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INTRODUCTION
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Le paludisme reste sncore de nos jours 1'une des premiéres
maladies parasitaires au monde avec plus de 6 millions de malades
traités annuellement pour un nombre de personnes irfectées egtimé
a4 300-500 millions(OMS 1%93).

En Afrique au sud du Sahara, cette affection représente un
motif majeur de consultation et d'hospitalisation et l'une des
principales causes de décas des enfants de la tranche d'dge de 0 a
5 ans.

Parmi les causes de cette situation préoccupante, la baisse de

sensibilitd des souches de Plasmodium falciparum aux molécules

antimalariques occupe assurement une place importante. Ce phenoméne
a motivé la mise en place par les Etats et les Centres spécialisés
dans la plupart des pays touchés par le paludisme, des programmes
de surveillance dont le but consiste & confirmer et 2 évaluer le

niveau de résistance au moyen de différentes techniques.

Au Congo, cette surveillance est organisée périodigquement
depuis 1%85]Carme et coll. 1990). L'enquéte que nous présentons
ici, réalisée dans le cadre des activités conjointes de 1'INSSSA
(Institut Supdrieur des Sciences de la Santé), du Centre
Hospitalier Universitaire de Brazzaville (CHUB) et du Programme
Naticonal de Lutta contre le Paludisme (PNLP) s'inscrit dans cette
action de surveillance.

Aprés analyse bibliographique sur 1le paludisme et aon
traitement ainsi que les problames de résistance, nous resituerons

le paludigme au Congo avant de nous interesser a l'enquété“1993 et

a3 ses résultats que nous discuterons.



CHAPITRE I: GENERALITES SUR LE PALUDISME



Géndralitds sur le paludisme.

Le paludisme, appelé malaria ou fidvre de marais, est une
parasitose endémique dans les régions intertropicales du globe.

Cette parasitose est transmise chez le sujet sain par
inoculation de 1'agent pathogéne, le Plasmodium, par un moustique
femelle du genre anophale.

L'0O.M.S. et les Etats membres déploient depuis plusieurs
décennies des efforts par la mise en place et 1'intensification des
programmes de lutte contre le paludisme. Malgré ces efforts, la
situation du paludisme raste toujours prdoccupante. Les figures 1
et 2 ci-dessous indiquent la dernidre sgituation officielle du

paludisme dans le monde.
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Figure 1: Estimation des nombres de cas de Paludisme signalés. par
Région OMS, 1991 {OMS, 1993).
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1-1- Epidémiologie.

1-1-1- Rgent pathogine.
De toutes les espéces plasmodiales repertoriées, seules quatre
infectent l'homme at sont & l'origine du paludisme humain. Il

s'agit des Plasmodium falciparum, Plasmcdium vivax, Plasmodium

ovale et Plasmodium malariae.

l1=1-1~1- Classification(Bruce - Chwatt,1984/Garnham,1966).
Dans 1la clasgsification taxonomique internationale, ces
parasites font partie de :
- 1'embranchement des sporozoaires;

1'ordre des hemosporidédes;

-~ la classe des coccidies;

la famille des plasmodies.

le genre Plasmodium, qui se subdivise en deux sous genres A

gavoir:

~ le gsous genre Laveronia renfermant une seule espéce Plasmodium

falciparum;

-~ le sous genre Plasmodium proprement dit renfermant trois

espaces: Plasmodium ovale, Plasmodium vivax et Plasmodium malariae.

1-1-1-2~ Morphologie et biologie(Gentilini 1993}.

Les gquatre espéces plasmodiales possédent chacune des
caractérigstiques morphologiques et biologiques particuliédres qui
les distinguent les unes des autres (fiqure 3).

1-1~1-2-1- Plasmodium falciparum.
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3 - Aspect schématigue des plasmodies humaines
* aprés GENTILINT. 19931

...3. tes :ndications de cette figure se trouvent & 1l'annexe

e

vl




5

Plagsmodium falciparum est répandu dans les régions équatoriale

et intertropicale ou il est l'espéce dominante excepté dans les

zones d'altitude. Les sujets infectés par Plasmodjum falciparum ne

font pas de rechute tardive. Le c¢ycle hédpatique du Plasmodium

falciparum est d'une durée moyenne de 5,5 jours. Sa durée moyenne

de vie dans 1l'organisme humain est estimée & 3 mois pouvant
s'étendre exceptionnellement & 6-12 mois. Ce plasmodium a comme
particularité de:

- infecter 1'hématie gquelque soit son age pouvant occasionner
ainsl des fortes parasitémies de 40-50 §;

- posséder des gamétocytes falciformes;

-~ développer des schizontes endoérythrocytaires et des corps en
rosace dans les capillaires viscéraux.

D'un point de vue cytologique, l'hématie parasitée:

- garde sa taille;

- présente souvent un polyparasitisme;

- contient des granulations grossidres et peu abondantes appelées
tdches de Maurer ou Stephens Christophéne.

1-1-1-2-2- Plasmodium vivax.

Il est localigé sur un territoire beaucoup plus vaste que

celui du Plasmodium falciparum. Ce territoire s'étend du 40 ame

dégré de latitude nord au 40 éme dégré de latitude sud. Plasmodium
vivax est 1l'espéce exclusive des régions tempérées. Il n'infecte
pae les sujets de race noire car ces derniers sont dépourvus du
facteur Buffy qui serait localisé sur la membrane des hématies

assurant le r6le de recepteur du Plasmodium vivax indispensable A




l'infection.

La longevité hépatique du Plagsmodium vivax est de 15 jours &

9 mois, ce qJqui explique les possibilités de rechute tardive

qu'occasionna cette espéce. Par ailleurs, le Plasmodium vivax

n'infeprcte que les hématies jeunes et les reticulocytes, ce qui
justifie les parasitémies modérées ne dépassant pas 2 § gque
présente les sujets infectés par cette espace.
L'observation cytologigque d'une hématie parasitée révéle:

- une augmentation du volume cellulaire associée a une paleur de
l1'hématie;

-~ la présence dans le cytoplasme de nombreuses petites
granulations appelées granulations de Schuffner.

1-1-1~2-3- Plasmodium ovale.

C'est le plus rare des 4 espécaes plasmodiales. Il se rencontre

prasque exclusivement an Afrigue 13 ou Plasmodium vivax(espadce trés

proche)} est absent. Plasmodium ovale parasite les hématies jeunes

gui prennent la forme ovale (avec parfois l'extremité dentelée), ce
qui lui a valu son nom.
On observe chez les hématies parasitées:
- une augmentation de leur volume;
- la présence des granulations de Schuffner, plus grosses gue

celles observéas chez les hématies parasitées par Plasmodium vivax.

Dans cette infection la parasitdmie est en géndral trés

faible.



1-1-1-2-4- Plasmodium malariae,.

Cette espéce est de distribution clairsemée. Plasmodium
malariae se développe dans les vieilles hdmaties. Le sujet infecté
présente en général une faible parasitémie dépassant rarement 2 §%.

L'observation cytologique d'une hématie parasitée fait
apparaitre:

- une diminution de la taille;

une conservation de couleur{monochrome};

un trophozoite 8gé en forme de bande édquatoriale ou de drapeau;

- une granulation trés fine et difficile 3 percevoir au niveau du

cytoplasme gu'on appelle granulation de Zeima.

1-1-2~ Agent vecteur.

Sur les 400 espadces d'anoph#le repertoridées au monde, seule
une soixantaine est impliquée dans la transmission dans les
conditions naturelles du paludisme. Ce sont plus précisement les
femelles de ces dernidres qul sont 1les agents vacteurs Adu
paludisme. En effet, contrairement aux miles qui se nourrissent de
suc de vdgdtaux, les femelles quant A elles se nourrissent de sang
dont elles tirent des protdines indispensables A& la fécondation des
oeufs. C'est lors de ces repas sanguins que ces femelles inoculent

l1'agent pathogéne contenu dans leur salive.

1-1-3- Réservoir de parasite.

Le seul réservoir de parasite pour le plasmodium responsable
du paludigsme humain est 1'homme porteur de gamétocytes. Ce

réservolr est responsable du maintien de l'endémicité.
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Comparativement aux adultes, les enfants sont considérés comme un
réservoir plus important de parasite. Fn effet, les enfants sont

plus fréguemment porteaurs des gamétocytes que les adultes.

1-1-4- Cycle évolutif(Desfontaine,19%90a /Gentilini, 1993 /Mazier,
1991).

Le cycle évolutif du plasmodium humain (figure 4) néceassite
pour sa réalisation deux hdtes:

- 1'un intermédiaire. On entend par hdte intermédiaire, 1'hdte
qul heberge la forme asexuéde du parasite;

- l'autre définitif. On entend par hBte définitif 1'héte qui
heberge la forme sexuée du parasite.

Contrairement a 1'idée gque se font beaucoup de personnes, il
découle de ces définitions des différents types d'h8tes, que c'est
1'homme qui constitue 1'héte intermédiaire et le moustique 1'h8te
définitif dans le cycle évolutif du plasmodium humain. Ce cycle

comprend deux stades évolutifs, un sexué at un autre asexué.

1~1-4~-1~ Le stade asexué ou schizogonique.

Il se déroule uniquement chez 1'homme précisement au niveau du
foie et au niveau du sgang.

- Au niveau du foie.

Lors de son repas sanguin, 1l'anophéle femelle inocule a
1'homme des sporozoites (formes infestantes). Ceux ci une fois dans
l'organisme, infectent les cellules hépatiques {hépatocytes) et se
transforment en trophozoites hépatiques. A cette é&tape évolutive,

deux situations sont possibles car il peut se produire:
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a) un blocage de la maturation du trophozoite.
Dans cette premidre situation, le trophozoite connaitra un
état de pose biologique & l'origine plusieurs mois plus tard de cas

de rechute palustre (P. ovale, P.vivax). Ce type de trophozoite

porte le nom d'hypnozoite.

b) une maturation du trophozoite.

Dans cette deuxiéme situation, le trophozoite va alors se
transformer en un gros schizonte hépatique contenant plusieurs
dizaines ou centaines de mérozoites assurant ainsi la phase
hépatigque encore appelde exoérythrocytaire découverte en 1948 par
Shortt et Garnham.

Il convient de =signaler gque 1la phase hépatique est
cliniquement silencieuse.

B- Au niveau du sang.

C'est la phase découverte en 1880 par Laveran et appelée
sanguine ou endoérythrocytaire.

Les mérozoites provenant de l'éclatement des =schizontes du
foie vont pénétrer dans les hédmaties. A l'intédrieur des hématiesg
infectédes, les mérozoites d'allure filiforme et de trés petites
tailles vont se munir d'une vacuole nutritive se transformant ainsi
en un trophozoite, A l'état jeune, ce trophozoite ressemble A une
bague & chaton et c'est en grandissant qu'il prend la forme
caractéristique de 1'espéce (confére caractéres parasitologiques
des plasmodium humain) [figure 3}. Une fois &gé, le trophozoite va
subir des divisions pour donner des schizontes. Ces derniers se

transformeront aprés maturation en rosaces, lasquelles dclateront
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pour libérer les mérozoites qui vont infecter d'autres hématiss
(saines). Puis wvont:
a) certains perpetuar la phase sanguine ou endoérythrocytaire en
refaisant un cycle complet;
b} d'autres subir une transformation en gamétocyte, initiant
ainsi la gamétocytogendése.

1-1-4-2- Le stade sexué ou sporogonigue.

Ddcouvert en 1895 par Ross, ce stade débute dans le sang du
sujet infecté grice & la gamétocytogenése et il n'évoluera gque
lorsqu'il y aura repas sanguin par 1'anophéle femelle., De tous les
édlements du sang ingérés, seuls les gamétocytes vont resister 4 la
digestion au niveau de 1l'estomac de 1'anophdle femelle. Ces
gamétocytes subiront des transformations donnant lieu a des
gamdtes femelles dont la fusion est & l'origine de la formation
d'un ookinette {oeuf) qui s‘entourera d'une membrane pour ='appeler
ococyste (kyste)}. Dans ces oocystes se formeront les sporozoites
{formes infestantes) qui migreront de l'estomac vers les glandes
salivaires pour &tre ensuite inoculés par pigire de l'anophéle

femelle chaz un individu sain.

1-1-5- Modalités é&pidémioclogiques(Baudon et coll, 1991}.

1-1-5-1- Transmission.

La transmission de cette affection en zone d'endémie palustre
n'est pas homoganea. Suivant les rédions, la transmission peut &tre:
- permanente ou saisonniére;

~ continue ou discontinue;
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- stable ou instable suivant gqu'elle présente ou ne présente pas
des variations significatives d'une saison & une autre, également

d'une année & une autre.

1-1-5=2- Indices paludométricques chez 1'homme.

Leg indices d'endémicitd chez 1'homme sont au nombre de trois:

a) Indice splénique: c'est la proportion d'enfants agés de 2

8 10 ans présentant une rate hypertrophide.

Cette définition permet de distinguer 4 zZones d'endémicité

palugtre, & savoir:

~ les zones hypoendémiques avec les proportions de 0- 10 %;

~ les zones mesoendémiques avec les proportions de 11-50 %;

- les zones hyperendémiques avec les proportions de 50-75 §;

- les zones holoendémiques avec les proportions supérieures a

75 %.

b) Indice plasmodique: c'est la proportion de sujets d'une
population examinée présentant les hématozoaires dans le sang
quelque soit le stade parasitaire.

c) Indice gamétocytaire: c'est le pourcentage des sujets

porteurs de gamétocytes.

1-2- Clinigue{Danis, 1991a).
1-2-1- Les tableaux clinigues.

La clinique du paludisme dédpend de trois facteurs suivants:
- l'espéce plasmodiale;
- 1l'intensité de la transmission;

- 1'immunité anti-palustre.
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Elle peut évoluer chez le malade suivant 1'un des tableaux ci-

dessous:

1-2~-1~1- Le paludisme de primo-invasgion.

Le paludisme de primo-invasion se rencontre chez des sujets
neufs qui sont les petits enfants et les personnes non immunisées
arrivant en zone d'endémie,

L'incubation est asymptomatique, par contre 1'évolution de la
maladie {péariode d'état) east marquée par 1'apparition des symptOme=s
dominés par la fiévre. A ceci peut s'associler:

- un ambarras gastrique;
- des céphalées;
- une asthénie.

Le paludisme de primo-invasion est henin, toutefois, il peut

évoluer 4 tout moment vers 1l'accés pernicieux lorsque il s'agit de

P, falciparum.

1-2-1-2- Accds palustre de reviviscence.

On observe chez le malade, une succession de phases:

- une phase de frissons accompagnée de fiévre avec une
température se situant en moyenne & 39 dégrés Celsius. Cette fievre
eat souvent associde d'une hypertrophie de la rate et d'une
hypotension;

- une phase de chaleur, le corpe est brdlant avec des
températures atteignant 40 a 41 dégrés Celsius;

- une phase de sueur, le malade sue en abondance et fait les
urines foncées puis connait une baisse brutale de la température

avec une légére tendance & 1'hyperthermie.
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Celle-ci sera suivie d'une normalisation des signes et le malade
connaitra une sensation de bien-é&tre. Il faut souligner que le type
de fiavre observé dang ce tableau sera fonction de 1'eapéce
respcnsabla du paludisme. Il est bien margué avec les 3 espéces

"mineures”: P. ovale, P. malariae, P. vivax.

1-2-1-3- Splénomégalie tropicale.

Elle se dérocule chez 1l'adulte et se manifeste par:
- une splénomégalie;
- une altération de l1l'édtat général;
- une élevation des taux d'anticorps antipalustres.

1-2-1-4- Paludisme viscéral évolutif.

Appelé encore paludisme chronique, il se rencontre chez les
enfants insuffisamment ou non prémunis gqui ne sont pas scumis & un
traitement préventif et subissent des infestations rédpétées. Trois
grands signes le caractérisent, qui sont:

- l'anémie souvent intense;
~- la splénomégalie de volume variable;
~ la fiavre qui est modérée.

Lorsque le paludisme viscéral évolutif est bien traité, 1la
guérison est rapide et spectaculaire.

1-2-1~5- L'Accés pernicieux.

L'Accés pernicieux est la complication clinigue de 1'accés

palustre simple & Plasmodium falciparum.

Cette complication est fréguente en zone d'endémie et survient le
plus souvent au cours de la primo-invasion chez 1les adultes

récemment arrivés en zone d'endémie aprés un long séjour dans une
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zone non endémique, ainsi que chez les jeunes enfants de 6 mois a
6 ans (en géndral pas soumis & une chimioprophylaxie). En effet,
les groupes de suiets sus-mentionnés sont des victimes désignés du
fait qu'ils sont dépourvus de 1'immunité antipalustre.

Il convient d'indiquer gQue l'accés pernicieux constitue la
seule urgence paragitologique du paludisme. Mal traité ou en
absence de trasitement, 1'igsue est fatale en 24-72 heures. Cette
nature maligne de 1l'accé&e pernicieux explique l'interé&ét porté sur

ce stade clinique et par conséquent sur P. falciparum, espéce

respongable de cette complication.

L'apparition de l'accés pernicieux peut &tre progressive ou
brusque gquelgque soit le type de cette apparition. L'accés
pernicieux é&volue vers une phase d'état dominée par trois signes
cliniques:

~ la fievre;
~ les troubles viscéraux;
- les troubles neurclogiques.

a) Fiavre: il s'agit d'une fidvre pouvant atteindre 40 a 41
degrés celsius,

b) Troubles viscéraux:

* Hépatosplénomégalie: deux fois sur trois dang 1'accés
pernicieux, on note 1'absence de splénomégalie (signe de bon
pronostic rencontré dans l'accés simple), par contre, on note plus

fraquemment la présence d'hépatosplénomégalie (signe de mauvais

pronostic).
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* Anémia: elle fait suite & une forte hémolyse ainsi qu'a des
troubles immunitaires associds & une thrombopenie au début de
l'accés pernicieux. Elle constitue un facteur aggravant des signes
neurologiques et contribue en partie A& l'origine des troubles
cardiclogiques. Elle est un signe de mauvais pronostic.
c) Troubles neurologiques: ces troubles dominent le tableau
clinique de l'accés pernicieux. Ils se manifestent par:
- les troubles de conscience;
~ les convulsions (survenant fréquemment chez les enfants);
- les troubles du tonus, moins fréquents et généralement
confondus avec les crises tétaniques fréquentes en zone tropicale;
- les paralysies (rares);
- les modifications des reflexes ostdo-teandineux considérées
comme un signe de mauvais pronostic {signe de Le Dantec);

- les troubles meningds {assez frégquents).

