complémentaire d’ADN a partir d’une amorce.

Les réactifs de la PCR sont essentiellement ’ADN plasmodial, deux
amorces sens et anti-sens, une enzyme (la Taq polymérase) et les 4
nucléotides (dGTP, dTTP, dTCP, dTAP). Il s’agit d’une réaction
successive d’un certain nombre de cycles comportant chacun trois
¢tapes : une dénaturation, une hybridation et une élongation.

Mode opératoire :
a. Extraction de ’ADN plasmodial :
Matériel et réactif :

Blouse, paire de gants, paire de ciseaux, papier hygiénique, confettis, marqueur
indélébile, racks, tubes eppendorfs, Becher, poubelle, pipette (100, 200, 1000),
embout (100, 200, 1000), méthanol, hotte, eau de ionisée, plaque chauffante,
thermometre, agitateur, congélateur.

Mode opératoire :

L’ADN plasmodial a été extrait a I’aide du méthanol et de I’eau, a 95°C. Cette
extraction a consisté a découper approximativement 3mm? de confettis
imprégnés de sang, le transférer dans un micro tube, puis ajouter 50-100ul1 de
méthanol dans le tube. Laisser incuber a la température ambiante pendantl5 mn.
Le papier est complétement immergé dans le méthanol. Jeter le méthanol, sécher
les morceaux de confettis sous vide ou a ’air libre.

Apres séchage, ajouter dans chaque tube 50-75ul d’eau distillée, puis chauffer
pendant 15mn entre 95-100°c. Agiter toutes les Smn au cours du chauffage pour
faciliter D’extraction de I’ADN plasmodial. Le produit obtenu était utilisé
directement pour la PCR ou gardé a -20°c.

b. Amplification de I’ADN plasmodial :
- Matériels :

Blouses, gans, marqueur indélébile, tubes de 200 ou de 500 pl, tubes de 1500 pl,
pipettes (2, 10, 20, 100, 200, et 1000 pul), embout (2, 10, 20, 100, 200et 1000 pl),
racks, portoirs pour pipette, thermocycleur, poubelle.
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- Réactifs et leur préparation :
PCR Buffer : C’est une solution tampon, concentrée a 10X fournie par les
compagnies commerciales avec ou sans magnésium (Mg2++)

dNTP : (désoxi Nucléotide Tri Phosphate)
La concentration finale était de 200uM par réaction.

Une solution de travail équimolaire des quatre ANTPs a2mM soit 10X de la
solution finale était préparée a partir d’un stock de 100mM.

Amorce :

Les amorces viennent sous forme de poudre lyophilisée. Le stock de travail de
100uM était préparé a partir de cette poudre par une résuspension dans du tris
EDTA (TE) apres la détermination de la densité optique

-Technique :

Premiére amplification :
- Identifier les tubes de 200 ou 500 pl conformément aux numéros des confettis a
traiter

- Préparer le Master MIX dans un tube de 1,5ml en fonction du nombre
d’échantillons a traiter par réaction selon les tableaux 1, 2 et 3

- Repartir dans chaque tube identifi¢ 24ul de Master MIX
- Ajouter 1 ul d’ADN extrait au méthanol dans chaque tube correspondant
- Centrifuger briévement les tubes

- Placer les tubes bien fermés dans le Thermocycleur pour I’amplification avec le
programme appropri¢ (Tableaux 4, 5 et 6)

- Faire 1’¢lectrophorése sur gel d’agarose (1,5% pour mspl et 1,8% pour msp2)
avant de passer a la deuxiéme amplification (cf. MON gel d’agarose).

- Faire la photo du gel

- Interpréter la photo (présence d’une ou de plusieurs bandes).

Amorces de la lere amplification :

MSP1 :
01 : CACATGAAAGTTATCAAGAACTTGTC

02 : GTACGTCTAATTCATTTGCACG
MSP2 :
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S2 : GAAGGTAATTAAAACATTGTC
S3: GAGGGATGTTGCTGCTCCACAG

Tableau II: Mélange réactionnel pour un volume final de 25 pL. (MSP1)

Réactifs ngcentration Concentration ~ Volume
initiale finale (L)
Buffer/MgCl, 5X/7,5 mM 1X/1,5 mM 5
dNTPs 10X/2 mM 1X/200uM 2.5
Amorces (Olet O2) 100X/10 uM 1X/100 nM 0.25
Taq Polymérase 5U/uL 0.025U 0.125
Eau pour PCR - - 16.125
Total 24

Ajouter dans chaque tube 1 pL. de ’ADN extrait au méthanol

Tableau III: Mélange réactionnel pour un volume final de 25 pLL. (MSP2)

Réactifs Concentration Concentration Volume
initiale finale (nL)
Buffer/MgCl, 5X/7,5 mM 1X/1,5 mM 5
dNTPs 10X/2 mM 1X/200uM 2.5
Amorces (S2 et S3) 100X/10 uM 1X/100nM 0.25
Taq Polymérase SU/uL 0.025U 0.125
Eau pour PCR 16.125
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Total 24

Ajouter dans chaque tube 1 pL. de ’ADN extrait au
méthanol

DEUXIEME AMPLIFICATION

- Identifier les tubes de 200 ou 500 pl conformément aux numéros des produits
de la premicre amplification a traiter

- Préparer le Master MIX dans un tube 1,5ml en fonction du nombre
d’échantillons a traiter par réaction selon les tableaux

- Repartir dans chaque tube identifi¢ 24ul de Master MIX

- Ajouter un volume du produit de la 1°® amplification dans chaque tube
correspondant en fonction de la présence de bande (0,5ul) ou des trainées (0,1ul)

- Centrifuger brievement les tubes, fermer et placer les dans le thermocycleur
pour I’amplification selon le programme approprié¢

- Faire 1’¢lectrophorése sur gel d’agarose : 1,5% pour msp1 et 1,8% pour msp2
(cf. MON gel d’agarose).

- Faire la photo du gel

- Interpréter la photo

Amorces de la 2¢éme amplification

MSP1 : [500 pb]

NI : GCAGTATTGACAGGTTATGG
N2 : GATTGAAAGGTATTTGAC
MSP2 : [500 pb]

S1 : GAGTATAAGGAGAAGTATG
S4 : CTAGAACCATGCATATGTCC

Tableau IV : Mélange réactionnel pour un volume final de 25 pL. (MSP1)
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.. Concentration Concentration Volume
Réactifs .
initiale finale (uL)

Buffer/MgCl, 5X/17,5 mM 1X/3,5 mM 5
dNTPs 2 mM 200uM 2.5
Couple d’amorces
NIN2 10 uM 100nM 0.25
Taq Polymerase 5U/uL 0.05U 0.125
Eau pour PCR 16.625
Total 24.5

Ajouter 0.5 uL du produit PCR de la 1°® amplification
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Tableau V : Mélange réactionnel pour un volume final de 25 pul (MSP2)

.. Concentration Concentration Volume
Réactifs .
initiale finale (puL)

Buffer/MgCl, 5X/17,5 mM 1X/3,5 mM
dNTPs 2mM 200uM 2.5
Couple d’amorces
3154 10 uM 100nM 0.25
Taq Polymerase 5U/uL 0.05U 0.125
Eau pour PCR 16.625
Total 24.5

Ajouter 0.5 pl du produit PCR de la premicre amplification
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» Différentes programmes d’amplification :

Tableau VI : MSP1- PCRI1 et PCR2

Température Temps
Etapes
Dénaturation initiale 94 °C 3 min
Dénaturation 94 °C 25s
Hybridation 50°C 35s
Elongation 68 °C 2min 30 s
30 cycles a partir de la
2me gtape
Elongation finale 72 °C 3 min
Conservation 4°C o0
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Tableau VII : MSP2-PCR1