La manifestation de 1l'accés pernicieux peut se dérouler
suivant 1'une des formee clinigues ci-aprés:
~ forme coma fébrile autrement appelé neuropaludisme. Celle-~ci
est la forme typique de 1l'accés pernicieux.
- formes neurclogigques sans coma;
- formes bilieuses o 1'ictére domine;

- formes choleriques assocides de diarrhée profuse;
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1-2-2- 8pécificité clinique selon les eepdceas.

1-2-2-1- Plagsmodium falciparum.

Cette espace est redoutable. Elle est & l'origine des fidvres
ayant la particularité d'8tre tierce maligne. C'est la seule egpéce
qui est 2 1'origine de 1'accés pernicieux qui est mortel.

1-2-2-2- Plasmodium vivax.

Le paludisme a P. vivax n'est pas létal., Il est marqué par une
fidavre tierce benigne. Chez les enfants insuffisamment ou pas
prémunis, le P.vivax peut occasionner un paludisme viscéral

évolutif moins grave que celui du P.falciparum.

1-2-2-3- Plasmcodium gvale.

Cette espéce ast de moindre importance clinique. Elle
occasionne des fiavres tierces bdnignes.

1-2-2-4~ Plagmodium malariae.

Les malades infectés par cette espéce présentent une fiévre
quarte. Il est important dans cette infection de porter une
attention sur la fonction renale qui est généralement atteinte avac
1'éventualité d'aboutir a une néphropathie.

1-2-2-5- Associations de plusieurs espaces.

Elles sont frédguentes en zone d’'endémie et elles perturbent

les tracés thermiques donnant des doubles tierces ou des doubles

guartes.
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1-3~ Diagnostic biologigue.
Le diagnostic du paludisme peut étre fait par des arguments

indirects ou directs. Les premiers sont moins importants et parfois
non spécifiques de la maladie. Ils peuvent laisser présager un cas
de paludisme ou confirmer une infection passée. Les seconds devant
un paludisme présumé confirment le diagnostic de certitude.
1-3-1- Arguments indirects.
1-3~1-1- Hémogramme.
Il est généralement observé:

- une anémie de type hdmolytique;

- une modification de fagon variable de la leucccytose;

- parfois une hypoplagquetose observée dans les accés sévéres a

P.falciparum et dans le paludisme viscéral évolutif (ou paludisme

chronique).

1-3-1-2- Sérologie.

La sérologie trouve son interét dans les zones non endémiques.
Elle utilise les techniques immunologiques par le doeage
d'anticorps antipalustres. Cet examen ne peut pas dans le
diagnostic du paludisme remplacer 1'examen parasitologigque du sang
sur frottis ou sur une goutte épaisse mais plutdt suppléer ce

dernier:

- en banque de sang pour le dépistage des donneurs de sang
potentiellement dangereux;

- pour expliquer 1'étiologie des fiévres au long court en cas de

défaillance de 1'examen parasitolcogique.
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1-3-1-3- Dosages blochimiques.

Lors des paludismes aigus, il est souvent cbservé:
- une #&lévation de la lactate deshydrogenase (LDH) et de 1la
glutamate pyruvate transaminase;
- un rapport albumine/globuline fortement abaissé;
- une augmentation des triglycerides et une dimunition du

cholestércl les premiers jours.

1-3-2- Argumants directs.

Cet argument permet d'effectuer le diagnostic direct du
paludisme, ce par la mise en dvidence du parasite dans le produit
pathologique qui est le sang. Cette mise en dvidence aest réalisée
au moyen de 2 techniques 3 savoir, la technique de la goutte
épaisse et celle du frottis mince.

1-3-2~1- Réalisation des 2 technigques{cf. Annexe 1).

1-3-2-2- Recherche parasitaire (lecture et interprétation).

L.a recherche du parasite sur lame colorée dans les deux
tachnigques se fait av microscope & un grossissement 100 A immarsion
(x 1000). Au cours de cette recherche l'examen est dit:

- négatif, en absence de parasite sur un nombre de champs
examinés que l'on aura fixé au départ tant pour le frottis que pour
la goutte épaisse;

- pogitif, en présence d'au moins un parasite. Dans cette
éventualité {dans ce cas), 11 est ndcessaire d'identifier l'espéce
et de procéder & une approche quantitative.

1-3-2-3- Avantages et inconvénients de chacune des deux techniques.
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La dgoutte épaisse est une technique de concentration des
éléments du sang sur une surface réduite, c¢e guli permet d'obtenir
un gain de sensibilité d'environ 20 fois supérieur & celle de 1la
technique du frottis. La réalisation de cette technigue nécessite
une destruction des globules rouges du sang 1lors de la
défibrination, c¢e gui a pour conséquence de rendre difficile
l'identification de 1'espéce impliquéde dans l'infestation.

Le frottis mince par contre permet gquant & 1lui une
conservation des hématies, ce qui rend l'identification de 1'espéce
plus aisée car en plus du parasite qui n'est pas détruit, les
autres éléments caractéristiques de 1'espéce au niveau de 1'hématie

parasitée sont é&galement conservés./.
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CHAPITRE II1I: TRAITEMENT DU PALUDISME.



L'humanité ne possdde pas encore de nos jours un vaccin
permettant de prévenir et d'éradiquer le paludisme. Dans 1l'attente
de ce vaccin qui tarde & venir et dont l'utilisation n'est pas
prévue avant la fin de ce sidcle, le traitement préventif de cette
parasitose se fait et se fera par chimioprophylaxie. Le traitement
curatif quant a 1lui se repose et se reposera toujours sur
l'administration des antimalariques souvent associds a d'autres

types de médicaments dans les cas graves.

2-1- Classification des médicaments(Danis,1991b. Verdier et

coll,1986. Wallace,1993).

Divers critares peuvent &tre retenus pour &tablir une
classification des antimalariques. Dans la présente é&tude, on
retiendra comme critéres:

l1- Le point d'impact du médicament sur 1'un des stades du
cycle évolutif: ce critére permet de dégager deux grands groupes
d'antimalariques:

a) les schizontocides qui sont des antimalariques agissant sur
les formes asexudes du stade endcocérythrocytaire du paludisme;

b} laes gamétocidas qui sont les antimalarigques agigsant sur
les formes hépatiques et les gamétocytes chez 1‘'homme.

2- L'origine du principe actif: on distingue deux origines, a
savoir:

a) une origine naturells essentiellement végétale;

b) une origine synthétique,

3~ La caractéristique des actions: ce critédre permet de
grouper les molécules antimalariques suivant leur vitesse d'action.

Ainsi, on distinguera des molécules d'action rapide et des
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molécules d'action lente.

4- La famille chimique.

Les 4 critéres ci-dessus énumérés ont permis d'adopter la
classification tella qu'elle ezt mentionnéde dans le tableau I. Il
convient de signaler que cette classification n'est pas exhaustive
des molécules antimalariques existantes. Elle ne prend pas en
compte les molécules suceptibles d‘'avoir une action antimalarigue
accessoire telle que certains antibiotigques comme les macrolides,
les cyclines, la clincdamycine et le chloramphenicol. Tous ces
antibiotiques expriment leur action antimalarique en inhibant au
niveau du ribosome 70 § des mitochondries plasmodiales, la synthése

des protéines. L'action de ces antibiotiques est lente.
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rincipa~| Caracté- DOrigine du Groupes chimi- Produits
e action|ristiques de|principe ques du prin-
ltaction actif cipe actif DCI Spécialités
Alcaloide Quinine La-
du fran*
Quinquina quinine Quinoforme*
Naturelie Quinimax#*
Sesquiterpene- |ginghaosu
lactone {artémisine)
Nivaquine¥*
Action Amino-~-4- Rescochine*
Rapide quinoléine chloroquine Aralen*
Avlochor*
Flavoquine*
amodiaquine Camoquine#
Lariam#*
Schizon~ amino-aryl- mefloquine Mephaquine#*
tocides Alcool
halofantrine |Halfan*
sulfone AR
Antifolique .
sulfamide e
Synthetique proguanil Paludrine*
Antifolinique
pyrimethamine|. ¢
Action
Lente pulfadoxine~
pyrimethamine| Fansidar*
sul fadoxine/
Agsociations pyrimethamine| Fansimef#*
mefloquine
dapsone/
pyrimethamine|{ Maleprim*
amaetoci-~ amino-8-
r-Y-] Quinoléine primagquine Primaquine¥*

Tableau I: Classification des molécules antimalariques.
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2-2- Monographie des antimalariques.

2-2-1- Antimalariques testés lors de notre enquéte.

2-2-1-1~ Quinine.
8 METHOXYS 5 YINYL2

2-2~1~1-1- Structure. owmmf

e £ W u C My

2-2-1~1-2- Aspects chimiques importants: la quinine est un
alcaloide naturel extrait du quinquina. Sa structure peut &tre
subdivisde en 3 grandes parties:

1- Un ncyau quinoleine avec un substituant methoxy en position 6;

2- Un noyau quinicludine auquel est rattaché un groupement Vinyl

(~CH=CH2);

3- Un groupe hydroxymethyl.

Cette structure fait apparaitre deux atomes d'azote basigque de
pkal = 5,07, pka2 = 9,7 qui font de la quinine une base bivalenta
faible, donc capable de fournir 2 types de sels qui sont:

a) Les sels baasiques dont un seul azote est salinifid en solution
acide. Ils sont moinse nécrosants, ce gquli justifie leur préférence
dans l'utilisation en pharmacie sous forme de chloridrate basique,
de sulfate basique et de formate basique. 5on inconvenient dans la
pratique est sa faible solubilité dans 1l'eau.

b)Les sels neutres dont les deux atomes d'azote sont salinifiés.
Ils ont ainsi deux équivalents acides. Ces sels sont beaucoup plus
solubles que les sels basiques, Ils sont utilisés en médecine sous

forme de disulfate et de dichlorhydrate.
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2-2-1-1-3- Prdsentation: le produit officinal est la quinine base
sous forme d’'hydrate de quinine utilisée sous plusieurs formes
galeniques (comprimés, solution injectable, suppositoires, etc...).
En pharmacie, on la trouve principalemant sous trois noms de
spécialité qui sont:

a) Quinimax¥*, gqui est une combinaison des principaux alcaloides
du quinquina additionnés & un dérivé phenilique actif, se présente
sous forme de:

~ comprimé dosé & 100 mg de sel;

- suppositoires doeds a 0,15 g pour les enfants et 0,25 g pour
les adultes;

-~ gsolution injectable dans las ampoules de 1 ml (dosée 3 0,1 g),
2 ml (dosée & 0,2 g) et 4 ml (doséde & 0,4 g}.

b} Quinoforme*, qui est le formiate basigue, est présenté
uniquement sous la forme injectable dans les ampoules de 2 ml dosé-
4 500 mg de base,

c) Quinine Lafran*, qui est le sulfate, se présente sous la forme
comprimé dosé a 0,25 et 0,5 g.
2-2-1-1-4- Pharmacologie: 1l'administration per os de la quinine est
suivie d'une absorption rapide et presque quasi totale (95 %) du
produit dans le tube digestif, précisement au niveau de la partie
supérieure de 1'intestin. Dans le sang, la concentration maximum du
produit est atteinte 1 & 3 heures aprés un prise unique. La demie
vie plasmatique varie de 10 4 20 heures, ce quil justifie les prises

repétées en moyenne tous les 8 heures soit 3 fois par jour.
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La gquinine péndtre sans probléme dans les hématies mais elle

est trés peu retenue (environ 1/5 dme seulement de la concentration
plasmatique). La métabolisation de la gquinine se fait en ¢grande
partie dans le fole (environ 80 %) d'ol elle est éliminée par la
bile dans les selles (5 %). Le reste, soit les 20 % est dliminé
intact dans les urines.
2-2-1-1-5- Mode d'administration et posologlie: la gquinine est le
produit de choix en administration parentérale dans le traitement
des urgences et des formes graves du paludisme. Cette
administration parentérale de la quinine doit &tre faite par
injection intraveineuse en perfusion lente selon le schéma suivant:

- un traitement d'attagque par administration de 16 mg de quinine
base/kg de poids corporel dilués dans un solutéd physiologique. Ce
traitemant dure 4 heures;

- un traitement d'entretien par administration de 8 mg de quinine
base/kg de poids corporel toutes les 8 heures pendant 5 & 7 jours.

Il convient d'indiguer qu'il est formellement déconseillé

d'administrer la quinine par injection intramusculaire du fait des
risques, notamment des infections aboutissant & des necroses et dee
infirmités des membhres inferieurs dont elle est souvent responsable
2~2=-1-2~ Chloroquinea.

2~-2-1-2-~1- Structure.

CHLORO 7 ( DIETHYL AMINO&’

METHYL I BULYL AMINE ) &
QUINOLEINE

\\\\\ EH’ C2 Hs
MH . CH-(CH2) -N7
C2 Hs
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2-2~1-2-2~ Aspects chimiques importants: la chloroquine posséde 2
atomes d'azote basique de pkal= 10,2 et pka2= 8,1 dont la présence
est indispensable a 1l'expression de son activité biologique.
L'atome de chlore rattaché au noyau guinoléine en position 7
constitue également un élément clé de cette activité. La simple
substitution par un atome d'hydrogéne entrainerait une chute de
plus de 90 % de ses propriétés antimalariques.
2-2-1-2-3- Présentation: la chloroquine est consommée en médecine
humaine sous deux formes chimiques quil sont la forme sulfate et la
forme phosphate. La forme la plus utilisée est le sulfate neutre de
chloroquine commercialisé sous le nom de spédcialité Nivaquine*. La
Nivaquine* ast présentée sous les formes galenigues suivantes:

~ en comprimé de couleur blanche et de gofit amer dosé soit a 100
mg, ou & 300 mg;

- en sirop dosé 5 mg/ml d'utilisation pédiatrique;

- en injection dans les ampoules de 2 ml dosée a 100 mg, 200 mg
et 400 mg.

Il existe également un derivé, hydroxy commercialisé sous le
nom de spécialité Plaquenilr,

La forme diphosphate est en présentation générique disponible
sous plusieurs appelations dont Aralen*, Resochin* génédralement
dosé a 150 mg.
2-2-1-2-4~ Posologie: les doses curatives généralement préconisées
gsont:

- Per ogs: d'aprés 1'OMS, elle est de 25 mg/kg répartis en 3 jours

avec une dose de 10 mg/kg/jour les 2 premiers jours et 5 mg/kg/jour
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le dernier jour;

- Par voie parentérale, 2,5 & 3,5 mg/kg toutes les & heures en
intramusculaire ou en scus cutande & manier avec précaution.

Les doses prophylactiques sont 10 mg/kg/semaine.

2-2-1-2-5~ Pharmacologie: l'administration de la chloroquine est
gsuivie d'une absorption estimée a 70 $ de la dose administrée.
Consécutivement & une prise en dose unigque de chlorogquine, on
obtient en 2 heures la concentration plasmatique maximum pour une
durée de demie vie réelle de & & 8 jours. Ces données
pharmacocinétiques permettent de justifier 1'obtention rapide des
concentrations efficaces et leur maintien pendant une semaine lors
de 1'utilisation des doses curatives. En revanche, aux dosas
prophylactiques, des prises répétées durant une semaine semblent
nécessalres pour atteindre les concentrations ganguines
protectrices. Le volume de distribution dans 1'organisma est
important. La chloroquine est métabolisée & prés de 30 % par le
foie en désethylchlorogquine, puls subit une é&limination biliaire
par les feces. La chloroquine restante demeure inchangée dans le
plasma et les autres tissus mals peut connaitre des modifications
au niveau de la chaine latérale alcoylamine et produire des
métabolites. Le produilt est ensuite excreté dans les urines praés de
56 3 ol on le trouve sous forme inchangée (60 - 70 %) d'amine

secondaire {23 & 37 %) et d'amine primaire (3 %}.
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2=2-1-3~ Méfloquine.
2-2-1-3-1- Structure.
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2-2-1-3-2~ Présgentation: les spécialités de la méfloguine sont
disponibles sous une seule forme comprimé dogé a 250 mg et & 50 mg
de base.

2=-2-1-3-3- Posologie: la dose journaliére de la méfloguine est de
1,5 g répartis en trois prises pendant 3 & 4 jours. Cette posologie
permat d'attenuer 1les intolérances observées 1lors des phases
expérimentales par 1'administration d'une prise unique de 1 gramme.
Cas intolérances se sont manifestdées par des vertiges, des nausdes
et des vomissements et peuvent dans certains cas aboutir & des
troubles neuropsychiques. En prophylaxie, la dose administrée est
de 4 mg/kg/semaine soit 1 comprimé/semaine,

2-2-1-3-4- Pharmacologie: l'administration per os de la méflogquine
est suivie d'une absorption correcte du produit. Les concentraticns
maximun du produit sont atteintes dans le plasma en 4 - 16 heures
aprés administration d'une prise unigue. En revanche, la
concentration necessaire & 1'action schizonticide est atteinte dans
la plupart des cas avant la 6 éme heure et persiste pras de 30

jours dans le plasma. La distribution de 1la méfloquine dans

l'organisme est importante.
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Elle est métabolisée par le foie o0 elle subit un cycle
enterohépatique. Son temps de demie vie est important et estimé en
moyenne & 21 jours quoique variable d'un individu & l'autre (8-28

jours). L'élimination se fait par voie biliaire(90 %)

et rénale (10 %).

2~2-1-4~ Halofantrina.

2-2-1-4-1- Structure.

(g1 CHy
OM - CH(CH )1 A(CH:) CH |
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2-2-1-4-2- Présentation: les formes galéniques de 1'Halfan*
actuellement disponibles sont:

~ la forme comprimé dosé a4 250 mg de chlorhydrate d'halofantrine,
goit 233 mg de base;

- la forme suspension dosde 4 100 mg de chlorhydrate pour 5 ml de
suapension, soit une suspension & 2 § utilisée en pédiatrie.
2-2-1-4-3- Posologie: elle est de 500 mg soit 2 comprimés toutes
les 8 heures chaz l'adulte et chez l'enfant de moins de 40 kg, la

dose journaligre est de 24 mg/kg répartie en 3 prises.

2-2-1-4-4- Pharmacologie: 1'halofantrine est d'absorption rapide et
limitée bien que cela soit variable d'un individu A& l'autre. La
concantration maximun dans le sang est ohtenue § & 7 heures aprés

une prise unigue.
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Les concentrations sanguines triplent aprds un repas riche en
lipide comparativement aux concentrations & jeun.

L'halofantrine est essentiellement mé&tabolisé par le foie
donnant des métabolites dont 1le principal est 1la N.
desbutylhalofantrine ayant un temps de demie vie plasmatigue
supérieur (3-5 jours) & celui de 1'halofantrine {20 & 40 heures).

L'élimination mst uniquement biliaire.

2-~2-2- Autres médicaments antimalariques non testés lors de notre
dtude.
2-2-2-1~ Association sulfadoxine-pyrimdéthamine.

Elle est la plus ancienne et la plus utilisde des associations
des molécules antimalariques faisant partie des associations
stables. Elle est commercialisés sous le nom de spécialité
Fansidar* présenté sous deux formes galénigques:

- En comprimé dosé a 500 mg de sulfadoxine et 25 mg de
pyriméthamine;

- En soluté injectable dans les ampoules de 2 ml sous forme
huileux dosé 3 200 mg de sulfadoxine et 10 mg de pyriméthamine.

Cette association aest d'action prolongée {15 Jours)
administrée en prise unique., Son action antimalarique porte sur
deux niveaux différents de la chaine de synth&se des acides
nucléiques du parasite. Comme pour tous les sulfamides, les risques

d'apparition des lésions dermatologiques existent.

2-2-2-2- L'smodiaquine.

L'amodiaquine est de la famille chimigue des Amino 4 guinoleines.
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Elle est actuellement déconseillée en traitement prophylactique en
raison des réactions indésirables qu'elle cause. Ces réactions
indésirables sont dues & sa toxicité hématologique et hépatique
parfois mortelle. Cette toxicité 1le proscrit également comme
médicament de premiére intention dans le traitement curatif du
paludisme. Dang le commerce, on le trouve sous deux noms de
spécialité:

- Flavoquine* présentée sous la forme comprimé dosé & 150 mg de
hase et sous forme de poudre aromatisée dogée & 50 mg/5 ml (usage
pédiatrique);

- Camoquin* présenté sous la forme de comprimé dosé & 200 mg de
base et sous forme de suspension buvable dosée a 50 mg pour 5 ml.

L'amodiaquine est de Dbonne  absorption, completement
métabolisde dans le foie sous sa forme active (monodesethyl
amodiaquine). Elle est &liminée par le rein et la bile.
2=-2-2-3- Le ginghaosu.

Sa structure chimique est différente des molécules précédentes;
c'est un produit d'origine chinoise efficace sur les formes graves

du paludisme a P.falciparum ol suivant la nature de son sel, il

peut &tre administrée par voie:
- orale pour l'artemisinine;
-~ intramusculaire pour l'arthemether;
- intraveineuse pour 1l'arthesunate.

Ce produit est aussi utilisé dans d'autres pays dutre que la

Chine.
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2-3- L'Eapoir vaccinal(Gentilini,h 1990 /Valero et coll, 1993).

Pes recherches en cours ces dernisres annéeg ont permis
d'aboutir & des candidats vaccins dont le plus récent ast celui de
la Colombie en Amérigque du sud dénommé SPF 66. C'est un wvaccin
antimérozoite qui est méme déjad utilisd expdrimentalement chesz
l1'homme. Elle est actuellement & sa 3 é&me phase d'étude.

La complexité de cette parasitose, notamment de son cycle
dvolutif explique les difficultéds actuelles dans l'élaboration de
ce vaccin antimalarique. Ces dernigdres ccnduisent les chercheurs A
1'idée de la mise au point d'un vaccin multivalent associant les
épitodes de différents stades. Pour cette nouvelle approche, il
fallait d'abord définir au préalahle les cibles potentielles de ce
vaccin aux differents stades du cycle évolutif. Ainsi, il a é&té
retenu 4 stades cheoisis pour le fait qu'ils présentaient des formes
libres du parasite que celles-ci étaient immunogénes. Ces stades on
cibles sont:

- les sporozoites;

- les mérozoites;

- les gamdtes et les gamétocytes;

- le corps bleu intrahépatique./.
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CHAPITRE IXIXI: LA RESISTANCE.



3-1- Définition.

La chimiorésistance des Plasmodium faleciparum aux

antimalariques se définit comme "l1l'aptitude d'une souche de
parasite du paludisme & survivre ou 2 se reproduire, malgré
l'administration et l'absorption d'un médicament employé a des
doses é&gales ou supérieures aux doses ordinairement recommandées
mais comprises dans les limites de la tolérance du sujet" (OMS
1965).

Il convient d'indiquer qu'entre la résistance compléte au sens
de la définition OMS et la sensibilité totale & un antipaludéen, il
exigste tout un spectre de reponses pour lesquelles 1'OMS a é&tabli
une classification basée sur 1l'dvolution de la parasitémie dans les

tests in vivo (Pesfontaine, 1990; confére 3-4).

3-2- Historique de la chimiordsistance.

3-2-1~ Constat des premiers cas de chimiorédsistance aux
antimzlariques(OMS, 1984/ OMS, 1990/ Peters,1987).

Pendant plusieurs siécles, de nombreux remédes furent proposés
pour traiter la fiévra de marais. Ces remédes furent
malheureusement scuvent sans succéds. Il fallut attendre 1'an 1630
pour que fdt découvert au Pérou, le médicament capable de guérir
cette fiévre. I1 s'agissait du gquinquina adninistré sous forme
d'infusion obtenue des écorces de plusieurs espéces d'arbres. Du
quinguina, il fut en 1820 extrait et identifié chimiquement pour la
premigre fois la quinine par deux pharmaciens, Pelletier et
Caventou(Gentilini et Nozais,1991). Plus tard, il fut élaboré A
partir de cette quinine, les premiéres spécialités pharmaceutiques

utilisées dans le traitement du paludisme. Le traitement par la
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quinine a donné les résgultats escomptés jusqu'en 1910 lorsqu'il fut
constaté pour la premiédre fois au Brésil le phénoméne de résistance

de Plasmodium falciparum & ce produit. Pour pallier: cette

résistance, il fut préconigé l'utilisaton du bleu de méthyléne
comme traitement antimalarique. Progressivement vers les années 30,
la quinine fut substituée par la Mépaquine* plus particuliérement
dans le traitement prophylactique. Jusqu'a 1'avénement des autres
antimalariques de synthése, a savoir les amino-4- quinoleines
(chloroquine en 1945 et amodiaquine en 1947) et les inhibiteaurs de
la deshydrofolate reductase (proguanil en 1948 et pyryméthamine en
1951}, il n'avait plus &té signalé un cas de résistance de

P.falciparum aux antimalariques dans le monde. Ce n'est gqu'aprés

l'utilisation de masse a des fins prophylactiques de ces
antimalarigues de synthése qu’apparurent &n 1949 en Républigue Unie
de Tanzanie et en 1952 en République de Gambje, les premiers cas de
résistance respectivement au proguanil et & la pyriméthamine. Cette

résistance des P.falciparum aux inhibiteurs de la deshydrofolate

reductase ne fut malhasureusement pas pris en considération du fait
que les amino-4- quinoléines conservajient encore, a cette dpoque,
leur efficacité tant dans leur utilisation prophylactique que
curative. Ca n'est qu'avec l’apparition presque simultanéde en Asie
méridionale (frontiéres Thailande et Campuchea en 1957) et en
Amérique du Sud (Venezuela et Colombhie en 1960), des premiers cas
de chloroquino-résistance d'une part et au Brésil en 1961 des
premiers cas d'amodiaguino-régistance d'autre part que la situation

a paru préoccuppante.
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Dang la crainte de wvoir s'édvanouir les possibilités de
guérison offertes par le petit arsenal des produits existants, il

a été entrepris des recherches sur des médicaments de deuxidme

intention efficaces sur les souches de Plasmodium falciparum
résistantes(Bruce-Chwatt,1984). Ces recherches étaient orientées
sur deux axes, a savoir:

- La recherche d'association entre les molécules antimalariques
déja existantes. La premiére association qui date de 1964 est celle
de sulfadoxine/pyriméthamine surtout uvtilisde dans le cas de

résistance de Plasmodium falciparum a la chloroquine. Mais on a

observéd dans le sud-est asiatique (Cambodge 1968), des souches de

Plasmodium falciparum résistant a cette association. Cet échec a

entrainéd un regain d'intér&t pour la gquinine utilisde en
assoclation avec 1les tetracyclines (traitement de troisiédme
intention);
~ La recherche sur l'élaboration de nouvelles molécules
antimalariques comme la méfloquine en 1972, la benflumetol en 1987,
l'halofantrine en 1988 et 1'hydroxypiperaquine actuellement au
stade expérimental.
De tous ces produits, 1la méflogquine et 1l'halofantrine

connaissent déja le phenom&ne de rédsistance.

3-2-2- Extension de la chimiorésistance de Plasmodium falciparum en

Afrique(Dggfontaine,1990/ Le Bras et Basco,1991/ Le Bras et

Ringwald, 1990).
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L'Afrique comme les autres parties du monde touchéss par le

paludisme a vu apparaitre la résistance Jdes Plasmodium falciparum

aux antimalariques. Des études ont été surtout effectudes sur la
chimiorésistance & la chloroquina.
Les observations faites sur le terrain indiquaient déja une

éventuelle existance de souches de P.falciparum régistantes & la

chloroquine 3 Madagascar et au Mozambique en 1975. Ce n'est qu'en
1978 par des tests in vitro qu'a é&té confirmé au Kenya et en
Tanzanie cette rdsgistance & la chloroquine. Du point de vue de son
évolution, cette chimiorésietance serait pénétrée en Afrique par sa
partie Est en provenance de 1'Agie du sud-ouest ou de 1'Inde. C'est
4 partir du Kenya et de la Tanzanile, premiers foyers présumés que

les souches de P.falciparum chloroquinorésistantes se sont

disseminées dans toute la rédgion Est de 1'Afrique et les 1iles

voisines par une évolution de proche en proche entre 1978 et 1983.

L'Afrique centrale et 1'Afrique de 1'0Ouest &pargnées jusque la
connurent une extension notable de cette chioroquino-résistance.
Elle s'est propagde a travers 1'Afrique centrale par le Zaire,
Ruanda, Angola et Zambie en 1984 pour aboutir & 1l'Afrique de
1'0Ouest par le Benin en 1986. Les pays composante la sous région
ganitaire de 1'OCEAC ont connu leurs premiers cas de résistance en
1984 au Gabon(Burchar et coll, 1984) et en RCA{Christian,1984), en
1985 au Cameroun{Sansonetti et co0ll,1985) et au Congo{Le Bras et

coll,1985) et en Guinée Equatoriale en 1986(LeBras et Simon,1987).
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3~3- Mécaniame de la chimiorésistance de Plasmodium falciparum.
Les mécanismes qui engendrent 1a chimiorésistance des

Plagmodium falciparum aux antimalariques et leur transmission

génétigque ne sont pas encore bien élucidés; cependant, leur
compréhension peut 8tre un apport important pour la conception des
antimalarigques dans le futur.

Des études menées sur des singes sensibles infectés et sur des

cultures de Plasmodium falciparum in vitro ont apporté des progrés

dans 1la compréhension de cette pharmacorésistance au stade
endoérythrocytaire, Plus récemment, la découverte des techniques de

culture des Plasmodium murinsg permet d'dlargir cette compréhension

au stade exoérythrocytaire.
Avant d'aborder 1'étude du mécanisme de la chimiorésistance et
de sa génétique, il est nécessaire d'entreprendre au préalable,

celle de mécanisme normal par leguel les antimalarigues agisaent

sur le Plasmodium,.

3-3-1- Mécanisme d'action normal des antimaleriques.
Le mécanisme normal varie suivant que l'antimalarique est un
schizontocide sélectif ou qu'il est un antimétabolite.

3-3-1-1- Les schizontocides sélectifs.

Ils ont pour particularité de se concentrer fortement dans les
hématies parasitées. L'affinité des plasmodies pour ces
schizontocides sanguins contribue a leur action lytigue(Charmot et
Rodhain, 1982). Cette affinité s'exprimerait suivant deux types de

mécanisme qui pourraient s'effectuer simultanément ou séparement.

Ce sont:
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- La fixation du schizontocide a un récepteur;
- La migration du schizontocide suivant un gradien du pH.
A- Fixation sur un récepteur: ces récepteurs seraisnt situés

au niveau du parasite; ce sont:

- 1'ADN du parasita;

~ la ferroprotoporphyrine membranaire (FP);

- las phospholipides membranaires.

a)- Fixation sur 1'ADN: c'est la plug ancienne des hypothéses.

Elle préconiserait 1'intercalation de ces schizontocides,

exceptée la méfloquine entre les deux brins complementaires de
1'ADN parasitaire, bloguant ainsi la rédplication de cette
ADN(Charmot et Rodhain,1982 /Moreau,1989). Bien gue théorigquemsnt
réalisables, les é&tudes effectudes avec 1la chlorogquine ont
cependant revelé deux handicaps qui ont motivé le rejet de cette
hypothése. Ces handicaps sont:

~ 1l'existance d'une faible constance d'affinité & des
concentrations succeptibles d'inhiber la croisgsance du parasite
lors de l'interaction ADN-CQ;

- la lenteur sur la biosynthése des protéines{Moreau,l989
/Ward, 1988).

b}- Fixation sur la FP(Chou et coll,1980 /Fitch et coll,1982 /Le

Bras et Basco,19981 /Moreau,l989).

Ce récepteur mis en évidence par Chou et Fitch est un produit
éphemare obtenu lors de la digestion de 1'hémoglobine par le
parasite. Cette digestion se déroule au niveau du vacuole du

parasite. La FP posséderait des propriétés lytiques & 1'égard de la
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membrane du parasite et de 1'hématie h&te. Cette action de lyse
serait freinée par une protéine synthetisée par le parasite appelé
"Protéine liant 1'heme". En effet, il se formera une liaison entre
la FP et la protéine liant 1'heme donnant aingi naissance a un
pigment malarique inoffensif appelé 1'Hemakozoine. L'hemaozoine
perd sa stabilité en présence des amino-aryl-alcools et des amino-
4- quinoleines. Il se produit un remplacement de la protéine liant
l'heme par ces derniers pour former un complexe plus stable. Ce
complexe est un pigment malarique toxique avec une toxicité
supérieure a celle de 1'heraozoine non combinée. Cette toxicité se
matérialise par des anomalies de perméabilités membranairaes et un
départ incontrolé du potassium du parasite et de l'hématie hdte
occasionnant ainsi une destruction membranaire, par conséquent la
mort du parasite. Il convient de signaler qu'il a été demontré que
la chloroquine s'intercale entre legs diméres d'hématine.

Le mécanisme énoncé ci-dessus est observé in vitro, son aspect
moléculaire est encore mal connu, expliquant ainsi de nombreuses
controverses a ce sujet.

¢)=- Fixation sur les phogpholipider membranajres(Chevli et Fitsh,
1982).

Une #éventualité de liaison des amino-4-~quinoleines et des
amino-aryl-alcools au niveau des phospholipides membranaires a é&té
préconisé du fait de 1'effet stabilisant des amino aryl alcools et
des amino-4-quinoleines sur cette derniére. Les études a ce sujet
ont surtout été effectudes avec la chloroquine et la méfloquine. Il

a 4téd constaté que la méfloguine prégsente une forte affinité vis &
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vis des phospholipides de 1la membrane comparativement A& la

Chloroquine.

B- La migration suivant le gradien du pH(Ginsburg et
Geary, 1987 /Krogstad,1985;1987b /Le Bras et Basco, 1991 /Moreau, 1989
/Warhurst, 1986 /Yayon dans Le Bras et Basco,1991}.

Les hématies parasitdes possedent 3 compartiments séparés par
des membranes dont les propriétés hydrophobes 1les rendent
perméables aux formes neutres des molécules et imperméables aux
formes chargdes. Dans le cas des dibases, la membrane esat perméable
aux formes monoprotonées. Ces compartiments possédent des pH
estimés & 7, 0-7, 2 au niveau du cytoplasme du glcobule rouge
parasité, 6,8 a 7,0 au niveau du cytoplasme du parasite et 4,8 -
5,2 au niveau de la vacuole.

D'une part, la prédsence du gradien de pH et d'autre part, la
nature hydrophobe des membranes expliqueraient le passage des
formes neutres (et monoprotonées pour les dibases) de ces molécules
4 travers les diffédrents compartiments de 1l'hématie parasitée par
simple diffusion pour se retrouver dans la vacuole du parasite dont
le pH acide est maintenu par une pompe ATP dépendant. A l'intérieur
de la vacuole digestive, les formes neutres des amino aryl alcools
et des amino 4 quinoléines connaitront une protonation au niveau de
'1eura atomes d'azote basiques pour donner les formes chargées
diprotconées non diffusibles & travers la membrane occasionnant par
1a leur accumulation avec pour conséquence 1'augmentation de la
concentration, le dépassement de la pompe ATP ddépendant et du

pouvoir de tamponnement. Toutes les modifications enregistrées au
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niveau de la vacuole du parasite vont entrainer l'arrét de ces
activités dont la digestion de 1'hémoglobine. Cette propriété de
base faible ne permet pas toutefois A elle seule d'expliqguer
1'augmentation importante du pH due & une importante accumulation
des schizontocides au niveau de la vacuole digestive, contrairement
aux prévisions faites sur la base du pka(S} (dans le cas de la
chloroquine)} et des différences de pH entre les compartiments de
l1thématie parasitée. C'est ainsi qu'il a été sugggeré par plusieurs
auteurs des mécanismes additionnels faisant intervenir des
propriétés dites "non base faible" complementaires & celles de base
faible.