Température Temps
Etapes
Dénaturation initiale 94 °C 3 min
Dénaturation 94 °C 25s
Hybridation 42 °C 60 s
Elongation 65 °C 2 min
30 cycles a partir de la
2eme €tape
Elongation finale 72 °C 3 min
Conservation 4°C 00
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Tableau VIII : MSP2- PCR2

Température Temps

Etapes

Dénaturation initiale 94 °C 3 min

Dénaturation 94 °C 25s

Hybridation 50 °C 60 s

Elongation 70 °C 2 min

30 cycles a partir de la

2eme étape

Elongation finale 72 °C 3 min

Conservation 4°C 00
Microsatellites :

Prémiére amplification :

Amorces
Microsatellite Cal :

- cal-1L : GCTGTAAAACGTGAACAACAAA
- Cal-1R: CAATTCTGCTTCAGTTGGATT
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Tableau IX : Mélange réactionnel pour un volume final de 25 pL

Réactifs Concentration Concentration Volume
initiale finale (uL)

Buffer/MgCl, 5X/17,5 mM 1X/3,5 mM 5
dNTPs 2 mM 200uM 2.5
Couple d’amorces Cal-
IR Cal-1L 10 uM 100nM 0.25
Taq Polymerase S5U/uL 0.05U 0.125
Eau pour PCR 16.625
Total 24

Ajouter 1 pL de I’extrait d’ADN par tube.
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Tableau X : Programme Microsatellite PCR1

Etapes Températures || Temps

Dénaturation initiale 95°C 5 min
Dénaturation 92°C 30s
Hybridation 45°C 30s
Elongation 65°C 30s

45 cycles

Elongation finale 65°C 5 min
Conservation 4°C 0

Deuxiéme amplification :

. Amorces :
Microsatellite Cal (264pb) :

- Cal-L: ATTATGAACAATTCAGAC
- Cal-R: GTTGTTATAGCTAATGAG

Tableau XI : Mélange réactionnel pour un volume final de 25 pLL

60 These de médecine année universitaire 2008-2009 FMPOS/DEAP/MRTC



Méthodologie

Tableau XI : M¢élange réactionnel pour un volume final de 25 pL

Réactifs Concentration Concentration Volume
initiale finale (nL)

Bufter/MgCl, 5X/17,5 mM 1X/3,5 mM 5
dNTPs 2 mM 200uM 2.5
Couple d’amorces Cal-
R Cal-L 10 uM 100nM 0.25
Taq Polymerase 5U/uL 0.05U 0.125
Eau pour PCR 16.625
Total 24.5

Ajouter 0.5 pL de I’extrait d’ADN par tube.
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Tableau XII : Programme Microsatellite PCR1

Dénaturation 95°C 5 min

initiale

Dénaturation 92°C 30 s

Hybridation 45°C 30s
Elongation 65°C 30s

45 cycles

Elongation finale 65°C 5min

Conservation 4°C 0

Géne Pfert K76T :

Amorces de la premiére amplification
P1: CCGTTAATAATAAATACACGCAG
P2 : CGGATGTTACAAAACTATAGTTACC

Amorces de la deuxieme amplification
D1 : TGTGCTCATGTGTTTAAACTT
D2 : CAAAACTATAGTTACCATTTTG
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Tableau XIII : Mélange réactionnel pour la premiere amplification pour un
volume final de 25pl par tube

Réactifs Concentration finale Volume (nL)
H,O 12,125
5XPCRbuffer 2,5Mm 1X 5
10XdNTP’S 0,2mM 1X 2,5

100X Amorces P1+ P2 0,1X 0.25

Taq polymérase 0.05 0.125

Total 20

Ajouter 5ul de I’ADN plasmodial dans chaque tube contenant déja 20ul du
mélange réactionnel.
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Tableau XIV : Mélange réactionnel pour la deuxiéme amplification pour un
volume final de 25pl par tube

Réactifs Concentration finale Volume (nL)
H,0O 16,125
5XPCRbuffer 2,5Mm 1X 5
10XdANTP’S 0,5mM 1X 2,5

100X Amorces D1+ D2 | 0,1X 0.25

Taq polymérase 0.05 0.125

Total 24

Ajouter 1pl du produit de la premiére amplification dans chaque tube contenant
24ul du mélange réactionnel.
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Tableau XV : Mélange réactionnel pour la digestion pour un volume de 15pl

Réactifs Volumes réactionnels (ul)

5X BUFFER N4 |12

BSA 0,2
ENZYME 0,25
(Apol)

H20 12,55
TOTAL 15
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Tableau XVI : Programme de la premiére amplification

Etapes Températures || Temps
Dénaturation initiale |94°C 30mn
Dénaturation 94° C 30s
Hybridation 60°C 30s
Extension 50° C Imn
45 cycles

Extension finale 60°C 3mn
Conservation 4°C 0
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Tableau XVII : Programme de la deuxieme amplification

Etapes Températures | Temps
Dénaturation initiale | 95°C 5 mn
Dénaturation 92°C 30s
Hybridation 48°C 30s
Extension 65°C I mn

25-30 cycles

Extension finale 65°C 3 mn

Conserver 4°C 0

Tableau XVIII : Programme de la digestion

Etapes Températures | Temps

Digestion 50°C 6H

Conserver 4°C 0

Révélation de ’ADN a la photographie :

Matériels : blouse, paire de gant, balance analytique (peser des produits),
herlmeiller, la spatule, le four a microonde, pipette 20 pl, embout 20 pul, le
moule, le scotch, le peigne, le back de migration, le générateur, film de
laboratoire (para film® M), la chambre a UV (ultra violet), 1’ordinateur,
I’imprimante.

Réactifs et leur préparation pour la révélation de ’ADN :

TBE (Tris Borate d’EDTA) :
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Ce sont des poudres a dissoudre dans de 1’eau dé ionisée. Nous dissolvons le
TBE (Tris ase (89mM) = 108 g, Acide borique (§89Mm) =55 g, EDTA (2mM) =
0,74 g) dans 11 d’eau dé ionisée pour obtenir un stock de travail. Cette solution
est a 10 X. La solution finale utilisée est de 0,5X.

¢ Solution de migration :
Elle était constituée du TBE a une concentration 0,5X.

Les colorants de migration : appelés © dye’. Le bleu de bromophénol (BB) et
le xyléne (xc) : ce sont des colorants qui permettent de suivre la migration sur le
gel et de maintenir le produit de migration, assez longtemps dans les puits en
augmentant les poids

Le bleu de bromophénol (BB) : constitué¢ du glycérol 35ml, d’eau dé ionisée
15ml et du bleu de bromophénol 0,125 g.

Le xyléne : est constitu¢ du glycérol 35ml, d’eau dé¢ ionisée 15ml et du xyleéne
0,125g.

Marqueur de poids moléculaire (PM) :

I constitue la solution de référence et sa dilution était faite dans du dye et de
I’eau dé ionisée. A un volume de marqueur étaient ajouté un volume de dye et 9
volumes d’eau dé¢ ionisée et la solution préte pour I'usage. Il jout essentiellement
deux rdles ; celui de chromophore et celui de témoin. E n effet, le dye augmente
d’une part le poids de I’ADN (dérivatisation) et d’autre part permet de suivre
I’évolution I’électrophorese.

% Gel de migration :

Il est fait a partir de 2 grammes de poudre d’agarose dissoute dans 100ml de
TBE a 0,5X. La solution est ensuite chauffée dans un four a microonde pendant
3 mn,

Permettant ainsi la dissolution complete de 1’agarose. Aprées le chauffage, on'y
ajoute du bromure d’éthidium 3pul, puis le gel est coulé dans un back de
migration contenant les peignes. Au bout de 30 a 60mn, le gel est prét a étre
utilisé pour la migration.