Warhurst évoque 1'hypothése d'un transport actif de 1la
chloroquine (sous forme diprotonée) par le parasite. Ce transport
seralt assuré par une perméase situde sur la surface de la membrane
du parasite et placé sous l'influence d'un gradien de proton
maintenu par une pompe ATP indépendant. La réalisation de ce
mécanisme ndcessite que le pH du cytoplasme drythrocytique soit en
dessocus de celui du cytoplasme parasitaire, ce gqui fut déja prouvé
expérimentalement (figure 5). La confirmation de cette hypothése
nécessite la mise en dvidence du transporteur qui n'est pas encore
fait.

Krogstad préconise 1'intervention, sgoit d'un transporteur
membranaire situé sur 1la membrane erythrocytaire, soit d'un

récepteur qui pourrait &tre la FP pour compléter l'action de base

faible.
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Vacuole pH 5

Parasite pH 7.4
Ernythrocyte pH 7
Milleu pH 7,4
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Figure 5: Profil de pH des compartiments d'une hématie parasitée
{Moreau, 1987).
Yayon, contrairement aux autres auteurs, édvoque une hypothése
dont le phenomé&ne clé n'est pas 1'augmentation du pH. Son hypothase
se base sur las études ultra structurales de la digestion chez

P.falciparum; d'aprés ces ohsarvaticns, la chloroquine inhiberait

directemant les peptidases et les phospholipases sans toutefois
occasionner une dlévation de pH, ce qui justifierait l'accumulation

de vésicules d'endocytoses dans la vacucle du parasite.
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3-3-1-2- Les antimétabolites.

Le Plasmodium a besoin pour sa croissance de pABAR {Acide-para
amino-benzoique) dont la transformation par une série de réaction
(figure 6) lui permet d'élaborer ses propres pyrimidines de novo
puisqu'il ne peut pas utiliser l'acide foligue de 1'h&6te(Le Bras et
col,1993).

L'action schizontocide des antimétabolites consiste & bloguer
cette biosynthése par inhibition de l'activité enzymatique d'une
part, de la gynthétase de l'acide dihydrofolique (enzyme impliqué
dans la premiadre é&tape de cette synthése) par les antifoliques
(sulfone + sulfamide) qui sont les analogues de structures du pABA
avec lequel il rentre en compétition dans la synthése de 1l'acide
folique et d'autre part, de la dishydrofolate réductase (enzyme
impliqué dans la deuxidme étape de cette biosynthése) par les

antifoliniques ( pyréthine et guanine)[Charmot et Rodhain, 1982 /Le

Bras et Basco,1991).
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pABA + dihydropteridine

Inhibition
Sulfamides Synthétase

Acide deshydrofoligque (Acide folique)

Inhibition
Triméthroprine Deshydrofolate réductase
pyriméthamine
L, Acide tédtrahydrofolique {(Acide folinigue)

Figure 6: Mode d'action des schizontocides antifoliques at
antifoliniques.

3-3-2- Mécanisme d'action mis en évidence dans la

chimiorésistance(Fitch,1984 /Krogstad,1987a/Warhurst,1986).
Les travaux sur la résistance antimalarigue ont dés ls départ
congisté en une dtude comparative sur le mécanisme d'action des
souches sensibles. Si le phenomé&ne clé observé chez les souches
sensibles est la forte accumulation des molécules antimalariques,
précisement des schizontocides sélectifs, dans les hématies
parasitées comparativement aux hématies non parasitées, ces &tudes
ont permis de montrer que chez les souches résistantes, leur
accumulation dans 1les hématies parasitées est moindre. Cette
moindre accumulation est imputée aux modifications d'origines
diverses survenant sur au moins un des médcanismes d'action des
molécules antimalariques.

~ La ferroprotoporphyrine (FP}.
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Le phenoméne de résistance serait attribué & une sequestration
importante de celle-ci qui aurait pour conséquence la baisse de la
formation du complexe FP-CQ. Sans toutefois avoir apporté des
preuves expérimentales, Fitch justifie cette hypothése en proposant
différents mécanismes possibles tel que 1'augmentation de 1la
quantité ou de l'affinité de la protdine liant 1'heme ainsgi gque la
rapldité de la sdquestration de la FP.
- Le gradien de pH évoqué par Wharhurst.
Le développement de la résistance nécessiterait une
modificaton soit:
* du gradien de pH qul serait occasionnd par 1l'arrét de la pompa
a4 proton ou par un changement de la perméabilité des membranes;
* de la quantité et la qualité des perméases localisdes dans la
membrane plasmatique et la vacuole du parasite.
- L'efflux des amino-4-quinoleines et des amino-aryl-alcools.
C'est sur le mouvement dans les deux sens influx et refflux de
la chloroquine marquée a4 travers la membrane des souches sensibles

et résistantes de P.falciparum que se base l'explication de la

résistance.

En effet, aprés l1'influx de la chloroquine marquée (dominée)
dans les quatre premidres minutes par une vitesse initiale
d’'accumulation sensiblement identique de la chloroquine pour les
deux souchee, les minutes qui suivent sont marquées par un état
d'équilibre de 1l'accumulation qui est plus significatif chez les
souches sensibles. Ensuite se déroule un éfflux avec une sortie

plug rapide de 1la chloroquine marquée chez 1les souches de
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P.falciparum resistantes (t“z = 2,2 mn) que chez les souches de

P.falciparum sensibles ('t:”2 = 85 mn), ce qui permet d'expliquer la

différence de taux de la chlorogquine & l1'égquilibre dans les deux
souches(tl/2 = temps de sortie de la moitié de la dose :nitiale).
- La modification des phospholipides membranaires et de la fuite
des protons.

En effet, une modification des phospholipides impliqués dans
la permé&abilité membranaire aux bases protondes pourrait faciliter
la fuite des schizontocides.

- La reversion de la résistance (Bitonti et coll, 1986/ Thomas et
co0ll,1990).

La similarité frapprante entre les mécanismes de la chlorogquino
résistance et celul de la résistance aux molécules anticancéreuses
(Verapamil*) pré&sentée par certaines cellules cancdreuses des
mammi féres in vitro permet de croire que grice & une pompa a proton
ATP dépendant formée de glycoprotéines (similaire A celle observée
chez las lignées de cellules cancéreuses) que les souches de

P.falciparum résistantes puissent développer un efflux de 1la

chloroquine.

Pour étayer cette derni2re synthadse, il convient de signaler
que la Verapamil¥* s'est averée capable de restituer la sensibiliteé
4 la chloroguine des souches chloroquino rasistantes, par contre,
dans 1les cas des souches chloroquinosensibles, la synergie

Verapamil¥* n'est pas observée.
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3-3-3- Gédnétique da la résistance.
Il gsemble gue la résistance aux antimalarigues soit
génédtiquement codée bien que son géne n’'ait pas encore é&td isolé de

facon précise chez P.falciparum. Il ressort des travaux effectués

sur des plasmodium de rongeurs résistants aux sulfamides, a la
pyriméthamine et a la chloroquine que la résistance se transmet
selon le mode mendelien. Ce phénoméne semble stable car les dtudes

faites sur un Plasmodium résistant de rongeurs ont confirmé sa

stabilité aprés passage chez les moustiques vecteurs(Beale,1980/
OMS,1984). Toutefoisg, on connait peu de choses sur l'influence des
différents h&tes sur 1'expression des sens impliqués dans la

rdsistance.

3-3-3-1- Génédtigue de la rédsistance aux antifolates.

LLe caractére sensibilité du parasite aux antifolates est

gouverné  par le géne dihydrofolate réductase-thymidilate
nynthétase(DHFR-TS)[Zolgret coll,1989). Des analysee comparatives
effectuées sur la DHFR des parasites résistants aux antifolates et
ceux sensibles ont fait apparaitre des variations de structure qui
portent sur le remplacement de:

- 1'Rla 16 et la Ser 108 respectivement par la Val 16 et la Thr
10B dans les cas des souches résistantes uniquement a 1la
cycloguanil (métabolite actif du proguanil};

- La Ser 108, 1'Asn 51 et la Cys 59 respectivement par 1'Asn 108,
1'Ile 51 et 1'Arg 59 dans le cas des souches résistantes a la
pyriméthamine avec une légére baisse de sensibilité pour la

proguanil;
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- La Ser 108, 1'Ile 164 et la Cys 59 respectivement par 1'Asn
108, la Leu 164 et 1'Arg 59 dans le cas de résistance croisée
significative aux antifolates(Petarson et co0l1l,1990; 1991).
N.B.: ALA = alanine; SER = sérine; VAL = valine; THR = threonine;

aspargine; Ile =Isoleucine; Cys = cysteine; Arg = argenine;

Asn

leucine.

Leau

3-3~3-2~ Génétique de la chloroguinordsistance.

La résistance & la chloroquine présgente 3 phenotypes qui sont
le phénotype chloroquinorésistant, 1'efflux rapide et MDR-
like(multidrug resistance-like)[ Wellems et co0ll,1990].

L'analyse comparative des chromosomes des souches résistantes

et des souches sensibles de P.falciparum a permis d'identifier les

locus des genes gouvernant les phénotypes précités. C'est ainsi
qu’'il a été trouvé que:

- Le géne de l'efflux rapide et du phénotype de
chloroquinorésistance se trouve dans un méme locus du chromosome 7
(Welleme et coll,1991);

- Le phénotype MDR possdde deux gédnes homologques chez

P.falciparum qui sont le Pfmdrl et le Pfmdr2 (Cowman et Karcz,

1991). Le Pfmdrl peut 8tre 1'objet d'une amplification génigque non
liée & la résistance, car cette amplification génigque peut aussi
s 'observar chez certaines clbnes sensiblesg. Il est localisé sur le
chromosome 5 qui est fortement agrandi dans la résistance(Foote et
coll,1989). Le Pfmdr2 qui ne connait pas d'amplification lors de la
rdgigtance, donc pas impliqué dans la résistance. IL se trouve

localisé sur le chromosome 14(Cowman et Karcz,1991).
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Les bases moléculaires de cette rédsistance restent encore mal

connues.

3~4- Techniques d'étude.
3-4~-1- Lee tests in vivo.

La technique in vivpo permet g2'évaluer la réponse du

P.falciparum aux antimalariques chez 1'homme.

3-4-1~1- Principes.

L'antimalarique & tester est administré per os chez des sujets
porteurs des formes asexudes endoérythrocytaires de P.falciparum
suivant un protocole thérapeutige choisi. Pour des raisons
d'éthique, les sujets doivent &tre asymptomatiques(Carme et
coll,1991). On suit par la sulte 1'évolution de la parasitémie dans
le temps.

3-4-1-2- Méthodee (Le Bras et Basco,1991).

A- Cas de la Chloroguine.

La commission technique de 1'OMS a défini des protocoles
standardisée qui sont:
a)- Epreuve prolongéds de 28 joursg: il faut d'abord s'assurer gque
les sujets & traiter n'ont pas pris des antimalariques dans les
jours précédant le tegt. On administre ensuite aux sujete porteurs
asymptomatigues 25 mg/kg de chlorogquine basae répartig en trois
jours & raison de de 10 mg/kg a J0 et J1, puis 5 mg/kg a J2. On
procéde toutes les 24 heures de Jl1 & J7 & une évaluation de la
parasitémie. Durant le restant des jours, le protocole consiste a
1'évaluation de la parasitémie par intervalle de 7 jours, donc A

J14, J21 et J328.
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L'impossgibilité de savoir, en zone de forte transmission, si

la réapparition de 1la parasitémie aprés J7 é&tait due & une
résistance ou 3 une rédinfestation a conduit & mettre en place le
tesat simplifié sur 7 jours.
b)- Epreuve pratigue simplifidée OMS ou dpreuve de 7 jours: Le
protocole est identique a celul de 7 premiers jours de 1'épreuve
précédente. L'aspect contraignant de cette évaluation de 1la
parasitémie de J1l a J7 a amené & la simplifier; d'offi dans la
pratigue on assiste plus souvent a 1'évaluation de la parasitémie
4 J3 et J7 (test simplifiéd).
c)- Epreuve OMS par une dose unigque de 5 mg/kg et 10 mg/kg: cette
épreuva n'est pas de pratigue couranta. Elle trouve sa necessité
dans 1l'un des cas suivants:

~ Dans le cas ofi 1'enguéte se déroule dans une zone de population
a dégré d'immunité trés dlevé et ol une dose unique de 5 ou 10
mg/kg de chloroquine peut entrainer une guérison;

-~ Dans le cas ot 1'enquéte effectude gsert de préliminaire & une
future enguéte utilisant le traitement de trois jours;

- Dans le cas ol i1 est impossible d'éffectuer le traitement de
trois jours.
d}~- L'épreuve OMS utilisant 35 mg/kg: cette épreuve est pratiquée
dans les zones de forte résistance. Le traitement nécessite une
prise de 35 mg/kg de chloroguine répartie: soit en 4 jours & raison
de 10 mg/kg/jour en une seule prise & JO, J1, J2 et 5 mg/kg/jour en
une seule prise J3. Soit en 5 jours & raison de 10 mg/kg/jour en

une seule prise a4 JO, J1l et 5 mg/kg/jour en une seule prisgse a J2,
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J3, J4.

Dans les deux éventualités, une édvaluation de la parasitédmie
est faite a J7.

B- Cas des autres antimalariques.

Pour des raisons d'ordre pratique, il n'existe pas de schémas
standard universellement adoptés pour 1l'évaluation in vivo des
autres antimalariques. En effet, 11 se pose des difficultés:

- Dans la détermination d'une dose thérapeutique fixe. C'est le
cas de la méfloquine et de 1'amodiaquine;
- Dans la détermination d'une durée de traitement.

Le probléme se posa par exemple pour 1'amodiaquine ol le
traitement dure 2 & 3 jours chez des sujets non imminisdés de
quelques zones d'Afrique sahelienne, tandis qu'il dure 7 jours dans
la zone forestiére en Amérique Latine avec une rare chance
d'observer une résistance de type Rl précoce.

- Dans la détermination de la péricde d'évaluation de 1la
pararitémie.

Le problame se pose surtout pour la méfloguine dont les
rechutes tardives peuvent &tre observées aprés le 28 ame jour qui
suit le début du traitement.

Ca phénoméne s'explique par la tr#és lente élimination de la
méfloquine. Néanmoins, des schémas de protocole approuvés par des
groupes d'experte sont actuellement utilisés dans les enquétes in
vivo. Ce sont pour:

a- amodiaquine:
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25 mg/kg répartis en trois jours 3 raison de 10 mg/kg/jour en
une prise les 2 premiers jours et 5 mg/kg/jour en une seule prise
lJe 3 &me jour ou 35 mg/kg répartis en 5 jours & raison de 10
mg/kg/jour en une seule prise les 2 premiers jours et 5 mg/kg/jour
les 3 derniers jours du traitement.

Le contrdle de la parasitémie sera fait & J7 par la technique
de la goutte épaisse.

b- quinine {présentée sous forme de Quinine-Résorcine-bichlorique
= Quinimax *)[Jambou et coll,1990].

L'administration se fait toutes les 8 heures & la dose de 8
mg/kg pendant 7 jours (3 jours pour le traitement court).

L'évaluation de la parasitémie est faite tous les jours, du
début du traitement au 7 éme jour et la dernidre au 14 ame jour.

¢c- Le Fansidar*{association sulfadoxine-~pyriméthamine)[Hengy et
coll,1990].

Le traitement se fait en prise unique a J0 a3 raison d'un
comprimé par 20 kg de poids corporel sans toutefois dépasser 3
comprimés., Le contr8le de la parasitémie sera faite & J7. Ce
protocole est dgalement applicable pour le Fansimef*.

3-4-1-3- Interprétation (Figure 7).

L'interprétation des résultats des tests in vivo permet de
déterminer le type de réponse que présente les sujets A 1'épreuve
de sensibilité. Un classement de reponse en 4 types a été défini en
1973 par 1'OMS. 1Ils sont symbolisés par S (sensible) et R

(résistant) dont R1l, R2 er R3.
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Réponse de type S: elle est marquée par la Qdisparition de la
paragitémie avant J7 sans recrudescence ultérieure.
Reponse de type Rl: elle est marqude par la disparition de 1la
parasitémie avant J7, avec une recrudescence pouvant apparaitre
soit:

- de J7 & J15 dans le cas d'une reponse de type Rl précoce;

- de J16 & JZ28 dans le cas d'une reponse de type R1 tardive.
Réponse de type R2: il n'y a pas de disparition compla2te de la
paraeitémie. Toutefois, une dimunition de la densité parasitaire
d’'au moins un quart & celle de JO est observée entre JO et J7.
Réponse de type R3: la parasitémie persiste A J7 avec une densité
parasitaire qui ne descend pas de plus de un quart par rapport a la
valeur de JO.

Remarques: l'interprétation en terme de S, R1, R2 et R3 a é&té

développée pogyP.falciparum et les amino 4 quinoleines & la dose de

25 mg/kg réparti@ sur 3 jours.

L'interprétation des résultats du test in vivo & 1l'échelle
individuelle peut &tre fausse car il n'existe toujours pas de
corrélations entre la persistance de la parasitémie et le phenomé&ne
de résistance ou l'échec thérapeutique. En affet, des facteurs
tels:

-~ le defaut d'absorption ou d'ingestion;

-~ la prémunition du sujet;

- la réinfection du sujet dans le délai de l'épreuve comme nous
l'avons déja signalé plus haut pouvant survenir dans les épreuves

prolongées, sont souvent des sources d'erreur pouvant faire croire
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34 un cas de résistance, d'oll la nécessité d’'exprimer des réserves
dans 1'interprétation des résultats 3 1'épreuve in vivo & 1'échelle
de 1l'individu. Par contre, a l'échelle d'une population bien que
les possibilités d'erreur soient toujours présentes, elles sont
faibles avec des taux inférieurs a 5 §%.
Si les possibilités les permettent, il est souhaitable de

couplaer les techniques in vivo et in vitro.

3-4-2~ Taechnique in vitro.
L'épreuve in vitro permet de gquantifier au laboratoire, la

baisse de sensibilité ou la résistance de P.falciparum aux

antimalariques. Qutre cette utilisation (antipaludogramme), le test
in vitro peut Btre également utilisé dans l1'étude de 1l'activité des
nouveaux antimalariques.

3-4-2-1~- Principe.

I1 répose sur l'association de deux faits, a savoir:

1)- La capacité des schizontocides 3 inhiber la maturation des
jeunes parasites intradrythrocytaires (trophozoites) en formes
adultes du parasite(schizontes) par le blocage de 1la divison
nucléaire;

2)~ La capacité de formation spontanée des schizontes hors de
l'organisme A partir des trophozoites aprés une période
d’'incubation sous des conditions environnementales bien précises.
Cette observation fut faite pour la premidre fois par Bass (1912
dont Trager et Jensen,1976); cette association a conduit A la mise
au point du test in vitro dont le principe consiste A éffectuer des

cultures de trophozoites en presence d'une ou de séries de
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concentrations croissantes des produits (drogues} & tester, puis a
procéder, apr2s une période d'incubation, 3 une appréciation de
1'inhibition de la maturation. Celle-ci peut &tre faite soit par
numération différentielle des trophozoites et des schizontes, soit
par mesure de l'incorporation d'un précurseur des acides nucléides
du parasite qui est 1'Hypoxanthine tritié.

Las résultats sont exprimés en Ci 50 et en C1 90, c'egt & dire
en concentration inhibant 50% et 90 § de la maturation du parasite
par rapport aux cultures témoins exprimées en nanomoles {nm},

3-4-2-2- Méthodes.

Quatre méthodes sont actuellement disponibles pour réaliser
une dépreuve in vitro, 4 savoir:

- le macrotest de Rieckmann mis au point en 1968 (OMS,1979);

- le microtest de Rieckmann mis au point en 1978 (Rieckmann et
coll,1978);

- le test isotopique Desjardins mis au point 1978 (Desjardins
et coll,1979};

- le semi microtest de Le Bras mis au point en 1980 (Le Bras
et cocll,1984).

Ces méthodes différent les unes des autres par:

- Les voclumes des milieux de culture dont les valeurs extrémes
sont 5 ml/cupule, c'est le cas dans le microtest, et 1 ml/cupule,
c'eat le cas dans le macrotest avec des valeurs intermédiaires de
0,2 ml/cupule pour le test et 0,7 pour le semi test;

- Le type d'interprétation ou lecture: il peut se faire par

numération microscopique des schizontee, c'est le cas du macrotest
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sur frottis mince (schizonte/100 hématies) et du microtest sur
goutte épaisse (schizonte/500 leucocytes). Il peut également se
faire par comptage cytométrique automatique grdce a 1'incorporation
de 1'hypoxanthine tritiée applicable pour les semi microtest et
test isotopique;
- Le temps et l'atmospha&re nécessaires a l1l'incubation: ils sont
respectivement de:

~ 24 heures en milieu ambiant pour le macrotest;

- 26 heures dans une jarre & bougie pour le microtest;

- 48 heures dans une jarre a bougie pour le test isotopique
ainsi gue le semi microtest;

- L'hematocrite de la suspension d'hématie dont les valeurs de
50 §&§ pour le macrotest, 5 % pour le micro test et le test
isotopique et enfin de 2,5 % pour le semi microtest;

~- La type de prélevement veineux ou capillaire;

- Le mode d'expression des résultats qui peut &tre la CI 50, CI
30 ou la CMI.

3-4-2-~3- Limite du test in vitro (Le Bras et Basco,19%1 /Le bras et

Ringwald, 1989)}.
- L'interprétation microscopique des souches mises en culture in
vitro est lente et fastidieuse, par contre une interprétation
isptopique et standardisée est possible, mais nécessite un matériel

coteux;

~ Les difficultés dans 1'évaluation de la CMI fait que dans la
majorité des cas 1l'on se contente des valeurs approximatives comme

la CI50, CIS0 et CI9%%;



56

- Une densité parasitaire convenable est nécessaire pour la
réalisation du test in vitro, elle doit supérieure a 2000
parasites/ul sans toutefois étre axcessive;

- La congervation des échantillons se fait a 2 - 8 Uc pendant 5-7
jours. Les d4chantillons conservés a la température ambiante ou dans
ltazote liguide & - 196 % ou encore au déla de 7 jours a 2,2 e est
sujet a une altération partielle au totale des parasites;

- Pour les tests utilisante le sang total, la apresence de
leucocytes et d'anticorps pose le risque de voir s'ajouter l'effet
schizonticide de ceux-ci 3 celui du médicament étudié in vitro;

~ Enfin, le comportement d'une souche de parasite in vitro ne
reflate probablement gque partiellement son comportement réel dans

l'organisme humain.
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CHAPITRE 1IV: LE PALUDISME AU CONGO



4-1- Le Congo, Géographie et Administration.

4-1-1- Apercgu de la géographie du Congo.

Le Congo est situé au coeur de 1l'Afrigque centrale plus exactement
dans la partie ouest de 1'Afrique équatoriale. Son territoire, &
cheval sur les deux hémigphéres (figure 8), s'étend de part et
d'autre de 1'Equateur sur 342.000 km2.
Le Congo a pour frontiéres:

- au Nord, 1la Républigque du Cameroun et la République
Centrafricaine;

-~ & 1'Est, le fleuve Congo et son affluent 1'Oubangui le séparant
de la République du Zaire;

- au Sud, la République du Zaire, 1la République d'Angola
(l'enclave de Cabinda);

- au Sud-ouest, 1l'Ocdan Atlantique;

- & 1'0Ouest, la Républigque Gabonaise.

Les 3/5 de la superficie du Congc sont recouverts par une
forét dense de type équatceriale et presgque tout le reste par des
formations herbeuses parsemées d'arbustes de la savane.

Situé dans la zone équatoriale, le Congo présente un climat
chaud et humide. La température moyenne est de 25 degrés celsius.

On distingue 3 types de climat:

- le climat égquatorial dans le Nord du pays (région de la Likouala
et de la Sangha);
- le climat tropical humide dans le Sud-ouest du pays (une partie

de la région du Pool, la Bouenza, le Niari, la Lakoumou et une

partie des Plateaux);
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- la climat Sub-équatorial dans le centre du pays (région de la

Cuvette, une partie des Plateaux et une partie du Pool).

4-1-2~ Administration.

4-1-2-1- Organisation adminietrative (Figure 9).

Le Congo comprend 9 régions qui sont subdivisdes en 47
districts auxquels sont rattachés 29 postes de contrdle
administratifs (P.C.A.). En outre, il y a 4 communes urbaines
disposant de 1l'autonomie administrative. Brazzaville la capitale

constitue une région autonone.

4~-1-2-2~ Organisation sanitaire.

Elle correspond A l'organisation administrative du pays. On
distingue 3 niveaux {(selon le Plan National de Développement
Sanitaire, P.N.D.S.) & savoir:

- le niveau central constitué par le Département ministériel;

~ la niveau régional ou intermédiaire constitué par les Directions
régionales de la Sants§;

- le niveau périphérique ou 1local constitué par des
circonscriptions socio-sanitaires (C.S.S.).

Le Conge compte au total 10 régions sanitaires dont les
activités sont le ressort de chacune de 9 régions administratives

du pays et de la commune autonome de Brazzaville.
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4-2- Situation épidémioclogique du paludisme au Congo.

4-2-1- Les espéces plasmodiales (Carnevale 1972, Massiala 1992).

Trois espéces plasmodiales sont responsables du paludisme au
Congo. Il s'agit de:

- Plasmodium falciparum;

- Plasmodium malarlae;

- Plasmodium ovale.

L'absence de Plasmodium vivax est imputé a 1'absence Q&u

caractare Duffy de la race noire.

Les infections obsarvées au Congo sont en grande partie dues
a2 une seuls espéce plasmocdiale. Les infections mixtes sont peu
fréguentes et, 1les plus rencontrées sont les assgociations

Plasmodium falciparum-Plasmodium ovale, et Plasmodium falciparum-

Flasmodium malariae.

Les études effectuées par Carnevale & Djoumouna, village situé
A4 environ 20 kilométres de Brazzaville, appartenant A4 une Zzone
raputée &tre de forte transmission palustre au Congo, ont permis
d'établir sur deux groupes d'enfants, 1l'un constitué d'enfants
d'3ge pré-scolaire et 1l'autre constitué d'enfants &d'age scolaire,

la formule parasitaire inscrite dans lea tableau II ci-aprés.
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Enfants d'dge pré-scolaire Enfants d'dge scolaire
Egpéces plasmodiales
Effectif Frequence en % Effectif !Frequence($%)
P, falciparum 284 89,6 871 90,1
P. ovale 21 6.6 75 7,8
P. malariae 12 3,8 20 2,1
Total 317 100 966 100

Tableau Il: Formule parasitaire d'enfants d'Age scolaire et d4'8ge
non scolaire a Djoumouna.

Source: Carnevale, Document non publié de la DMP(Direction de la
Médecine Préventive.)

Les résultats du tableau 1l sont proches de ceux obtenus lors
de 1l'enquéte de 1990 effectuéde par 11l'éguipe de Carme et

collaborateurs & Brazzaville et Owando (tableau I1I ci-dessous).

Espéces plasmodiales Effectif Frequence en %
P. falciparum 321 83,1
P. malariae 20 5,2
P.ovale 30 7,8
P.falciparum+malariae 6 1,6
P.falciparum + ovale g 2.3
Total 386 100

Tableau III: Fréguence des egpéces plasmodiales et de leur
association enregistrée pendant 1l'enquéte de 1990 A
Brazzaville et Owando.

Source: Carme, 1990 (Etudes de Erazzaville et d'Owando) dans
Massiala 1992.
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I1 découle de ces dtudes que Plasmodium falciparum est de loin

l'espéce la plus repandue au Congo est la principale espéce
pathogéne & 1l'origine du paludisme, suivi dane la majeure partie du

pavys de Plasmodium ovale exceptd dans le Mayombe(for&t) ou

Plasmodium malariae est rencontré en plus grande fréquence {Richard

et coll, 1988).

4-2-2- Les Vecteurs (Carnevale,1979; Massiala,1992; Miakassissa; 34

Trape et ZOulani)ﬁg-?)

De nombreuses ©&tudes entomologiques effectudes au Congo,
notamment cellee de Trapea, Fiasson, Lacan et Carnevale, rapportées
par Carnevale, ont permis la connaissance de la faune anophelienne
du pays telle qu'elle est indiquée au tableau IV. les mémes dtudes
ont également permis de connaitre la répartition gdographique de
différentes espéces.

Par contre la documentation existante n'a pas permis de
connaitre la proportion exacte de chaque espéce dans 1'ensemble du
pays. Seules les é&tudes de Carnevale {1979 -1980) ont donnéd une
indication sur le pourcentage de chacune des espé&ces existant dans
la zone d'étude de Djoumouna. Ces pourcentages sont indiqués dans

la derniére colonne du tableau IV.



62

Espéces ano-
pheliennes

Biotopes

Répartition géographi-
que /Auteur

% espéces A&
Djoumouna

Anogh:ia

F

Mosaique for@t-savane ar-
bustive principalement
proche des gites larvaires
ensoleillées,procha de pe-
tites riviéres en décrues
et dans les zones d'élava-

ge

Vecteur majeur se re-
trouve sur toute 1l'éten-
due du pays avec domi-
nance dans les centres
urbains. Il a été signa-
1é par plusieurs auteurs
tels que Trapes,Carneva-
le

89,6

ophele
uchet

:

Prads des eaux apparament
immobiles et lentes notam-
ment le long de grandes
riviéres ou des fleuves

Tout le long du fleuve
Congo et de son affluent
1'Cubangui et d'autres,
des riviéres

ophele
unestus

:

Méme biotope que Ancophale
gambiae avec la particula-
rité d'étre rare en zone
de forét et fréquent en
zone de savane arbustiva.

Anophele

I

Préas des riviéres, dans la
forét-galerie peu épaisse

Il a été signalé dans lea
Nord Congo en 1966 par
Hamonet et Coz a Okoyo
et Sembé et dans la sud
ouest du Congo par Bi-
tgindou, Lacan et Tauf-
flieb(localités Pointe-
Noire, Mvouti, Sibiti,
Kibangou, Brazzaville,
Madingo-Kayes, Divenieé,
Boko, Nsitu,Mouyondzi,
Mayama, Kibossi, Linzolo

trés faible

0,3

Anophele
Eaiuais

Zone de forét

Il a été signalé dans la
région de la Sangha par

J. Adam(localités de Bo-
lozo,Elogo,Fort Soufflay
Paris et Kelembelé)

tras faible
0,5

Ancphele
hancocki

tras faible
0,35

ableau IV: Présentation des espéces anopheliennes au Congoc et & Djoumouna.
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4-3- 8ituation de la chimiosensibilité de Plasmodium falciparum

au Congo.

4-3-1- Apparition de la baigse de la chimiosensibilité.

On estime que c'est de 1985 que date l'apparition de la baisse de

la chimicoseneibilité de P.falciparum aux antimalariques au Congo.

En effet, durant le premier trimestre de cette annéde, il fut
identifié in wvitro, en France, le premier cas de résistance en
provenance du Congo (Le Bras et ¢o0ll,1985). Ceci a motivé par la
suite, la réalisation d'une série d'enquétes médnées sur le terrain
dans le but de confirmer et d’'évaluer cette balsse de sensibilité.

4-3~-2- Evaluation de la baisse de la chimiosensibilité (Carme et

coll,1985).
D'avril 1985, date des premiéres enquédtes sur la baisse de

chimiosensibilité de P.falciparum aux antimalariques jusqu'en

février 1993, date de la présente é&tude, il a &té effectué dans 9
localités du pays (figure 10) et principalement & Brazzaville, un
total de 11 enquétes. Ces dtudes ont concernéd les enfants congolais
et étrangers, 8gés de 3 mois & 15 ans, au niveau des centres de
santé infantile et maternelle, dea écoles et des centres
hospitaliers. Elles ont portd sur 1'étude de 4 produits couramment
utilisés, a savoir:

- la chloroquine (Carme et coll,1986);

- l'amodiagquine (Carme et co0ll, 1987);

- la quinine {(Carme et co0ll,1991d);

- 1'association sulfadoxine-pyriméthamine{Carme et ¢coll,1991c).
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Et plus récemment sur la méfloquine et l'halofantrine(Carme et
coll, 1993).

Les enquétes mentionnées ci-dessus ont utilisé les techniques
in vivo (tableau V) ou in vitro (tableau VI). Deux ont utilisé les
2 techniques, il s'agit des engu@tes portant les numéros 4a et 5a
du tableau V ci dessus. Les résultats obtenus lors des précédentes
enquétes ont permis d'établir:

- pour les amino-4-quinoléines (amodiaquine et chloroquine): que
la baisse de la chimiosensibilité est apparue A des taux d'emblée
élevés avec une répartition hétérogéne sur 1l'détendue du pays o
l'on observe une forte implantation de ce phénoméne au sein de la
population locale & Brazzaville et au sud du pays, tout au moins
pour la chloroquine (30-60 %). Cette implantation est moins
importante dans la partie nord du pays du fait de 1l'enclavement et
du faible peuplement avec un taux moyen estimé a 28,5 % pour la
chloroquine(Carme et coll. 1991). On a observé une stabilisation du
phencméne de resistance en ce gqui concerne les amino 4 quinoléines
avec une diminution pouvant &tre envisagée tout au moins pour
l'amodiaquine a Bragzzaville(Carme et coll,1991b).

- pour la guinine: une apparition plus tardive de la baisse de
chimiosengibilité avec des taux de résistance relativement moins
élévés que les amino-4-gquinoléines.

- pour les amino-aryl-alcooly (méfloguine et halofantrine): une
apparition plus récente de la baisse de chimiosensibilité par
rapport aux autres groupes de schizonticides ayant fait 1'objet

d'études dans les différentes enquétes. Toutefois, les taux de
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régistance restent faibles.

Enquéte Date Localité Produits Posologie| % de
en mg/kg |resistance|Sources/Auteurs
1 Avril 1985 Linzolo CQ 10 20 Carme
Octobre - Brazzaville CQ 10 59,1
Novembre Chaillu cQ 10 57,1
1985 Mayombe cQ 10 74,1
Brazzaville cQ 25 40 Carme
2 Chaillu cQ 25 29
Likouala cQ 10 et 25 |1 seul cas
Mayombe CcQ 25 28,8
3a Dac. 1985 Brazzaville AQ 25 26,3 Carme
premier se~|Pointe- AQ 25 2/11
4a mestre 1986 |Noire cQ 25 4/13 Simon
Novembre Brazzaville AQ 25 21,2
5 1986 Brazzaville CQ 25 38,7 Carme
Avril-Mai P/Noire cQ 25 50
7 1988 Niari CQ 25 55,3 Carme
Nov 1988 Brazzaville SP S = 25
8 Mars 1989 P=1,25 5 Carme
10 10/Mai/1989% | Plateaux cQ 25 29 Carme
'ableau V: Bilan des dtudes de la bailsse de chimiosensibilitéd in viveo &

'.falciparum mendes au Congo.
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Enquéte Date Localité |[Produite|Posclogie; % de
en mg/kg |resistance|Auteurs(Année)
Brazzaville cQ 22 &9
4b 1985 Brazzaville AQ 22 18,2 Le Bras
{1985)
Brazzaville Q 22 0
cQ 44 82
Pointa-~ AQ 44 29 Simon
5b 1986 Noire 1987
44 3
24 0
CcQ 50 60
Brazzaville Q 54 0
MQ 55 0
cQ 65 48,3
7b 1987 Brandicourt
Mayombe Q 66 4,5 {1991)
MQ 16 0
cQ 47 28
Owando
Q 44 2,3
CQ 63 41,3
Q 74 12,2
Brazzaville
MQ 64 9,4
H 67 4,7
11 1990 Carme
cQ 39 20,5 {1991b)
Q a6 2,8
Qwando
MQ 45 0
4 41 0
lrableau VI: Bilan das dtudes de chimiosensibilité in vitro de P.falciparum

menées au Congo.
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CHAPITRE V: L'ENQUETE



L'enquéte s'est dérouléedu 3 au 15 février 1993.

5=-1- Organisation.

5-1-1- Parsonnel.