Le bromure d’éthidium : c’est un produit qui va s’intercalé entre les brins
d’ADN et les rend fluorescent a la lumiére ultra violet.

% Interprétation des résultats MSP1, MSP2 et CA 1

L’interprétation de la photographie du gel tient compte des conditions suivantes :
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1- Conformité de la taille du produit de la deuxieme amplification par rapport a
celle attendue

2- Taille du produit de la deuxieme amplification : (400 et 600pb pour msp1)
3- Taille du produit de la deuxiéme amplification : (400 et 700pb pour msp2)
5- L’absence de bandes au niveau des contrdles négatifs.

6- Les échantillons présentant des bandes de méme taille sont considérées
comme identiques

7- Les échantillons présentant des bandes de taille différentes sont non identiques

8- Les échantillons présentant plusieurs bandes sont considérés comme mixtes

T

]
~
=

— 700pb

Marqueur
De poids

600 pb

Figure 9: Photo gel MSP2
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% Interprétation des résultats de pfcrt- K76T
Témoin sensible : 100 pdb
Témoin résistant : 134 pdb

Les bandes qui auront la méme taille que le témoin sensible correspondent aux
souches de P. falciparum sensibles a la chloroquine. En revanche celles qui
auront la méme taille que le témoin résistant correspondent aux souches
résistantes a la chloroquine.

Les bandes qui apparaissent a la fois au niveau des deux témoins correspondent
aux souches mixtes.

PFCRT APO1

Figure 10 : Photo d'un gel pfcrt
100pb

134pb

Report des résultats
Labeller et reporter scrupuleusement les résultats dans un registre
Limites de la procédure :

Cette technique ne permet pas de faire la distinction entre deux bandes ayant
quelques paires de bases de différence.
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VI.Analyse des données :

Les données ont été saisies dans une base de données Excel® et analysées a
I’aide du logiciel SPSS 11.0. Le test de Khi? (¢2) avec la correction de continuité
de Yates a été utilisé pour comparer deux proportions, dans les cas de petits
¢chantillons par le test exact de Fisher.
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VII.Résultats :

VIIL.1. Résultats des passages transversaux :
VIL.1.1. Passages parasito-cliniques

VIIL.1.1.1. Caractéristiques socio-démographiques

Les enfants de 2 a 9 ans étaient les plus représentés sur cette figure avec 89%.
Les enfants de moins de 2 ans et ceux de 10 a 16 ans étaient comparables avec
respectivement 5,3% et 5,7%.

5.30% 5.70%

o< 2ans
m2-9ans
010 - 16 ans

89%

Figure 11 : Diagramme montrant la répartition de la population par groupe
d’age

/2 These de médecine année universitaire 2008-2009 FMPOS/DEAP/MRTC



Résultats

VIIL.1.1.2. Indicateurs paludométriques :

Tableau XIX : Indice plasmodique, indice gamétocytique et indice splénique

L’indice plasmodique moyen était de 52,1%. Les indices spléniques et
gamétocytiques étaient de 7,4% et 11,2% respectivement.

Indices Effectif Pourcentage
Plasmodique 802 52,1%
Splénique 114 7,4%
Gamétocytique 172 11,2%
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Tableau XX : Indices plasmodique, gamétocytique et splénique par passage

Les indices plasmodiques étaient plus élévés pendant les mois d’Octobre 2005 et
2006 avec respectivement 58,5% et 80,3%. La différence statistique était
hautement significative entre ces deux mois (P<0,01). L’indice plasmodique n’était
pas statistquement différent entre Juin 2006 et juillet 2007 (P > 0,05).

L’inidice gamétocytique le plus élévé (13%) a été observé en Ocobre 2006, le plus
faible (3,2%) en Juin 2006.

Les indices spléniques étaient plus élévés dans les mois d’Octobre 2005 et 2006
avec respectivement 16,5% et 21%.

Indices Plasmodique Gamétocytique | Splénique Effectifs (+)
Période N n1(%) N n2( %) | N n3(%)
Octobre 2005 367 214(58,3) | 383 28(7,3) | 370 61(16,5) | 303
Juin 2006 442 138(31,2) | 375 12(3,2) | 375 18(4,8) | 168
Octobre 2006 391 314(80,3) | 408 53(13) | 395 83(21) | 450
Juillet 2007 404 156(38,6) | 404 21(5,2) | 400 10(2,5) | 187
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Tableau XXI
groupe d’age

: Indices plasmodiques gamétocytiques et spléniques par

L’indice plasmodique n’était pas statistiquement différent entre les groupes
d’ages (p > 0,05).

L’indice gamétocytique diminuait au fure & mesure que 1’age augmentait (10,%,
7,6% et 2,3% respectivement < 2 ans, 2-9 ans et 10-16 ans, sans différence
statistigement significative entre les groupes d’ages (p > 0,05).

L’indice splénique était statistiquement différent entre le groupe de 2 — 9 ans et
celui de 10 — 16 ans (p < 0,05).

roupe d’age | <2 ans 2-9 ans 10-16 ans
Indices N nl(%)| N n2(%) | N n3(%)
Plasmodique 77 41(52,6) | 1373 714(50,9) | 86 46(51,7)
Gamétocytique | 78 8(10,3) | 1370  104(7,6) | 86 2(2,3)
Splénique 76 41(5,3) | 1373 164(11,9) | 85 4(4,7)
75

These de médecine année universitaire 2008-2009 FMPOS/DEAP/MRTC




Résultats

Tableau XXII : Prévalence des espéces plasmodiales par période de passage

P. falciparum et P. malariae étaient retrouvés pendant les différents passages
Octobre 2005 (96,7%, 2,8%), Juin 2005 (98,3%, 1,7%), Octobre 2006 (95,2, 4,8%)
et Juillet 2007 (93,6%, 1,9% ). Alors que P. ovale n’a été rétrouvé qu’en Octobre
2005 et Juillet 2007.

P. falciparum était ’espéce prévalente avec un taux moyen de 96%.

Espéces P.F P.M P.O
nl % n2 % | n3 %

Période

oct-05 207 96,7 6 2,8 1 0,5
juin-06 116 98,3 2 1,7 0 0
oct-06 299 95,2 15 4,8 0 0
juil-07 146 93,6 3 1,9 7 4,5
Moyenne 192 96 7 3 (2 1

76

P.F : Plasmodium falciparum PM : Plasmodium malariae PO : Plasmodium ovale
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Résultats

VIIL.1.2. Passages entomologiques

Tableau XXIII : Fréquence des vecteurs du paludisme a Pongonon

An. gambiae.s.l et An. funestus étaient les vecteurs du Paludisme capturés a
Pongonon. La prédominance d’An. gambiae.s.I (96 % ; n=271/282) par rapport a
An. funestus (4% ; n=11/282) a été constatée pour I’ensemble des deux périodes
d’enquéte.

Espéces An. gambiae s. An. funestus Total
N % N %
Périodes
Oct-2005 267 96 11 4 278
Juin2006 4 100 0 0,0 |4
Total 271 96 11 4 282
77
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Résultats

Tableau XXIV : Densité moyenne mensuelle par case d’An. gambiae s.l. et

d’An. funestus a Pongonon aprés spray catch pendant les mois d’octobre
2005 et juin 2006

La densit¢ moyenne des anopheles était plus ¢élevée en Octobre qu’en Juin
pour An. gambiae s.l et An. funestus, respectivement (2,23 ; 0,03) et (0,1 ;
0,05) moustiques par cases et par nuit.

Espéces An. gambiae An. funestus
nl NCV Densité n2 NCV Densité
oct-05 267 120 2,23 11 120 0,1
juin-06 4 120 0,03 0 120 0

n : nombre de moustique ; NCV : nombre de cases visitées ;
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Résultats

Tableau XXV : Agressivité moyenne mensuelle d’An. gambiae s.1. et d’An.
funestus a Pongonon aprés spray catch pendant les mois d’octobre 2005 et
juin 2006

A Pongonon 1’agressivité par mois a ¢té de 8,6 piqlres pour An. gambiae s.l et
nulle pour An. funestus au mois d’Octobre. L agressivité a été¢ nulle au mois de
Juin et pour An. gambiae et pour An.funestus

An gambiae s.1 An. funestus
Mois N. Dorm Gor +s-gr m.a N.Dorm  Gor + s-gr m.a
oct-05 515 147 8,6 515 6 0,3
0
juin-06 509 0 0 509 0

N.Dorm : nombre de dormeur ; Gor + S-gr : gorgés + semigravide; m.a: agressivité
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Résultats

Tableau XXVI : Taux d’anthropophilie pour An. gambiae s.l. et An. funestus
a Pongonon pendant les mois d’octobre 2005 et juin 2006

An. gambiae s.l. avait une forte préférence pour I’homme (90%). Le seul
moustique d’An. funestus traité était également anthropophile.

INS——————

An gambiae s.1 An. funestus
Mois Traité Positif Anthropophilie Traité Positif
(%)
oct-05 103 93 90 1 1
juin-06 0 0 0 0 0
Total 103 93 90 1 1

Oct-05 : Octobre 2005
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Résultats

Tableau XXVII : Taux d’Infection (IAS) a Plasmodium falciparum pour An.
gambiae s.l. et An. funestus a Pongonon en octobre 2005 et juin 2006

Le taux d’infection chez An. gambiae s.l était de 8,6% en Octobre, nul en Juin et
11 specimens d’An. funestus étaient négatifs.

An gambiae s. | An. funestus
Mois Traité Positif IAS en % Traité Positif IAS en %
oct-05 292 25 8,6 11 0 0
juin-06 4 0 0 0 0 0
Total 296 25 8,5 11 0 0
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Résultats

Tableau XXVIII : Taux d’Inoculation Entomologique mensuel (TIE) a
Plasmodium falciparum d’An. gambiae s.l. a Pongonon en octobre 2005 et
juin 2006

Le taux d’inoculation entomologique pour An. gambiae s.1. était d’1 piqire
infectante par homme et par mois @ Pongonon en Octobre 2005.

An gambiae s.1

Mois m.a mensuelle IAS TIE

Octobre 2005 8,6 0,086 1,0

Juin 2006 0 0,000 0,0
82
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Résultats

VIL.2. Etude de sensibilité a la chloroquine :

VIL.2.1. Résultat démographique :
Au total 293 participants étaient inclus : 130(44,4%) en 2006 et 163 (55,6%) en 2007.

Les participants de moins de 6 ans étaient majoritaires pendant les deux ans soit 75,4%
en 2006 et 51,9% en 2007. Ceux de plus de 11 ans étaient les moins nombreux avec
23,1% et 36,4%.

O 6 mois-5 ans
B6-10ans
B >=11ans

2006 2007

Figure 12 : répartition de la population selon le groupe d’age
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1333 participants
dépistés

1167 patients avec gouttes
¢paisses positives

v

v

2006 : 475 Gouttes
Epaisses positives

A

130 patients inclus

Exclus : 9

Perdu de vue : 3

J14 : 118 patients
analysés

Perdu.vue : 3

84

A

Jas . 115 patients
analysés

v

2007 : 692
Gouttes Epaisses

\

Résultats

163 patients inclus

A\ 4

Exclus : 7
Vomissent : 2

Perdu de Vue : 3

analysés

J14 : 151 patients

A

A 4

Perdu.vue : 2

J 28 - 149
participants
analysés

Figure 13 : Profile de 1'étude
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VIIL.2.2.

Résultats

Caractéristiques parasito-cliniques par année :

Tableau XXIX : Réponses thérapeutiques in vivo sur 14 jours de suivi

Seul les ECT étaient statistiquement entre les 2 années (p < 0,05).

Réponse thérapeutique | ETP ECT | EPT RCPA Total
Année nl (%) n2 (%) | n3 (%) n4(%) N (%)
2006 4(3,4) 9(7,6) | 11(9,3) 94 (79,7) 118 (100)
2007 4(2,6) 3(2) 21 (13,9) 123(81,5) | 151 (100)
Probabilité p=1 p=06 [p=09 p=02

EPT : Echec Thérapeutique Précoce, ECT : Echec Clinique Tardif, EPT : Echec Parasitologique Tardif,

RCPA : Réponse Clinique et Parasitologique Adéquate
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Résultats

Tableau XXX : Réponses thérapeutiques in vivo a J28 par année

Les taux de réponse thérapeutique (ECT, EPT et RCPA) n’¢était statistiquement
différent entre les deux années (p >0,05)

Probabilité

Réponse thérapeutique | ETP | ECT EPT | RCPA | Total
Année N (%) | n2(%) |n3(%) |nd(%) |N (%)
2006 43,5 [ 15(133) |41(37.2) | 52(46) [ 113(100)
2007 53,4) | 16(10,7) | 69(46,3) | 59(39,6) | 149(100)

EPT : Echec Thérapeutique Précoce, ECT : Echec Clinique Tardif, EPT : Echec Parasitologique Tardif,
RCPA : Réponse Clinique et Parasitologique Adéquate
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Résultats

VIL3. Caractéristiques parasito-cliniques par classe d’age :

Tableau XXXI : Répartition des réponses thérapeutiques par classe d’age

sur 14 jours de suivi :

Les taux d’échecs thérapeutiques (ETP, ECT, EPT) n’étaient pas statistiquement
différents (p > 0,05) entre les groupes d’age. Le taux de RCPA chez les plus de
11 ans était de 100%.La différence statistique était significative entre les 3

groupes (p<0,05).

Réponse thérapeutique | ETP ECT EPT RCPA Total
Groupe-age n1(%) n2(%) n3 (%) n4 (%) N(%)
6 mois-5 ans 8(4,7) 10(5,9) 17(10,1) 134(79,3) | 169(100)
6 — 10 ans 1(1,2) 2(24) 4(4,8) 77(91,6) | 84(100)
>=11 ans 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 16(100) 16(100)

EPT : Echec Thérapeutique Précoce, ECT : Echec Clinique Tardif, EPT : Echec Parasitologique Tardif,
RCPA : Réponse Clinique et Parasitologique Adéquate
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Résultats

Tableau XXXII : Réponses thérapeutiques par classe d’age sur 28 jours de

suivi

A 28 jours de suivi les taux d’ECT et d’EPT ont étaient plus élevés chez les
moins de 6 ans 4,9% et 17,4% respectivement. La différence des taux d’EPT
était statistiquement significative entre les 3 groupes d’age (P<0,05). Le taux de
RCPA ¢était de100% chez les participants de plus del0 ans. Statistiquement la
différence était significative entre les 3 groupes d’age (P < 0,05).

Réponses thérapeutique | ETP ECT EPT RCPA Total
Groupe-age n1(%) n2 (%) |n3(%) n4% N(%)
6 mois-5 ans 8 (4,9) 25(17,4) |72 (43,9) [59(36) 164(100)
6 — 10 ans 1(1,2) 6(7,4)  |36(43.4) |40(48.4) |83(100)
>=11 ans 0(0,0) 0(0,0) 3(20) 12(80) 15(100)

EPT : Echec Thérapeutique Précoce, ECT : Echec Clinique Tardif, EPT : Echec Parasitologique Tardif,
RCPA : Réponse Clinique et Parasitologique Adéquate

88

These de médecine année universitaire 2008-2009 FMPOS/DEAP/MRTC




Résultats

VIL.3.1. Etude moléculaire :

Tableau XXXIII : Réponses thérapeutiques apreés correction moléculaire
par année a 28 jours de suivi

Les taux de réponses cliniques et parasitologiques adéquates corrigés n’étaient pas
statistiquement différents entre les deux années (P > 0,05), de méme pour les échecs.