Le personnel était constitué de 5 participants permanents et
de 10 participants intervenant par roulement en fonction des
disponibilités. Au total 15 personnea ont participé a 1la
réalisation de cette enquéte. La composition de 1'édquipe était la
suivante:

* 3 Médecins, dont:

- 1 Médecin parasitologue, Chef de service au Laboratoire de
Parasitologie et de Mycologie au Centre Hospitalier Universitaire
de Brazrzaville(CHUB) et Responsable des enseignements de
parasitologie & 1'Institut Supérieur des Scilences de Ila
Santd(INSSSA) assurant la supervision de 1'enquéte;

- 1 Médecin parasitologue Adjoint au Chef de service au Laboratoire
de Parasitologie et de Mycologie au CHUB et Enseignant de
parasitologie a 1'INSSSA;

- 1 Médecin responsable du Programme National de Lutte contre le
Paludisme au Congo(PNLP};

* 1 Pharmacien bioclogiste, asesistant au Service de Parasitologie
du Centre Hospitalier Universitaire rdgional de la ville d'Amiens

en France;

* 1 Biologiste, chercheur au Centre d'Etudes et des Recherches
Végétales(CERVE) de Brazzaville rasponsable de la pratigua de test

in vitro de Plasmodium falciparum;

* 1 Btudiant en Pharmacie & 1'Ecole Nationale da Médecine et de

Pharmacie de Bamako au Mali dont la présente étude constitue le
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sujet de la thése;
% @ Techniciens de Labeoratoire répartis comme suit:
- 7 appartenant au Laboratoire de Parasitologie et de Mycologie
du CHUB;
- 1 appartenant au Laboratoire de Parasitologie de 1'INSSSA;

~ 1 appartenant au PNLP.

5-1-2- Equipement.

L'équipe a béneficié pour la réalisation de 1'gnqué&te de:

- 1 véhicule mis & sa disposition par le Service des Grandes
Endémies, Direction de la Mé&decine Préventive;

- 1 salle de classe, mobilier nécessaires et listes des dlaves
fournie par la Direction da 1'Ecole primaire Ngaliema;

- petit matédriel et réactifs financés par le Service Culturel
de la Mission Francaise de Coopération et d'Action Culturelle &
Brazzaville et le service du Professeur Gentilini & Paris;

- 1 groupe électrogéne, 3 microscopes;

- 1 salle climatigsde au sein du Service de Parasitologie et de
Mycologie du CHUB disposant de toutes les structures nécessaires
pour la culture de parasites, mise en place en 1988 par le
Profasseur Carme. Catte salle renferme une hotte & flux laminaire,
une centrifugeuse, deux microgcopes optiques, un incubateur, un

congelateur 20 ddgrés et un dispositif de distillation d'eau.
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5-2- Réalisation.

h-2~1 Lieu de 1'endguéte.

Brazzaville (Figure XI) est situé le long du fleuve Congo en
face de la ville de Kinshasa capitale de la République du Zaire.
Brazzaville a une population estimée entre 600.000 et 700.000
habitants. Elle ast administrativement divisée en 7 arrondissements
qui sont:
Arrondissement I Makelekelé;
Arrondissement II Bacongo;
Arrondissement III Poto~Poto;
Arrcndissement IV Moungali;
Arrondissement V Cuenzé
Arrondissemant VI Talangai
Arrondissement VII Mfilou.
L'enquéte a lieu dans 1'arrondissement VII Mfilou, précisement
dans le quartier Massgina (Figure XI) & 1'Ecole primaire Ngaliéma.
Le choix de ce lieu a &té motivéd par le fait que cette zone
s80it connue comme étant 1l'une des plus impaludées de Brazzaville
(Trapes 1987). L'école a par ailleurs déji servi de lieu d'enquéte

en 1990.
B~2~2~ Population étudiée.

La population é&tudide é&tait essentiellement composée des
enfants inscrits en classe de cours prédparatoire lére annde(CP 1).

Six classes de 90 A4 110 éldves chacune ont &té étudides.



LIEU D'ENQUETE

-—
ARRCHDISSLIENT 7 (MFILOU)
Quartier Massina
Seole Primaire NGALIEKA

e

Fictre 71, Carte d'Tntensité de transmissicon du paiudisme a
rr:ville ( Source: TRAPE ET ZCOULANT. 1327.
"eztion A lieu d'ercuédte de févier 1993.
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5-2-3- Méthodologie.

a) Quelgques jours avant le début de 1l'enquéte, une prise de contact
avec le Directeur de 1l'école et les enselgnants chargés d'encadrer
les 8ix classes a été effectué afin de les informer des objectifs
et de la méthodologie de cette étude.
b) Durant 1'enquéte, chaque matin & notre arrivée, un dispositif de
travail était mis en place; les tdches &tant réparties par poste.
Au total 5 postes étaient mis en place:

- Poste I: appel;

- Poste II: Réalisation des frottis sanguins;

- Poste III: ccloration des frottis sanguins;

- Poste IV: lecture;

- Poste V: traitement.

Poste I, appel: c'est avec les listes alphabétigques des élévees de
chacune des classes consultées qu‘est fait 1l'appel. Afin de bien
las identifier, les élaves présents a 1'appel sont identifiés, un
nuuéro inscrit sur un morceau de sparadrap placé sur le revers de
leur main. Ce méme numéro est porté devant le nom de 1'éléve sur la

liste et sur las frottis.

Pogte 1I, réalisation des frottis sanguins: les éléves sont

prélevés & 1la pulpe du doigt. Un frotitis est confectionné
L‘I

conformément & la technique décrite am gﬂﬁé@%pe I. Pour accédlerer

le séchage das frottis, on utilise un séche cheveux.
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Poste 1III, coloration des frottis sanguins: las frottis

confectionnés sont colorés au Giemsa rapide(RAL 555 Rhdne

Poulenc*),

Technique de coloration au RAL 555

Le coffret de RAL renferme 3 solutions:
La solution I constitué par le méthanol pur qui eat le fixa-
teur. Le frottis y est plongé pendant une minute, puis est '
retiré et seché.
La soloution Il qui est 1'édosine. Le frottis fixéd est trempé
3 fois de suite en une seconde dans cette solution, puis est |
rincé & l1l'eau du robinet et égoutté sur du papier.
La glution III qui est le bleu de méthyléne. Apréas les étapes
précédentes, le frottis est trempd 5 fois successivement dans
cette solution, puis rincé & 1l'eau courante, dggoutté et sechd

au séache cheveux.
J

Poste IV, lecture: les lames colorées sont immédiatemnt lues sur le
terrain. Cette lecture d'évaluation de la parasitémie est au départ
faite sur 20 champs {ddtermination des parasitémies compatibles
avec une mise en culture) pour se poursuivre au déla sur 50 champs

gl la parasitémie est trés faible ou nulle apras 20 champs.
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Dé&termination de la parasitémie

En moyenne, il est estimé & 200 le nombre d'hématies con-
tenu dans un champg optigue soit 4000 hématies pour 20 champs

et 10.000 hématies pour 50 champs,

La proportion d'hématies parasitées par le nombre de champs
observés, plus précisement par le nombre d'hématies contenu
dans les champs observés constitue la paragitémie dont les ré

sultats sont exprimés en %.

Exemple; Pour 20 champs si 4 hématies sont parasitées:

4000 hématies(20 champs) 100 %

4 hématies------ X =4x 100 =0,1 §
3000

Pour 50 champs si on observe 10 Hématies pargitées:
10.000 hématies(50 champs) 100 %

10 hématies----X = 10 x 100 = 0,1 &
10.000

»

Conduite pratigue aprés lecture:
Les enfants qui présentent un frottis:
* négatif, sont immédiatement 1libérés;

* poaitif, sont dirigés vers le poste V.

Poste V, traitement: avant la prise du traitement & la chloroquine
qui est fait sous le contrSle d'un enquéteur en charge des
traitements, une prise de température au niveau de la bouche et une
pesée sur bascule éléctrique sont réaliséee pour chague élave a
traiter.

Les poids obtenus permettent d'dlaborer une posologie précise
pour chacun d'entre eux sur 3 jours.
* Les positifs avec présence de formes asexuées autre que le

Plasmodium falciparum ainsi que leurs associations avec ce dernier
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bénéficient du traitement 3 la chloroguine.

* Les positifg avec présence des formes asexuédes de P, falciparum

sont traités &4 la chloroquine avec en plus pour les parasitdmies
supérieures ou égales & 0,2 § ¢
- une analyse des urines au Dill et Glasgow pour vérifier de

l'absence de prise @'antipaludden dans les 15 jours précédents.

Technique du Dill et Glasgow

Recueillir dans un tube propre 2 ml d'urine, puis
ajouter 5 gouttes du réactif du Dill et Glasgow.

En présence des métabolites des antipaludéens dans
leg urines, on observe un virage au rose.

En absence des métabolites des antipaludéens dans
les urines, il n'existe pas de virage.

- un prélevement du sang veineux sous vide dans les tubes
heparinés constituant des isclats destinés au test in vitro.
Celul ¢i est fait suivant la technique du microtest igotopique

das le retour au laboratoire, en fin de matinéde.

¢} A J7, un contrbdle de la parasitémie sur frottis mince est fait
comme a JO.

Les €l&ves dont les frottis sont négatifs sont libérés tandis
que ceux dont les frottis sont positifs subissent un prélevement du
sang velneux s8i la parasitémie est supérieure ou égale a 0,2 § et
sont par la suite traités avec 1l'association sulfadoxine-

pyriméthamine(Fansidar*) en prise unique.
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Les frottis ndgatifs sont tous rélus au laboratoire sur 200

champs microscopiques afin de rechercher une éventuelle parasitémie

a J7.

d) Réalisation des tests in vitro.

La présente engudte a utilisé pour le test in vitro, la

méthode du microtest Desjardins modifié (Pitié Salpetridre). Les

détails de ctte technique se trouvent en annexe II.

5-3- Résultats.

5-3-1- Population visitée.

L'effactif des élaves visités lors de notre enquéte est 541.

le tableau VII présente la répartition de cette population par age

et par sexe.

Age
Sexa Total
6 7 8 9 10
Feminin 114 109 39 3 1 266 (49.2 %)
Masculin 126 98 46 5 o] 275 (50,8 %)
Total 240 207 85 8 1 541 (100 %)

Tableau VII: Répartition par 8ge et par sexe de la

population visitée.
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5-3-2- Résultats parasitologiques.

La recherche du parasite dang le sang des enfants visgités a
permis de dégager dans un premier temps des informations sur les
frégquences de différentes espices plasmodiales dans la population
visitéa (Tableau VIII), ainsi que celles aux différentes

parasitémies dang les infections 3 P. falciparum (tableau IX). Dans

un deuxiéme temps, la répartition par 8ge des cas positifs et
négatifs (tableau X), et la répartition par 8ge des enfants

infectés par P. falciparum suivant les parasitémies faibles et

fortes (tableau XI} ont pu &tre é&tudiédes.

Espéces et assoclations
plasmodiales Effectifs Fréquence en %
Plasmodium falciparum 187 90,33
P. ovale 16 7,73
P, malariae 2 0,97
P, falciparum+P.ovale 2 0,97
Total 207 100

Tableau VIII: Frédgquence des espéces et associations plasmodiales
enregistrées lors de l'enquéte
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Nombre de parasites/mm@f Effectifs fFréquence en %F
400 49 26,2
800 30 16,04

1200 23 12,29
1600 20 10,69
2000 9 4,81
2400 7 3,74
2800 3 1,60
3200 1 0,53
4000 7 3,74
5000 3 1,60
6000 1 0,53
8000 8 4,27
10000 2 1,07
12000 5 2,67
16000 2 1,07
20000 4 2,14
40000 10 5,34
80000 3 1,60

Tableau IX: Frégquence des différentes parasitémies a
P, falciparum observées lors de l'enquéte.
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Age
Statut Total
6 7 8 9 10
Positif 72 85 29 1 Q 187(34,62 %)
Négatif 168 122 56 7 1 354(65,38 %)
Total 240 207 85 8 1 541 {100 %)

Tableau X: Répartition par dge de la population
vigitée selon le portage du Plasmodium,

x? comparant les 3 classes d'age 6, 7 et 8 ans = 6,03 = non
significatif,.

bl

Age
Parasitémie Total
6 7 B 9 10
< 8000 52 75 25 1 0 153
>/ 8000 20 10 4 0 o 34
Total 72 85 29 1 0 187

Tableau XI: Répartition des élaves infectés par P. falciparum en
faible et en forte parasitémie par age lors de
1'enquéte.

x? comparant lee 3 classes d'8ge 6, 7 et 8 ans = 7,06 = non
significatif. s

Remargue: la parasitémie de 8000 parasites/mm3,déterminée comme
seuil pyrogéne pour cette classe d'8ge par Richard et coll.(1988),
egst choisie arbitrairement pour dégager la notion de "faible" et

"forte" parasitémie.
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5-3-3- Résultats cliniques.

Nous nous sommes interessée a la répartition de la parasit

en fonction dz la température présentés par les éléves au noment Jdo

'D\
P
T
9

ia prise de sang {tableau XII). Lz sgeuil de fébrilita

=, ~ T 1 s )
arbitrairement 2 37,53 compte tenu du fait que le¢s ten

rélevées 5'étageaint de 36,1 & 39,1 e,

Température en degreg C.
Parasitémnie Total
< 37,5 >/ 37,5
< 8000 127 25 152
>/ BOOG 21 13 34 |
1
Total 148 38 186 |

: Répartition v des enfants
ar P. falciparum suivant l'éatat de fizvre
sitémie présantde.

Tableau XII
infectés p
a

et la par

.

X! = 7,93, Significatif o .y

5-3-4- Bésultats du test In vivo.

A J0, 207 enfants tcocus porteurs de parasites cnt ete syt
tigquement mis sous traitement a la chloroquine (25 mg/xrg).
A J1 et J2, nous avons respectivemsnt note par Iour  ans

présence de 150 et 110 enfants vanus pour poursuivre 1o Lyrailtsmeni.

A J7, djour de contrdle, seuls %1 enfants ont &ts prisantc,

soit 29,46 % de 1'effactif des enfants mis sous traitement & Jo, =2

contrdle fait sur frottis minge, avec lochture 2 200 g¢havns



79
microscopiques a permis d'identifier 13 enfants présentant ancore
une parasitémie positive & J7, soit 21,3 § de 1l'effectif contrdlé

réparti comme suit en fonction de la parasitémie (tableau XIII).

Nombre de parasites/um@fﬁffectif enfants parasités f
100 6
200 2
300 1
400 1
600 1
4000 1
8000 1

Tableau XIII: Répartition des différentes parasitémies
observées a J7.
Il convient d'indiquer que pour 11 de ces enfants, la
parasitémie a4 J7 a é&té inférieure A& calle de JO. Quant aux 2
restants, il nous est impossible d’'apporter des observations car il

s8'agit des asscciations P. ovale - P, falciparum pour lesquels nous

n'avons pas calculé la parasitémie & JO.

5-3-5~ Résultats du test in vitro.

Les cultures ont en majorité &té réalisdes avec le sang des
sujets asymptomatigques présentant une parasitémie supérieure ocu
égale & 0,1 %, soit 4000 parasites/mm3. Exceptionnnellement, il a

4té inclu 3 souches non conformes aux critéres ci-dessus. Ces

souches gse rdépartissent comma guit:
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- une souche ayant présentée une parasitémie de 3200 parasites/mm3
soit 0,08 &;
~ deux souches igsues d'enfants fébriles n'appartenant pas &

l'école venus se faire consulter par 1l'édquipe. Cas deux sujets ont

6té aprés examen parasitologique trouvés porteurs de P. falciparum
avec des parasitémies compatibles & la mise en culture.

C'est ainsi qu'ad J0 un total de 47 souches ont été prélévdes.

Une des souches ayant coagqulée lors du transport au laboratoi-
re, la mise en culture n'a pu &tre faite gque pour 46 souches.

Il a été observé tel que l'indique le tableau XIV que:
~ 12 souches ont présentd dee problémes de culture sur une ou
plusieurs des drogues testdas.

Une relation avec la parasitémie de départ est trouvé lors de

l'analyse de ce tableau (xz de Yates = 1,14).

Parasitémie de départ
Total
Pags de problaéme de culture 7 27 34
Probléme de culture 5 7 12
Total 12 34 46

Tableau XIV: Rdpartlition des souchaes ayant et n'ayant pas posd des
problémes de culture en fonction de leur parasitémie
de départ.

Pour les souches qui n'ont pas eu des problames de culture, le

tableau XV ci-aprés donne pour chaque drogue testée les résultats

obtenus.
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Drogues Nombre de|CI50 moyen|Ecart type|Valeurs extré&mes

testdées souches ne{nmol/l)| {nmole/l) |[des CIS0(nmole/l
chlorogquine 34 153,96 113,686 B,9 - 431,4
quinine 34 202,43 152,47 48,777 - 786,111
méfloquine 34 5,3 4,564 0,221 - 23,269
halofantrine 35 0,89 0,57 0,197 - 2,517
Tableau XV: Résultats par drogue testée des isolats de

P. falciparum mis en culture in vitro.
Afin de permettre une distribution des isolats de P.

falciparum selon leur degré de sensibilité, on se refére pour

chaque drogue aux valeurs "seuil" de CI50 dites valeurs critiques.

Tous les isolats possédant une C150 supérieure ou égale a ces
valeurs sont considérés comme résistants. Les chiffres 100, 350, 30
et 5, tous exprimés en nmole/l sont respectivement les valeurs de
seuil critique de la chloroquine, de la qguinine, de la méfloquine

et de 1'halofantrine. Conformément a ces valeurs nous avons procédé

4 la distribution pour chague drogue des isolats de P. falciparum

selon leur degré de sensibilité comme indiqué dans les tableaux
ci~ apras.
Sensible |RésistantjTotal
Effaectif 13 21 34
3 38,2 61,8 100

Tableau XVIa: Distribution des isolats selon le degré de
sengibilité & la chlorogquine au seuill critique
de 100 nmole/l.
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Sensible |Résistant|Total
Effectif 29 5 34
3 85,3 14,7 100

Tableau XVIb: Distribution des isolats selon le degré da
sensibilité & la quinine au seuil critigque

de 350 nmole/l.

Sansible |[Réasistant|Total
Effectif 34 0 34
$ 100 0 100

Tableau XVIc: Distribution des isolats selon le degré de
sensibilité A la méfloquine au seuil critique

de 30 nmole/l.

Sensibla |Résistant |Total
Effectif 35 0 35
> 100 0 160

Tableau XVId: Distribution des isolats selon le degré de
sensibilité a4 1'halofantrine au seuil critique
de 5 nmole/l.