Réponses Echecs | RCPAc¢ Total
thérapeutiques
Années nl (%) | n2(%) | N(%)
2006 31(27,4) | 82(72,6) | 113(100)
2007 53(38,4) | 101(67,8) | 149(100)

RCPAc : Réponse Clinique et Parasitologique Adéquate corrigée
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Résultats

Tableau XXXIV : Réponses cliniques et parasitologiques adéquates aprés
correction moléculaire par groupe d’age a 28 jours de suivi

Apres correction moléculaire le taux de RCPA a été plus élevé chez les plus de
10 ans (100%). Statistiquement la différence du taux de RCPA entre les trois
groupes était significative (p < 0,05). L’échec thérapeutique était nul dans le
groupe de plus de 10 ans, la différence statistique n’était pas significative entre
les participants de 6 mois-5 ans et de 6-5 ans (p > 0,05).

Groupe d’age |6 mois-5 ans |6 — 10 ans |>=11 ans
Réponse nl(%) n2 (%) n3 (%)
thérapeutique
Echecs 57(34,8) 22(26,5) [0(0,0)
RCPAc 107(65.2) 61(73,5) 15(100)

RCPAc : Réponse Clinique et Parasitologique Adéquate corrigée
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Résultats

Tableau XXXV Fréquence du géne pfcrt K76T par an

91

Les taux de génotypes mutants étaient de 32% en 2006 et 32% en 2007, la
différence statistique n’a pas été significative entre les deux années (P >
0,05). L’indice de résistance génotypique était de 1,6 et 1,7 respectivement
en 2006 et 2007. L’indice de génotype- résistance corrigé était de 1,2 en
2006 et 1 en 2007.

[~ Génotypes | Sauvages | Mutants | GRI | GRIc |
Années nl (%) n2 (%)
2006 79(64,8) 43(32,4) 1,6 1,2
2007 100(68) 47(32) 1,7 1
Moyenne 90 (66,4) 45(32,2) 1,65 | 1,1

GRI : Génotype-Resistance Indices

GRIc : Genoype-Resistance Indices corrigé
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Résultats

VIL3.2. Evolution de du taux de gamétocytes :

La figure 10 montre un pic de la gamétocytémie au troisieéme jour (24,12%)
de suivi. Cette gamétocytémie décroit progressivement jusqu’a J28 (1,54%).

g s
o wn

Frquence (%)
=
i

10

Figure 14 : Evolution de la gamtétocytémie au cours des différents jours de
suivi
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Résultats

VIL3.3. Evolution du taux d’anémie :
Tableau XXXVI : Taux d’anémie par année

Entre 2006 et 2007 a JO (86, 61,4) et J28 (57,8, 34,6) les taux d’anémies étaient
statistiquement différents. Il n’y avait pas de différence statistiquement
significative entre 2006 et 2007 a J14.

Années d’études Jo J14 J28 Total
nl % | n2 % | n3 % N
P ——
2006 111 86 | 55 57,3 | 37 57,8 | 203
2007 97 81 55,9 | 37 34,6 | 215
61,4
I ————_—S———
p<0,01 p > 0,05 P<0,05
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Résultats

Tableau XXXVII : Anémie pendants les deux années par jour de suivi et par
catégorie d’age

Nous observons dans ce tableau que les taux d’anémie ont diminué au cours des
suivis et au fur a mesure que I’age augmentait.

A J0 les taux d’anémie étaient plus élevés chez les participants de 6 mois a 5 ans
que chez ceux de 6 a 10 ans avec une différence statistique hautement
significative (P<0,001).

Jours de JO J14 J28
suivi
nl (%) n2 % [n3 %
Groupe-age
6 mois-5 ans 161 (90.4) 103 72 |52 57,8
6 — 10 ans 44 (50) 31 37,8 |21 30,9
>=11 ans 2 (10,5) 2 12,5 |1 7,7

Total 207 136 74
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VIL.3.4.

Résultats

Clairance de la fiévre

Sur cette figure nous constatons qu’a JO, 100% des participants étaient fébriles. Cette
fréquence chute brusquement a 4,5% au premier jour de suivi (J1). DuJ7 a J21
seulement 5% des participants avaient de la fiévre.

% des cas fébriles

120

100

80

60

40

20

\

JO

11 12 13 17 J14 121 128

Jours de suivi

Figure 15 : Evolution de la fiévre au cours du suivi des données cumulées
2006 et en 2007
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Discussion

VII1.Discussion

VIII.1.Méthodologie :

Notre étude s’est déroulée a Pongonon, village situé¢ a 789 Km au Nord-est de Bamako.
Il est accessible a tout moment de 1’année. L’adhésion de la population a 1’étude
antérieure du DEAP, 1’accessibilité et la caractérisation des faciés épidémiologiques
d’un site sentinelle a transmission palustre courte sont les principales raisons du choix
de ce village.

Nous y avons effectué deux types d’étude :

- Une étude transversale parasito-clinique et entomologique a passage répété :
11 s’agissait des enquétes rapides basées sur I’indice splénique, la prévalence du parasite
et I’indice gamécytocique a différente période de I’année, pour caractériser
I’épidémiologie et les modalités de transmission du paludisme a Pongonon.
L’indice splénique a été déterminé par la mesure de la taille de la rate selon la

. . 31 . PN . <1 . ’a
classification de Hackett™ , qui varie d’un examinateur a 1’autre et en fonction de 1’age.

, f e e, , . . .. 32
Actuellement, on I’endémicité palustre est évaluée par la prévalence parasitaire

L’indice plasmodique a été évalué apres lecture microscopique des gouttes épaisses.
Bien que la détection optique manque de sensibilité, ¢’est la méthode la plus utilisée.

Coulibaly D (1998) et Kayentao K (1997) respectivement a Bandiagara et a

Ly . ., A . 44
Donéguébougou avaient appliqué la méme méthode )

L’indice d’antigéne sporozoitique et le taux d’inoculation entomologique étaient
déterminés pour mesurer le risque de transmission.

- Une étude longitudinale pour évaluer la sensibilité de P. falciparum a la
chloroquine. Cette étude s’inscrivait dans le cadre d’une étude multinationale
des facteurs immuno-génétiques impliqués dans 1’élimination des parasites
chloroquino-résistants.

Le suivi a été effectué de fagon passive et active, chez des participants malades du
paludisme simple a P. falciparum. L’efficacité thérapeutique de la chloroquine sur le

P.falciparum a été appréciée selon la classification de I’OMS de 28 jours de suivi33

Les papiers buvards (confettis) imbibés du sang des patients ont servi a la recherche de
la mutation 76T du geéne pfcrt. Ces confettis ont I’avantage d’utiliser du sang prélevé a
la pulpe du doigt. Ils sont conservables a la température ambiante.
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VIIIL.2.Résultats
VIIIL.2.1. Etudes transversales
VIIIL.2.1.1. Etude parasito-clinique

VIIIL.2.1.1.1.Indices paludométriques
¢ Indice plasmodique (IP)

L’indice plasmodique moyen était de 52,1%, variant au cours des différents
passages ; 58,3%, 31,2%, 80,3% et 38,6% respectivement en Octobre 2005, Juin
2006, Octobre 2006 et Juillet 2007. Cet indice a été plus ¢élevé pendant les deux
mois d’Octobre, avec une différence statistique hautement significative entre ces
derniers (P <0,001). La différence de I’'IP entre Octobre 2005 et Octobre 2006
pourrait étre due a la pluviométrie plus élevée en 2006 qu’en 2005 ; 605 mm et
391 mm respectivement. Par contre nous n’avons pas observé de différence
statistique entre Juin 2006 et Juillet 2007(P> 0,05). Cette saisonnalité de I’'IP a
était trouvée par Coulibaly D a Bandiagara en 1998 qui observe un pic en

Octobre (42,5%)44. Les indices plasmodiques en Octobre étaient
significativement plus €élevés a Pongonon qu’a Bandiagara (p < 0,05). Ce qui
démontre que, Pongonon doit figurer parmi les sites sentinelles du PNLP pour
représenter le Seno. Notre indice a ét€¢ comparable a celui de Kayentao en 1994 a
Donéguébougou avec 59,6%, alors qu’il y a eu 79,3% en 1995>*. Par contre en
1999 Sogoba M a eu un faible taux (38,6%) a Donéguébougou™. Maiga B a
Mantérou (2000) a aussi observé la variabilité saisonniere de I’IP 9,6% 36,5% et
29,7% respectivement en Juillet 1998 et Novembre 1998 et Novembre 1999%,
Donc I’IP varie en fonction de la saison dans une méme localité.
L’IP n’était pas statistiquement différent entre les groupes d’ages (p > 0,05).
Ceci pourrait s expliquer la différence de taille existant entre ces
groupes. Coulibaly S a Bandiagara en 1997 a aussi observé un phénomene
contraire

+¢ Indice splénique (IS) :
L’IS moyen était paradoxalement bas (11,2%) par rapport a I’IP (52,1%). Il
variait d’un groupe d’ages a un autre ainsi qu’au cours des différents passages
différence statistiquement significative entre les groupes d’ages (p > 0,05). La
différence était significative entre Juin 2006 et Juillet 2007 (p < 0,05). Le pic
était chez les moins de deux ans (5,3%) et en Octobre 2006 (21%). Coulibaly D a

Bandiagara a observé un pic en Septembre44.
¢ Indice Gamétocytique (IG)

L’IG était de 7,4%, avec une variation saisonniére et selon 1’age. 1l était plus
¢leve chez le groupe de moins deux ans (10,3%) avec une différence
statistiquement significative entre ce dernier et de celui de 2 — 9 ans. Coulibaly D
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a observé aussi la variation saisonniere de cet indice a Bandiagara en 1997 mais,
o e 44
avec un indice plus €levé chez les enfants de 3 — 5 ans™ .
¢ Prévalence de I’espéce plasmodiale
L’espece falciparum était la plus prévalente avec une fréquence moyenne de
96% par rapport a P. malariae (6,5%) et P. ovale (1,75%). O Doumbo et al., ont
trouvé aussi une prédominance de P. falciparum dans 9 localités du Mali en

1988 37, ainsi que Maiga B 2 Mantérou en 1999,
VIIL.2.1.2. Etude entomologique

VIIIL.2.1.2.1.Paramétres entomologiques

% Fréquence des vecteurs
Parmi les deux espéces anophéliennes trouvées a Pongonon, An. gambiae.sl a
prédominé par rapport a An. funestus respectivement 96% et 4%. Cette faible
fréquence d’An. funestus par rapport a An. gambiae s.l s’expliquerait par le fait
que An. funestus a une préférence pour des flaques résiduelles de marigots
ensoleillés, avec végétation et d’eau tiede. Alors que les marigots de Pongonon
sont pour la plus part sans végétation. Dans un village sahélien (Bandiagara,
Octobre 1999) les mémes espéces étaient capturées avec aussi une prédominance
d’An. gambiae s.1 par rapport An. funestus 99,8% contre 0,2%".

¢ Taux d’anthropophilie :
Les anopheles ont besoin d’un repas de sang répétitif en fonction de leur cycle
gonotrophique qui varie de 48 a 72 heures en moyenne. Le taux d’anthropophilie
était €levé pour An. gambiae s.I (90%) qui est une alerte démontrant le degré
d’exposition des populations de cette localité a I’infection palustre. Le seul An.
funestus gorgé était anthropophile.

¢ Taux ISA (Indice d’Antigéne sporozoitique)
Seul An. gambiae.s! était infecté qu’en Octobre, avec un ISA de 8,6%. Ceci
corrobore avec 1’¢lévation de I’IP pendant ce mois indiqué plus haut. L’ISA a
était nul en Juin, qui ne justifie pas forcement une interruption systématique de
la transmission mais plutdt une illustration du caractére tres faible de celle-ci
en cette période de I’année. A Bandiagara en Octobre le taux d’infection était
de 13,6% pour An. gambiae s.I'®. Au Sénégal dans une zone sahélienne
(Niakhar) Robert et al., ont trouvé 3,4% d’infection de cette espéce™
% Taux d’inoculation entomologique (TIE)
Pendant le mois d’Octobre chaque habitant de ce village pouvait recevoir
environ une inoculation du Plasmodium falciparum par An. gambiae s.l. Donc
chaque villageois était exposé a un risque certain d’étre en contact avec le
parasite sauf en cas de protection contre les moustiques. Force ¢était de constater
que la population de Pongonon de fagon générale n’entreprenait aucune mesure
de lutte anti-vectorielle hormis [I’'utilisation des moustiquaires par quelques
habitants les plus avertis. Le TIE a Bandiagara était de 4,70 en Octobre 1999*®
pour An. gambiae. s.l, quatre fois plus ¢€levé que celui de Pongonon. Ce qui

98 These de médecine année universitaire 2008-2009 FMPOS/DEAP/MRTC



Discussion

justifie la nécessité d’intégrer ce dernier parmi les sites sentinelles du PNLP. En
1995 au Sénégal le TIE était de 2 par mois™

VIIIL.2.2. Etude longitudinale :

VIIL.2.2.1. Caractéristiques socio-démographiques
Au total nous avons inclus 293 participants.

Les participants de 6 mois a 5 ans étaient les plus représentés en 2006 et en 2007
(75,4% et 51,9%). Ceci pourrait s’expliquer par I’incidence élevée du paludisme
dans ce groupe d’age, du fait de leur faible état de prémunition contre cette
maladie. Les enfants de moins 5 ans constituent le groupe d’age vulnérable,

. . 7 o 40 41
confirment ainsi certains résultats antérieurs 0 .

Les participants de sexe masculin étaient les plus représentés que ceux du sexe
féminin 56,7% contre 43,3% sans différence statistique entre les deux groupes (P
>0,05).

VIIL.2.2.2. Caractéristiques cliniques :

A J0, tous les participants inclus étaient fébriles (température axillaire non
corrigée supérieure ou égale a 37,5°C), comme décrit dans le protocole de
1’OMS 2003*. Déja a J1, 4,5% seulement des participants étaient fébriles. De J1
a J28, la proportion des participants fébriles était inférieure a 6%.Cette clairance
rapide et continue de la fievre pourrait a priori, expliquer I’effet positif de la
chloroquine sur le paludisme simple dans cette localité. Coulibaly D a
Bandiagara a observé aussi une diminution progressive du taux de la fievre en

1998*. Le taux de prurit été de 5,5%. Coulibaly D a Bandiagara en 1998
20,7%*

VIIIL.2.2.3. Caractéristiques parasito-cliniques :
Le taux d’échec est sous-estimé quand le suivi est de 14 jours. La durée de suivi

la mieux adaptée est de 28 jours pour la chloroquine33. L’analyse des données
sur 28 jours avec correction moléculaire a I’avantage de distinguer entre
réinfection et recrudescences. A cet effet, une correction moléculaire a été
effectuée pour différencier les cas de résistances vrais et de cas de ré-infection de
P. falciparum en utilisant les marqueurs moléculaires (MSP1, MSP2 et CA1).