Quatre résistances croisées chlorogquine-quinine ont par

ailleurs étéd observdées.

5-3-6- Régsultats comparés des souches ayant fait & la fois l'objet

des test in vivo et in vitro.

Des61 enfants testés in vive swr & jeums, 12 avaient présenté

A JO, une parasitémie compatible & la culture. De ces 12 tests in
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vitro réalisés, seuls 6 ont été interprétables et ont donné les
résultats suivants:

- une souche sensible & la fois in vitro et in vivo (CIG0 = 91,98

nmole/1);
- une souche A& la fois résistante in vivo et in wvitro (CI = 431
nmole/l):;

- trois souches résistantes in vitro (CISC = 312, 205, 338 nmol/l1l)
avec un frottis négatif a J7 aprés une lecture sur 200 champs
microscopiques;

- una souche sensible in vitro (CI50 = 22,5 nmole/l) retrouvée
positive & J7 avec une parasitémie ayant permis la remise en
culture. Le tableau XVII ci-aprés donne les résultats de culture

avant et aprés traitement.

chlorogquine quinine méfloquine (halofantrine

CI50 de
culture a JO 22,5 104,05 5,63 1,58
(en nmol/1)

Ci50 de
culture A J7 343,6 245,8 7,63 0,71
(enn nmol/l)

Tableau XVII: Evolution das CIS50 d'une souche de P,falciparum avant
et apras traitement par la chloroquine.

En plus de ces six souches; une souche trouvée avec une

parasitémie mixte & P. falciparum - P. ovale & JO et qui n'a plus

bénéficide d'une mise en culture a été retrouvée positive & J7 avec
une parasitéme de 4000 parasites/ul, ce qui a justifié sa mise en

culture,
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Cette culture a donné les résultats suivants:
chloroquine, CI50 = 348,7 nmole/l;
quinine, CI50 = 260,9 nmole/l;
méflogquine, CI50 = 3,8 nmole/l;
halofantrine, CI50 = 0,93 nmole/l.



CHAPITRE VI: DISCUSSIONS.
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Noug avons tenu en février 1993, comme il est prévu tous les
3 ans en République du Congo depuis 1987, & faire une mission

d'évaluation du niveau de sensibilité de P. falciparum aux

antimalariques. Quatre molécules ont été choisies comme en 1990
pour le test in wvitro (chlorequine, gquinine, méfloguine,
halofantrine) auquel il a été associé un test in wvivo a la
chloroquine (23 mg/kg).

Pour des raisons d'ordre financier, nous avons limité notre
enquéte A Brazzaville, contrairement 3 celle de Carme et coll. en
1990 qui s8'est déroulée & Brazzzaville ainsi qu'a Owando et a celle
de Brandicourt et coll. en 1987 qui s'est déroulée dans les 2
localités précitées et dans le Mayombe.

Dans l'intention d'obtenir des résultats susceptibles d'étre
comparés a ceux des deux enquétes ci-dessus citées, nous avons
exécutd notre enquéte dans les mé@mes conditions épidémiologiques
(échantillon pris d'une population comparable} et techniques
{microtest isotopique fait selon le méme protocole) que les dites
enquétes. Bien que la transmission du paludisme au Congo soit
permanente et continue, donc peu seneible aux variations
saisonidres, nous avons tenu également & respecter la date du mois
de février comme pour les enguBtes de 1987 et 1990.

Afin de procéder aux tests in vivo et in vitro, nous avons

effectué une recherche systématique du paludisme chez les enfants
visités, recherche & l'issue de laquelle 34,62 % de ces enfants ont
été trouvés porteurs de parasites. Ce taux est différant de celui

obtenu au cours d'une enquéte édpidémioclogique réalisée dans la méme
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école, faisant état de 78,9 § de porteurs asymptomatigues (Trape,
1987). Cette différence de taux s'explique par le fait que nos
résultats indiquent le pourcentage d'enfants porteurs d'au moins
400 parasites/mm3 obtenus des lectures effectuées sur 50 champs
microscopiques visant a détecter rapidement des parasitémies

compatibles avec les cultures in vitro des Plasmodium (minimum 0,2

%£). Tandis que celui de 1'engquéte épidémiologique sus-mentionnée,
indique 1'indice plasmodique. aprés lecture sur B00C leucocytes des
gouttes édpaisses.

Nous avons voulu connaitre, s8'il existe un lien entre les
différents caractéres inscrits dane les tableaux X, XI, XII, de nos
résultate; pour cela nous avons pratiqué le test de X! a p = 0,05,

C'est ainsi qu'il a été trouvé:

-~ pour le tableau X, qu'il existe une relation de ddpendance
entre l'dge et la présence de parasites au seull de 400 parasites
mm’. Cette information est également retenue pour 1l1l'dge at la
parasitémie figurant au tableau XI, constat identigque A celui fait
pendant une enquéte épidémiologique dans un village proche de
Brazzaville, Linzolo (Trape et co0ll,1885);

- pour le tableau XII, qu'il n'existe pas de relation entre la
fidvre et la parasitédmie, comme s’'emblait déjd indiqué une étude
faite au Mayombe, région forestidre du Congo (Richard et
coll, 1988).

Le test in vivo A& la chloroquine (25 mg/kg) que nous avons
exdcuté sur les élaves asymptomatiques porteurs de parasites, donne

un taux de résistance de 21,3 %. La comparaison faite entre ce
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rdsultat et ceux obtenus des enquétes réalisées dans ies conditions
identiques & la nftre, en avril 1985 (40 %), en novembre 1986 (38,7
%) et en fevrier 1990 (24 %) & Brazzaville (Louis et coll, 1992b},
ne revéle pas les différences significatives &3 p = 0,05. Ce constat
permet de réaffirmer 1la stabilisation de 1l'édvolution de 1la
chioroquino~résistance amorcée depuis 1986, aprés une apparition &
un taux d'emblée élavé, ce qui crédite 1'observation faite sur
l1'évolution vers une stabilisation de la chloroquino-résistance en
Afrique aprés une période d'élevation brutale de la proportion de
résistance des souches 3 la chloroquine(Le Bras et Ringwald,1990).

S'agissant du test in vitro, nous avons, afin d‘'éviter des
problames de culture, pris des précautions qui consistaient 2
empScher toutes souillures et autres indélicatesses susceptibles
d'entraver le bon déroulement des cultures.

Malgré les précautions prises, on a dénombré sur les 46
souches ensemencées, 13 souches (38,2 %) qui ont présenté des
problémes de culture. Pour vérifier si les pertes enregistrées
avalent un lien avec les parasitémies de départ des souches

2

ensamencédes, nous avons fait recours au test de x° sur les

résultats inscrits au tableau XIV. Ce test nous indique qu'il
n'exigte pas de liens entre les deux caractéres &tudiés. Il
convient de mentionner que, comme nous, Carme et c¢oll. en 1990
(Massiala,1992) avaient enregistré des pertes de 1l'ordre de 27,2 &
32,5 § suivant les drogues; pour expliquer ces pertes, la raison du
transport des plaques de culture avait étd évoquée. Il n'est pas

exclu, que cette raison puisse justifié en partie nos pertes,
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d'autant plus que les mémes problémes ont 4&té rencontrés par
Chippaux au Bénin (Chippaux et coll,1989) et que Gay, bien qu'il
n'ait pas connu 4d'incidents notablee sur sas cultures & Pitié
Salpétridre reconnait néanmoins que le transport des plaques
présente des difficultés (Gay et coll,1991). Dans 1l'actif des
caugses susceptibles de justifier nos pertes, on peut prendre en
compte les limites du test in vitro au sujet de la congervation des
échantillons {cf. limites du test in vitro).

Les résultats de la lecture des é&chantillons qui n'ont pas
connu des problédmes de culture font dtat:

- d'une faible sensibilité des souches testées a la chloroguine,
puisgue 61,8 % des souches testdéas ont une CI50 % supérieure au
seuil de 100 nmole/1;

- d'una bonne sensibilité des souches testées 3 la quinine avec
gseulement 14,7 % des socuches testéas ayant une CI50 supérieure 2
350 nmole/1;

- d'une trés bonne sensgibilitd des souches testées A la
méfloquine et & 1'halofantrine, puisqu'aucune CI50 des souches

tastdes ne dépasse respectivement les seuils de 30 et de 5 nmole/1.

Les études comparatives par le test de x? , 4 p = 0,05 entre
nos résultats et ceux des études antérieures [ceux de Brandicourt
et coll., en 1987 au sujet de la chloroquine (l-l‘2 = 3,7) d'une part
et ceux de Carme et coll. en 1990 au sujet de la chloroquine (x2 =
0,025), quinine (X! de Yates = 0,165), méfloquine (X’ de yates =
2,066) et 1'halofantrine (X’ de Yates = 0,477), d'autre part] n'ont

pas réveléd de différence significative; ce qui permet de conclure
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globalement 2 une stabilisation de 1'évolution de la
chimiorésistance in vitro.

S'agissant de la chloroquino-résistance, la conclusion faite
in vitro vient confirmer celle faite in vivo plus haut. Cette
stabilisation de la chloroquino-résistance n'est pas surprenante si
on se refare au modéle mathématique de Brandicourt et Gentilini qui
prévoit une stabilisation rapide des isolats résistants pour une
proportion avoisinant 60 %, en zone de trés haute transmission
palustre (Carme et co0ll,1991d}, comme c'est le cas de notre lieu
d'étude (Trape et Zoulani,b 1987},

La stabilisation de la chloroquino~résistance au Congo a pour
conséquence de mainteni¥ le taux é&levé des souches chloroguino-
résistantes in vitro, comme c'est le cas au Cameroun depuis 1987
(Louis et co0ll,1992a) et de créditer le constat fait sur ce

phénoméne de stabilisation en Afrique (Le Bras et Ringwald,1990)}.

La résistance & la chloroquine et a la quinine dans notre
dtude témoigne d'une corrélation entre ces deux phénoménes. En
effet, sur les 34 souches testées, 5 sont résistantes & la quinine
et parmi elles 4 présentent une résistance croisée aux 2 produits.

Concernant l'halofantrino-rédsistance, nous tenons a apporter
une critique aux surprenants résultats de la baisse de
chimiosensgibilité in vitro a 1'halofantrine obtenus récemment par
l'équipe de Brasseur dans une localité proche de Brazzaville
(Djoumpuna). Contrairement A nos rédsultats qui font é&tat d'une trés
bonne sensibilité des souches testées & 1'halofantrine avec un taux

de rdsistance nul, Brasseur et coll. ont enregistré un taux de
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résigtarice a4 1'halofantrine de 54 % (6 souches sur 11 testées)
[Brasseur et coll,1993a]. Notre critique porte sur:

- d'une part le fait qu'’en prenant en compte la corrélation entre
la résistance a l'halonfantrine et a la méflogquine (lLe Bras et
co0ll,1993), il est inconcevable d'entrevoir un tel taux de
résistance 4 1l'halofantrine sans qu'il n'y ait d'incidence sur le
taux de résistance & la méflogquine qui, dans cette &tude de
Brasseur est de 0 % (0 souches sur 12 testées);

- d'autre part, sur les raisons évogqguées par Brasseur, notamment:
la pression médicamenteuse, et le transfert des souches de P.

falciparum résistantes de Brazzaville vers Djoumouna (Brasseur et

Drulilhe,1993b). Ces raisons font généralement partia de principales
causes avancées pour expliquer l'apparition et le développement de
la chimiorésistance (Carme et coll,1986), mais, dans cette étude de
Brasseur, elles ne peuvent justifier ces rédsultats pour le simple
fait que Bragzrzaville, censée présenter une forte pression
médicamenteuse par rapport a Djoumouna ne connait pratiquement plus
de souches résistantes & 1l'halofantrine. Pour cette raison, 1l est
impossible de penser & un tranfert dJdes souches résistantes a

l'halofantrine de Brazzaville vers Djoumouna.

Le constat global évoqué plus haut egur 1la sgituation de
1'évolution de la chimiorésistance au Congo, est identique a propos
de trols antimalarigques {(chloroquine, quinina et méfloquine) a
celui gque dégagent les résultats d'une série d'enqudte ayant
utilisé la technique in vitro, menée a Yaoundéd (Cameroun) entre

1987 et 1991 (Louis et coll,l1992a).
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I1 est actuellement impossible de faire une analyse sur
l'4volution de la chimiordsistance en Guinée Equatoriale et au
Tchad, car les enquéteg d'évaluation de la Dbaisse de

chimiosensibilité des souches de P. falciparum aux antimalarigues

effectuées dans ces pays, sont trés récentes (Louis et coll, 1992b)
et n'ont pas encore connu de suivi. Nédanmoins, la comparaison de
ces réspultats aux notres permet de conclure a une situation de
chloroquino~-résistance dont l'ampleur est de loin inférieure a
celle du Congo.

Pour le reste des pays de 1'OCEAC {Centrafrique et Gabon), les
différentes enquétes rdalisdes A4 travers ces pays ont permis de
reveler l1'implantation du phénoméne de la baisse de

chimiogensibilité des souches de P. falciparum aux antimalarigues

{Louis et coll,1992b}. Toutefoie, il nous est difficile d'obtenir
une information sur 1l'évolution de la chimiorésistance dans ces
pays vu que les différentes dtudes ont été réalisées dans les sites
digsparates avec parfois des technigues différentes et n'ont pas
connu de suivi., Enfin, la comparaison de nos rédsultats in vivo et
in vitro ne porte hélas gque sur un nombre resireint des souches. On
peut néanmoins observé que la corrélation entre ces deux technigues
n'ast obtenue que dans deux cas sur six. La différence observée
pour les guatre autres isolats confirme la difficulté de tirer des
cenclusions en terme d'attitude thérapeutique de ces résultats:
pour les trois premieres souches chloroquino-résistantes in vitro,
la logique aurait voulu que l'on traite ces patients par une autre

molécule que la chlorcquine. Ce produit a pourtant entrainé la
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disparition des parasites a J7. A l'inverse dans le dernier isolat
trouvé in vitro trés sensible & la chloroquine, se trouvait
probablement une clone résistante qui a été sélectionné& par le

traitement.

Ceci illustre & nouveau le probléme des différences &
maintenir entre résistance in vitro, résistance in vivo et échac

thdrapeutique (Desfontaine,1990}.



CONCLUSION



93
Situé dans une zcone de paludiasme 3 transmission continue, le
Congo a été trads tot touché par la baisse de sensibilité de P.

falciparum aux antimalariques.

Compte tenu des multiples conséquences que ce phénoméne
entraine sur la situation et la prise en charge du paludisme, il
est nécessaire d'en suivre de prés 1'éveclution par tous les moyens

disponibles dans le pays.

La présente étude a laquelle nous avons eu la chance de
participer, s'inscrit dans cette action de surveillance.

Les études in vitro, réalisdes 3 intervales réguliers depuis
six ans dans les mémes lieux, sur les mdmes populations et par les
ménmes techniques, permettent d'apprécier 1la cinétigue des
résistances in vitro aux différents antimalariques. Avec 61,8 % des
chloroquino-résistance, 14,7 % de gquinino-résistance et une
sensibilité entiérement conservée a la méfloquine et A&
lthalofantrine, les résultats de notre travail de 1993 confirment
la tendance de 1990, A savoir la stabilisation du comportement in

vitro des souches de P. falciparum face aux antimalarigques dans un

quartier fortament impaludé de Brazzaville.

Les 67 taestes de chimiosensibilité in vivo & la chloroguine
réalisée dgalement lors de cette enquéte vont dans le méme sens.

Ces chiffres, ainsi que caux obtenus par 4'autres auteurs
montrent qu'a faciés épidémiologique de paludisme stable correspond
des taux de chimiosensibilité stable,

Dans wun pays économiquement en difficulté comme 1'est

actuellement le Congo, cette stabilité est bien siir un atout: elle
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permet l1a mise en place plus aisde d'actions de lutte a long terme
en limitant leg actions de surveillance & l'activité des postes
sentinelles disseminés dans le pays.
Ces options sont celles qui ont é&té retenues par le Programme
National de lutte contre le Paludisme du Congo, 2t nous esperons
gu'elles permettent de controler avec le plus d'efficacité possible

ce fléau dans notre pays.
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ANNEXES.

Annexeg l: confection de la goutte épaisee et du ftottis mince.

Elle se fait en prélevant le sang périphérique par piqQre au
niveau de la pulpe du doigt ou iors d'un prélévement veineux en
tube. Le sang prélévé sera déposé sur une lame dégraissde au
préalable (de préférence par le mélange alcool-éther).

a) La technique de la goutte épaisse.

A l'aide de 1la pointe d'un vaccinostyl ou du coin d'une
geconde lame, on procéde immddiatement & un mouvement en spiral sur
la goutte de saﬁg. Ce mouvement en spiral a le double intérét
d'étaler et de défibriner le sang. Puis on laisse sécher la lame
ge0it quelgues minutes dans 1l'étuve a 37 dégrés Celsius, soit 24
heures 2 la température ambiante en prenant soin de la placer a
l'abri de 1la poussidre, (e sdédchage a pour but d'éviter le
décollement de la goutte lors de la coloration faite avec le Giemsa
sans fixation préalable au méthanol. Enfin, on rince les lames et
on les laisse sécher.

b} La technigue du frottis mince.

A l'aide d'une seconde lame placée en contact de la goutte de
sang capillarisé le long des zones de contact des 2 lames {laquelle
diffuse), on procéde a un étalement en couche mince du sang qui
doit &tre immédiatement séchd par agitation a4 la main dans le but
d'éviter une déformation des hématies; puis on rdédalise 1la
coloration du frottis qui se fait toujours apréds une fixation au
méthanol. La coloration peut é&tre faite avec du RAL 155 ou du

Giemsa ordinaire. Enfin, on les séche.
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Annexe 2: Fiche technique sur la méthode in vitro utilisée lors de
notre enguéte.

La présente enquéte a utlisée pour le test in vitro, 1la
méthode du micro test Desjardins modifié (Pitié Salpetridre). Cette
fiche donne une description détaillée du mode opératoire dudit test
in vitro.

1- Mode opératoire.