La méthode de double Réaction de Polymérase en chaine (PCR) a été utilisée
pour déterminer la prévalence du marqueur de résistance a la chloroquine. La
révélation des types d’alleles (mutant ou sensible) sur le géne Pfcrt en son point
de mutation K76T a été effectuée par la restriction enzymatique. Elle est
qualitative cette méthode en permettant de déterminer la présence ou non d’une
mutation.
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VIIIL.2.2.3.1.Analyses des données sur 14 jours de suivi

Les taux d’échecs thérapeutiques précoces étaient identiques en 2006 et 2007
(3,4% et 2,6%) et ceux d’échecs cliniques tardifs étaient de 7,6% et 2%
respectivement pendant ces deux années. Ces taux faibles d’échec thérapeutique
(11% en 2006 et 4,6% en 2007) suggerent que la chloroquine gardait une
efficacité clinique dans la prise en charge du paludisme simple dans notre site.
Dans la méme localité Kayentao et al., en 2005 ont eu un taux de 6% (données
non publiées). En zone sahélienne TEKETE a Kollé¢ en 2001 a eu 7,2%21,
Bankoumana KATILE (2001) a obtenu un taux plus élevé (13,8%)*.

Au Sénégal, GAYE et al., (1999) ont trouvé des taux plus élevé 13,2%43.

Les taux d’échecs parasitologiques tardifs étaient de 9,3 et 13,9% respectivement
en 2006 et 2007 sans différence statistique (P> 0,05).

Au Mali, Kayentao et al., en 2005 sur le méme site ont eul0% (Données non

publiées) et 12,9% par COULIBALY D en1998 a Bandiagara44. Par contre
TEKETE en 1999 et DAMA en 2004 a Kollé ont obtenu des taux de résistance

parasitologique plus élevés que le notre soit respectivement 26% 2 ot 35,2%45.

Le taux global d’échec thérapeutique (ETP + ECT + EPT) étaient de 20,3%) en
2006 et de 18,5% en 2007 sans différence statistique (P > 0,05). Ces taux étaient
inférieurs a celui de DAMA en 2004 a Kollé 47,7% et supérieurs a celui de

Traoré en 1998 a Koll¢ (12,1%)"".

Ces faibles taux de résistance in vivo a 14 jours de suivi portent a croire que le P.
falciparum a un niveau de sensibilité acceptable a la chloroquine dans cette
localité. Ces taux pourraient ¢galement conforter I’hypothese selon laquelle les
résultats de J14 souestimerait le niveau de résistance.

Nos taux d’échecs thérapeutiques étaient comparables au seuil critique de 25%
de ’OMS *

Hors du Mali, au Mozambique en 2004 Abacassamo F et al., ont eu un taux
nettement supérieur aux notres 52,9 %Y ; ainsi que Elisa S et al., (93,9 %) la
méme année au Soudan™.
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VIIIL.2.2.3.2.Analyses des données sur 28 jours de suivi.

Avant correction moléculaire les taux d’échecs cliniques tardifs et
parasitologiques tardifs n’ont pas été statistiquement différents entre 2006 et
2007 (P> 0,05). De méme pour les réponses cliniques et parasitologiques
satisfaisantes.

Les taux globaux d’échecs thérapeutiques (ETP + ECT + EPT) étaient
comparables entre 2006 et 2007 54% et 60,4% respectivement. Alors qu’en 2005
sur le méme site Kayentao et al., avaient trouvé un taux plus élevé (72%)
(Données publiées). Cette différence pourrait s’expliquer par le fait que la
population de 1’étude de 2005 était composée uniquement des participants de 6-
59 mois donc plus vulnérables au paludisme, que celles de 2006 et de 2007qui en
plus de ces derniers étaient composées des participants adultes.

Dans une zone de savane (Koll¢, 2005), DAMA S a aussi trouvé un taux plus
élevé (86,2%) que nous. En plus du jeune age de sa population d’étude (6- 59
mois), ‘’I’automédication élevée a la chloroquine’” dans cette localité pourrait

. oo 4
expliquer cette différence >

Par ailleurs au Soudan en 2004, Elisa et al., ont eu un taux nettement supérieur
aux notres (93,9%) 48, de méme que Tagbor H et al., en2007 Ghana ont eu,

49
58,5% .

VIIL.2.2.3.3.Réponses thérapeutiques apres correction avec les marqueurs
moléculaires

Les taux de RCPA corrigée ¢étaient de 72,6% et de 67,8% en 2006 et 2007
respectivement sans différence statistiquement significative (p > 0,05). Cette
baisse de sensibilité du P. falciparum a la chloroquine de 2006 a 2007, pourrait
s’expliquer par le maintient de la médication de la population avec ce

médicament. DAMA. S a observé un phénoméne contraire a Kollé de 2002 a
2003 52,3% et 62,7% respectivement45.

Les taux de réinfection étaient de 31,3% en 2006 contre 36,9% en 2007 sans
différence statistique significative (P > 0,05). Ces taux de réinfection restent
inférieurs a ceux de Dama S de 2002 et de 2003 a Kollé respectivement 38% et
549%%. Le taux de réinfection a été plus élevé chez les participants de 6 mois a 5
ans 35,8% contre 33,9% et 20% respectivement chez les participants de 6 a 10
ans et de 11 ans et plus.

VIII.2.2.3.4.Prévalence de la mutation pfcrt K76T

Les Taux du géne pfcrt n’ont pas €té statistiquement différents entre 2006 et
2007 (P > 0,05). En 2005 sur le méme site Kayentao et al., ont trouvé un taux
inférieur que nous soit 25,6%(données non publiées). L. augmentation de la
prévalence de cette mutation s’expliquerait par la sélection des souches mutantes
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de P. falciparum due au maintient de la médication de la population avec la
chloroquine.

TEKETE M et DAMA S a Koll¢ ont observé le méme phénomeéne avec des taux

plus élevés que nous 67,2% et 74% respectivement en 1999 et 20023, Djimdé
etal., ont trouvé un taux supérieur au notre soit 41% au Mali’.

En dehors du Mali, au Niger Ibrahim. MM et al., ont eu un taux aussi plus élevé
que nous (50,1%) le long de la vallée du fleuve Niger en 2008 0 Une fréquence
trés élevée (79%) a été trouvée par Ehrhardt S et al., en 2007 au Ghana™'

L’Indice résistance-génotypique était de 1,6 et de 1,7 respectivement en 2006 et
2007. Dans le méme site Kayentao et al., ont 1,6 de GRI (données non
publiées). Djmdé¢ et al., ont trouvé en 1997 & Mopti et Bandiagara, 2,7 et 1,6
respectivement, puis a Kollé en 1998 et 1999 2,5 et 1,6 respectivement®.

VIIL.2.2.4. Caractéristiques hématologiques

VIIL.2.2.4.1.Evolution de I’anémie au cours du suivi
A JO et aJ28 il y a eu une différence statistiquement significative du taux d’anémie entre
2006 et 2007 respectivement 86% et 61,4% (P < 0,01). Cette différence pourrait
s’expliquer par la présence plus élevée des participants adultes dans la population de
2007 que 2006. Car les adultes sembleraient moins anémiés que les participants jeunes.
Ainsi nous avons observé une diminution progressive du taux d’anémie au fur a mesure
que I’age augmentait par exemple a JO : 90,4%, 50% et 10,5% respectivement pour les
participants de 6 mois a 5 ans, de 6 a 10 ans et de 11 ans et plus.

Le taux d’anémie a diminué progressivement au cours du suivi ; 72,5%, 65,4% et
43% respectivement a JO, J14 et J28. La différence était statistiquement
significative (P < 0,001). Cette diminution progressive pourrait s’expliquer par la
clairance parasitaire due a la chloroquino-thérapie. Dama. S a observé le méme

phénomeéne en 2003 a Kolle™.
VIIL.2.2.5. Evolution de la gamétocytémie au cours des suivis

Nous avons observé un pic de porteurs de gamétocytes aux troisieémes jours du
suivi. Coulibaly D a observé a Bandiagara en 1997 une fréquence élevée de
porteurs de gamétocytes au 3™ et au 14°™ jour de suivi**.