1-1- Prépartifs précéddant l'errivée des isolats: l'arrivée des
isolats au Laboratoire est précédée d'opérations nécessaires pour

la mise en culture des souches de Plasmodium falciparum; ce sont

notammant :
1- la reconstitution du milieu de culturae;
2- la préparation des solutions de conservation des drogues;

3- la dilution des drogues;

4- la préparation et le lavage des globules rouges non
parasités(GRN).
1-1-1- Reconstitution du milieu de cultura.
a)- Prdparation du RPMI simple (RPMI= Rosewell Park Memorial
Institute).
- Composition et quantité de matiére premiére nécessaire & la
préparation d'un litre du RPMI simple:

RPMI poudre avec glutamine sans antibiotique et sans NaHC03: 10,4gq;

HEPES 6N POUAT@. + . e vt s v s vt cannonrasnsasnctasscsnnannssnne : 8,31 g;
Bicarbonate de sodium{(NaCHCO3) . ... ... ccciecnsersansnarcaaes 2,1 4;
Gentmicinel * k& B & & &% v a % & B & & & % % 3 & F O B K R RF R A PSP 4 E Ao L I I B ) : 1 ml:

Hypoxanthine poudre.......... e ee e e «+: 50 mg;



Eaudistillde ................ seassaseasasann chr e e-vv.s1llitre.

b)~ Exécution de la préparation:

Introduire un bdcher propre appretté a cet effet, les 3 premiers
composds précitéds, puis ajouter de 1'eau bidistillée sans atteindre
le volume total désiré (dans le cas prédsent 1 litre). Un ajustement
de volume sera fait plus tard. Ajouter 1'Hypoxanthine. Pour des
raisoneg d'ordre pratique liées a2 la nature volatile du RPMI, fermer
l'ouverture du bécher avec du papier aluminium afin d4'éviter les
pertes, puis mettre le mélange sous agitation magnétigue pendant 15
minutes. Apraés l'agitation , transvaser le mélange dans une burette
propre gradude, ajuster le volume avec de l'eau bidistillde, puis
ajouter la gentamicine dans des conditions d’'aseptie. Filtrer avec
une seringue munie d'un filtre sterile de 0,22 um lors de la
répartition dans les tubes et flacons steriles. La
conservation doit 8tre faite a 0 - 20 degré au moins, les tubes

placées en position verticale.

c)- Préparation du milieu RPMI Serum 10 %:

Faire une décongélation au bain marie de deux flacons de 200 ml de
RPMI et du serum humain. Ces 2 produits ne se conservent qu'une
semaine & 4 dégrés Celsius une fois décongélés. Soutraire 20 ml
dans chacun des flacons de RPMI, ajouter au 180 ml restant dans les
flacons, 20 ml de sérum humain et faire le mélange & l'aide d'une
pipette. On obtient aingi un milieu RPMI Sérum 10 % (RPMIS) qui
peut &tre conservéd & la température de + 4 dégrés Celsius pendant

au plus 3 jours.
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1-1-2~ Préparation des solutions de conservation des drogues: ellr
doit &tre faite le premier jour de la mission et chaque détut de
semaine.
a)- Pour la chloroquine:

Introduire dans une éprouvette 15 mg de chloroquine poudre,
soit 1'équivalent de 24,14 mg de chloroquine base. Y ajouter 3 ml
d'éthanol & 70 %. (n obtient ainsi 3 ml de sulfate de chloroquine
a 5 mg/ml (ou 5 ug/ul) d'éthanol qui devra étre conservd stérile a
la température de - 20 dégrés Celsius.

b)- Pour la quinine, la méfloquine:

Le mode opératoire reste le méme ainsi que les quantitds
d'éthanol 3 70 $ et drogues en pcudre Jont les équivalents en base
sont: 16,44 wmg pour la méfloquine.

1-1-3- la Jdilution des drogues 2ux différentes concentrations.

Cette opération ndcese’ te pour sa rédalisation 1l'utilisation d'un
tube A hémolyse et de 9 tubes & fond conique autoportants de 30 ml
"gtériling", par drogue.,

&)~ Cas de la chloroguine:

Etiquetter ies 9 stérilins de C1 a C9.

Mettrs cans chacun des stérilins C2 4 C9 4 ml du milieu RPMIS;
puis mettre 9 ml de milieu RPMIS dans le stérilin Cl. Dans le tube
a hémolyse, mettre 235 ml de RPMIS, ajouter 15 ul de la solution de
conservation de la chloroquine, homogeneiser; puis soustraire 1 ml
de la solution obtenue, le mettre dans Cl. On obtient ainsi 10 ml
de sulfate de chloroquine a 3 ug/ml de RPMI Serum.

Faire sur les sterilins C2 & C9 une dilution en série de ralson
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2 4 partir de Cl (Figure 12).

Figure 12
4ml 4ml {4ml| |4ml| |4ml| |
10 '
4 4 4 4
Cl c2 C3 C4 Cs C6
6 ml de
CQ & 3 ug/ml

On obtient ainsi pour chagque stérilin les concentrations

4ml |

c7

4m1|

indiquées dans le tableau XVIII ci-aprds:

c8

cs

Stérilins C1(C2 C3 C4 C5 C6 Cc?7 cs Cc9
Concentration

de chloroguine

mn microgramme/| 3 |1,5| 0,78 0,37 0,185 0,092 0,046 0,023 0,011
1111ilitre

Tableau XVIII

b}~ Cas de la quinine:

Etiqueter les 9 stérilins de Q1 & Q9.

stérilin de Q2 4 Q9 4 ml du milieu RPMIS et dans le stérilin Ql, 8

ml de RPMI 3.

Dans le tube A hdmolyse, mettre 2,5 ml de RPMIS, ajouter 15 ul
de la solution de concentration de la quinine, homogéneiser; puis

soustraire 2 ml de la solution obtenue,

obtient ainsi 10 ml de quinine & 6 ug/ml.

Mettre dans chaque

les mettre dans Q1.
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Faire sur les stérilins Q2 & Q9, une dilution en série de raigon

2 & partir de Q1. On obtient aingi pour chacun das stérilins les

concentrations indiquées dans le tableau XIX ci-aprés:

Stérilins Ql| Q2| Q3 Q4 Q5 Q6 Q7 Q8 Q9
pncentration

e quinine en| 6 3 1,5} 0,75| 0,375| 0,1875| 0,0938| 0,0469 0,0234
icrogramme/

illilitre

Tableau XIX

c)- Cas de la méfloquine:

Etiquetter les 9 stérilins de M1 & M9.
etérilin de M2 &4 M9 4 ml de RPMIS et dans Ml,

Mettre dans le tube 4 hémolyse 5 ml de RPMI sérum,

9,5 ml de RPMIS.

Introduire dans chaque

ajouter 15 ul

de la solution de conservation de la méfloquine, homogéneiser; puis

retirer 0,5 ml de la solution obtenue,

obtient ainsi 10 ml de néfloquine & 0,75 ug par ul.

la mettra dans Ml.

On

Procéder sur les stérilins M2 & M9 & une dérie de dilution de

raison 2 & partir de M1l. On obtient ainsi pour chacun des stérilins

les concentrations indigquées dans le tableau XX ci-aprés:

Stérilins M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7 M8 M9
oncentration mé-
logquine en micro|0,75(0,375|0,1875(0,0938|0,0469(0,0234|0,0117(0,0059,0,0029

ramme/millilitre

Tableau XX
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1-1-¢-~ Préparation et lavage des globules rouges nen
parasités(GRN).

- Prélever le sang chez un sujet non contaminé et non pourvu
d'immunité palustre en provanance d'une zone non endémique, Le
donneur doit appartenir au groupe sanguin O positif ou négatif. La
conservation du sang s'effectue & 4 degrés C. pendant une durde
maximum de 3 semaines.

Chagque début de la semaine: transvaser 25 ml de sang dans un
stérilin de 30 ml; puis centrifuger & 2000 tours/minute pandant 10
minutee. Le surnageant ainsi que les globules blancs sont rejetés.

Au minimum deux centrifugations succeesives de 10 minutes
chacune a 2000 tours/minute sont faites sur le culot additionné du
RPMI et chaque fois le surnageant egt enlevé. Aprésg la derniéare
soustraction du surnageant, ajuster 1'hématocrite a 50 % en
ajoutant un volume égal de RPMIS au culot. Les GRN aingi traités
peuvent 8tre conservés au maximum une gemaine & la température de

4 dégrés Celsius.

1-2- Opérations consecutives & l'arrivde des isolats.
A l'arrivée des isolats, confectionner immédiatement dJ&es
frottis sanguins afin de confirmer la parasitémie initiale. Par la

suite paut démarrer la chaine des opérations.

1-2-1- Lavage des globules rouges parasités(GRP).
Agiter délicatement les tubes contenant les isolats dans le but
de les remettre en suspension; centrifuger une premiére foig les

isolats pendant 5 minutes a 1800 tcurs/minute.
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Apras la centrifugation retirer a la pipette Pasteur le sérum
surnageant qui doit &tre gardé pour la sérotheque et la couche
leucoplaquettaire formant une pellicule blanchitre qui doit par
contre 8tre jetde. Seul reste dans le tube le culot globulaire.
Centrifuger 3 fois de suite ce culot globulaire additionné de 3
volumes de RPMI pendant 10 minutes a 2000 tours/minute. Chague fois
le surnageant est Jjeté&. Aprés la derniédre soustraction du
surnageant, ajouter un volume é&gal de RPMIS au culot afin de
ramener l1'hématocrite & 50 %. Faire un frottis sanguin pour une

lecture ultérieure,.

1-2-2- Préparation de la solution mére d'hypoxanthine (#*H3).

La préparation de la solution mé&re d'hypoxanthine est faite A
partir de 1'hypoxanthine a 50 mCie/ml dont la conservation a &té
faite en tubes a4 congdlation de 1 ml & une température de 20 dégrés
Celgius, Cette préparation nécessite pour son exécution
l'utilisation des tubes & hémolyse si le nombre d’'isclats est de 1
ou 2 et de stérilin si le nombre d'isolat est compris entre 3 et 20
compris, La préparation consiste A mettre en solution
1'hypoxanthine & 0,5 mCie/ml dans du RPMIS (44,66 ul d'H3 pour 1 ml
de RPMIS).

Le tableau XXI ci-apras donne les quantités nécessgaires de H3
et les quantités de RPMIS correspondants en fonction du nombre

d'isolats.
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Tableau XXI

1-2-3- Préparation des sclutions d'hypoxanthine (H3) destinées
4 chaque isolat et aux GRN.

Disposer d'autant de stérilins que d'isplats & tester auxquels on
attribvue un numéro et d'un stérilin pour les GRN. Mettre dans
chacun des stérilins pour isclat 17,5 ml de RPMI serum et 2 ml de
solution mére d'hypoxanthine tandis que dans le stérilin destiné
aux GRN, la guantité de solution H3 et de RPMI sérum a mettre

dépend du nombre comme indiqué dans le tableau XXII ci-aprés:

Nbre d'isqlats 1

i 114 | 120
Nbre résl de puite 6 1wz asl 24 30) 36|42 [ 18 | 5460 g6 | 72 ]m | o | % oz 108
8 16 |20 28| 36| vo |48 |52 56 | 64 68| 76 [80 [ 88 | | wo] s} 112 116 | 124

Calculs pour K puits

R o en m [ ] . 1 ' * ' ’

Tableau XXII
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1-2-4- Ajustement éventuel de la parasitémie.

En cas de forte parasitémie, un ajustement de celle-ci doit &tre
fait pour 1l'obtention d'une parasitémie finale comprise entre 0,3

et 0,5 . Cet ajustement consiste a une dilution des GRN & 50 %

d'hématocrite. Un calcul de la dilution nécessaire pour obtenir 1

millilitre de mélange GRP et GRN a 0,3 - 0,5 % est rapporté dans le

tableau XXIII ci-aprés:

en Y,

3 ~ e ;
PARASITEMIE w9 8|7 | 6 Fs ] 3l 21 1 Joglos o

¥

VOLUMEEREU GRN 950 (950 | 950 |540 |530 iSOO 900 | 860 [BGO ! 500 {500 {500 300

en ul | .

| ,
VOLUME DE -GRP 50 |50 |50 60 170 1100 100 (140 |200 |500 | 500(500]800

en *fe

]

PARASITEMIE FINALE | 5 149 (04 042 o,z.zlio,s 04 (04204 | 05 0,45 |04 (042

Tableau XXIII

Aprés 1l'ajustement, faire un frottis de contrdle & lire
ultérieurement.
1-2-5-~ Préparation des solutions définitives.

Dans chaque stérilin contenant la solution RPMI R-H3%, ajouter
900 ul de GRP A la parasitémie. Dans le stérilin destiné aux GRN,
ajouter le volume de GRN correspondant au nombre d'isclats comme

indiqué dans le tableau XXIV ci-aprés:

Mre 1'taolat 1 2 hl [’l 5 1] 7 8 9 0 n 12 13 [ i 15 16 | 17 19

Vol. CRN en ul] 72)144)180} 252] 324] 360 012[n68 [s0n K76 12 B8n | 720 792 828 9co| 9141008

1064

1110

Tableau XXIV
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* Digtribution des drogues dans les plaques.

La distribution des drogues dans les plagques nécesgite
l'utilisation d'une seringue stérile par drogua. Ces seringues
doivent &tre chargées sur une multipipette ependorf mise an
position 1 correspondant a 50 ul.

On procgéde dans un pramier temps au dépot de 50 ul de RPMIS
sans drogue dans chague puit des 12 &me, 11 &me et 10 &me colonnes
de toutes les plagques. Dans un deuxidme temps on réalise une
distribution de 50 ul de chloroquine aux différentes concentrations
dans chaque colonne restante en commengant par la plus faible
concentration sur (la colonne 9 correspondant au stérilin C9} pour
terminer par la plusg 4dlévée (la colonne 1).

La méme opération est reprise dans les plagques de quinine,
méfloquine et halofantrine en utilisant une nouvelle seringue pour

chagque drogue.

*# Distribution des solutions de GRN.

Elle est faite avec une seringue stérile chargde sur la
multipipette ependorf en position 4 qui correspond a 200 ul, Cette
distribution concerne uniquement les 12 éme colonnes de chaque

plaque.

* Distribution des solutions de GRP.

Elle est faite avec une seringue stérile par souche chargée
sur l'ependorf en position 4 (200 ul). Cette distribution concerne
les 11 premidres colonnes a raison de 2 rangédes par souche pour

chacune des drogues.
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*# Enfin, les plagues sont introduitez dans une cloche avec une
bougie allumée, puis la cloche est mise & l'dtuve 48 heures & 37
dégrés Celsius. A la 48 éame heure, las plagques sont sorties de
l1'étuve et un frottis sanguin de contrdle ast réaliséd avec le
contenu das puits témoing. Les plaques congéldes & moins 20 degrés
en attendant leur lecture au compteur a rayonnement beta (colennes

10 et 11).



ANNEXE TIII

ASPECT SCHEMATIQUE DES PLASMODIES HUMAINES
1. Mérozoite pénétrant une hématie

Plasmodium vivax parasite des hématies hvvertrophiges.
contenant de nombreuses granulations de Schiiffner

2. Trophozoite annulaire Heune
&. Trovhozoite annulaire agé
10 Schizonte amiboide

14.Rosace, dont les nombreux novaux (16 & 24) et le pniament
sont irréculidrement disposés

18. Gaméatocvte sphérigue 73! s'aagit sur la figure d'un
camétoovhe femelle. s gamétoovte midle avant un cvtoplasme
titas)

Plasmodiur falcivparum narasite des hématies de taille normale.
contenant narfois quelgues t&ches de Maurer

3. Travozcide anruilaire jeune. 4 deux masses nucléaires

7. Deux trovhosoides annitlaires dans la méme hématie
coivparasitisme fréouent dans cetfe espdce plasmodiale

17, Deux trophozoides annuiasires vrésentant deux masses
rucléaires ~Munies par un sont chromatinien en "bracelet
arahe"

TR, Bchizonte Geune

T9. Gamétoovite en “"faux". en "banane™ ou en “cigare"

N.B.: dans le sang périnhérigile. on ne trouve ni schizonte
agd. ni rcsace

Plasmndinn malariae parasite des hématiea rétractées.
l&nourvuss de granulations

4. Trovhoeroids annuiaire feune. précovement vigmenté

2. Tronhoroids anmiilaire acé

2. Behironte guadsrilatere. disposé en "hande é&quatoriale’”
TR, Roanace dont Tes navaux. ped noambreux 76 &4 8). sont
&

u

- ~ T .. ) R T . "o . . .2 "
~dorirliArenert disuesdy @ "sorns en marcuerite
20 Ganmé!covia anhdeigae

ramite deas hématvébtiers hvpertrophides,

T RAER ] LT ONH e L
J ms. corhenant Jde trés nombreuses

AT e mll ey o

wranvilatio ns de S0

T TroanhoraTila gt i e i

¢ New troohnaoides dans Ta méme Yématle : volvparasitisme
At Feda el

TR0 T T i e e e ar® damse s 1'aspect franchement amiboide
da Plowrivaw

"7 Rasac e irrégulifrve

21 Gamaioovte sohériaile
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La cconfirmation, en 1985 de l'existence au Congo d’une
chimicoresistance de P. Falciparum aux antimalarigues, a
motivé la mise en place d’un programme de surveillance in

vitro de cette chimicresistance. Ce programme de

surveillance qui a débuté en 1587, pré&voit une snguéte
chague 3 ans. (C'est ce qui expligue 1’execution en
fevrier 19983, d’une enquéte menée chez des enfants
asymptomatiques deg clasgegs de CrP1 d'une école primaire
de Brazzaville. Les antimalariques étudiés lors de cette
enquéte sont la chloroguine, guinine, mefloguine et
halofantrine.

Ce travail, gui porte sur 1’étude de la baisse de
chimiosensibilité de P. falciparum aux antimalarigues,
présente a partir des résultats de 1lfenguéte ci-dessus
mentionnée

- la gituation en 1923 au Congo de ia chimioresistancs in
vitre de P.falciparum aux 4 antimalarigues £tudiés et
celle de 1la chloroguine in vive suivant le protocole de
1'OM3 (25mg/kg) .

- une analyse de 1'é&volution de cette chimioresistance
durant les & annéesg passées de «¢e programme de
surveillances.

Chimloresistance {chimiosensibllité), In vive,
Invitro, Asymptomatiques, P. falciparum,
Antimalaricues.
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