Ces résultats permettent d’établir le niveau d’endémie palustre de cette zone,
bien que la transmission n’ait été¢ évaluée qu’en certaines périodes de 1’année. Ils
confirment la baisse de sensibilit¢ de P. falciparum a la chloroquine, enumérée
par les études antérieures au Mali. Cependant d’autres facteurs peuvent étre
étudiés tels que, I’incidence du paludisme grave, 1’efficacité comparative des
combinaisons thérapeutiques a bases d’artémisinine, I’efficacité des
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pulvérisations intra-domiciliaires (IRS) versus 1’utilisation des moustiquaires
imprégnées d’insecticides (MII) etc.
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IX.Conclusion

Au terme de notre étude nous constatons que les indicateurs paludométriques
¢taient variables d’une période a une autre a Pongonon avec, un indice
plasmodique moyen de 52,1%, un indice splénique de 7,4% et un indice
gamétocytique moyen de 11,2%. An. funestus et An. gambiae. s.1 étaient les deux
especes vectrices du paludisme trouvées avec une prédominance de ce dernier
96% et 100% respectivement en Octobre 2005 et Juin 2006. L’infection du
vecteur était perceptible qu’en Octobre 2005. An. gambiae. s.1 était la seule
espece infectée avec un taux IAS de 8,6% et un TIE d’une inoculation du P.
falciparum par personne et par mois.

Le taux d’inoculation entomologique dans cette zone de plaine du Pays Dogon
est inferieur a celui du Plateau Dogon. Par contre 1’indice plasmodique en saison
de transmission y est plus ¢élevé que sur le Plateau. Ces spécificités de
I’épidémiologie du paludisme dans la plaine plaident pour une représentation de
cette aire géographique parmi les sites sentinelles du PNLP.

A 28 jours de suivi in vivo la sensibilité¢ du P. falciparum a la chloroquine était
faible. Les taux de RCPA non corrigés par PCR ¢étaient de 56% et 39,6%
respectivement en 2006 et 2007. Apres correction moléculaire les taux de
RCPACc étaient de 72,6% et de 67,8% respectivement en 2006 et 2007.

Les prévalences du génotype mutant du géne pfcrt étaient de 32,4% en 2006 et
de 32% en 2007. Le model GRI demeurait valide & Pongonon avec 1,6 en 2006
et 1,7 en 2007.

Le GRI a J28 aprés correction moléculaire semble mieux prédire la résistance in
vivo a la chloroquine que le model GRI actuel qui est basé sur les résultats a J14.
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X.Recommandations

Au regard de ces résultats nous formulons les recommandations suivantes :

1- Au Programme National de Lutte contre le Paludisme

- Représenter Pongonon parmi les sites sentinelles du Mali

- Rendre fonctionnels les autres sites sentinelles pour obtenir des données
pertinentes par rapport a I’efficacité des antipaludiques utilisés au Mali.

2-Aux chercheurs du DEAP/MRTC/FMPOS

- Etendre les passages parasito-cliniques a tous les mois de I’année pour mieux
stratifier I’endémie palustre a Pongonon.

- Faire une étude entomologique longitudinale pendant au moins un an pour bien
cerner les modalités de transmission palustre & Pongonon.
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Nous avons effectué entre Octobre 2005 et Juillet 2007 quatre passages parasito-
cliniques chez les participants 4gés de 1 a 16 ans a Pongonon et deux passages
entomologiques pour étudier la population anophélienne et le risque de
transmission du paludisme.

D’Octobre 2006 a Décembre 2007 nous y avons aussi mené une étude
longitudinale prospective de sensibilité de P. falciparum a la chloroquine chez
les participants d’au moins 6 mois.

La chloroquine a été administrée par voie orale a la dose de 10mg/kg les deux
premiers jours et Smg/kg le troisiéme jour.

Nous avons obtenu les résultats suivants :

Les indices plasmodiques, gamétocytiques et spléniques étaient respectivement
52,1%, 7,4% et 11,2%.

Parmi les deux espéces trouvées (An. gambiae s.l et An. funestus) seule An.
gambiae s.l était infectée avec un IAS de 8,6% et un TIE d’une piqiire infectante
par personne et par mois en Octobre.

Apres correction moléculaire, nous avons obtenu 72,6% et 67,8% de RCPA
respectivement en 2006 et 2007.

La prévalence des génotypes mutants était de 32,4% et 32% en 2006 et 2007
respectivement. Les GRI etaient de 1.6 et 1.7 respectivement en 2006 et 2007.

Conclusion : Nos résultats suggerent que le paludisme en plaine du Pays Dogon
est différent de celui du Plateau Dogon. Ces résultats valident le modéle GRI
dans cette zone. En plus nous proposons un indice GRI plus précis et plus
conforme aux normes actuelles de I’OMS.

Mots clés : Pongonon, pfcrt K76T, PCR, ETP, ECT, EPT, RCPA, P. falciparum
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We conducted four cross sectional parasitological and clinical studies in children
between 1 and 16 years of age and two cross sectional entomological studies on
anopheles population and malaria transmission from October 2005 to July 2007.
Pongonon, a Malian village located in the plain of the Dogon Country was our
study site.

Between October 2006 and December 2007, we also conducted a longitudinal in
vivo study of P. falciparum sensitivity to chloroquine in patients 6 months and
older.

The plasmodic, gametocytic and spleen indices were 52.1%, 7.4% and 11.2%,
respectively.

Two species were found (An. gambiae.s.l and An. funestus) but only An.
gambiae s.l was infected with 8.6% IAS and an Entomology Inoculation Rate of
one infected bite per person per month in October.

Chloroquine was administered per os at the dose of 10mg/kg during the two first
days and S5mg/kg on the third day.

After molecular correction, ACPR were 72.6% and 67.8% respectively in 2006
and 2007. The prévalence of pfcrt 76T was 32.4% and 32% in 2006 and 2007
respectively. GRI were 1.6 and 1.7 respectively in 2006 and 2007.

Conclusion: Our results suggest that malaria in the plain may be different from
Malaria on the Dogon escarpment. We confirm the validity of the current GRI
model and propose a novel GRI that is more accurate and better in line with
current WHO norms.

Keys words: Pongonon, pfcrt K76 T, PCR, ETF, LTF, LPF, ACPR, P.
falciparum
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SERMENT D’HYPPOCRATE

En présence des maitres de cette faculté, de mes chers condisciples devant
I'effigie d’Hippocrate, je promets et jure, au nom de I'Etre supréme, d’étre
fideéle aux lois de I’honneur et de la probité dans I'exercice de la médecine.

Je donnerai les soins gratuits a I'indigent et ne n’exigerai jamais un salaire au
dessus de mon travail, je ne participerai jamais a aucun partage clandestin
d’honoraires

Admis dans I'intérieur des maisons mes yeux ne verront pas ce qui s’y passe, ma
langue taira les secrets qui me seront confiés et mon état ne servira pas a
corrompre les moeurs ni a favoriser les crimes.

Je ne permettrai pas des considérations de religion de nation, de parti ou de
classe sociale viennent s’interposer entre mon devoir et mon patient.

Je garderai le respect absolu de la vie humaine des sa conception.

Méme sous la menace, je n"admettrai pas de faire usage de mes connaissances
médicales contre les lois de I’humanité.

Respectueux et reconnaissant envers mes maitres, je rendrai a leurs enfants
I'instruction que j’ai recu de leur pere.

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

Que je sois couvert d’opprobre et méprisé de mes confreres si j'y manque

Jelejure
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