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RESUME

Au Sénégal, la combinaison des mesures de lutte antipaludique a permis de réduire
fortement le fardeau du paludisme dans les populations humaines. Devant cette baisse de la
morbi-mortalité palustre, le programme national de lutte contre le paludisme dans son plan
stratégique 2011-2015 s’est inscrit dans un processus d’accélération du contrdle du
paludisme en vue de ’atteinte du seuil épidémiologique de pré-élimination. Dans 1’optique
de cette pré-élimination, il devient important de mettre en place un systéme de surveillance
afin de documenter I’impact des stratégies de lutte sur le fardeau du paludisme. A ce titre, la
sérologie est proposée comme étant un outil fiable et sensible permettant d’évaluer I’impact
des mesures de lutte sur la transmission mais €galement sur ’'immunité des populations.
L’objectif général de ce travail était d’évaluer 1’apport de la sérologie dans la surveillance
du paludisme a Plasmodium falciparum et dans la mesure de I’impact de certaines
interventions au Sénégal. Pour ce faire trois études transversales ont été réalisées. Une étude
¢valuant la situation séro-épidémiologique du paludisme a Plasmodium falciparum a
Vélingara et a Keur Socé (Kaolack) a été réalisée entre Septembre et Octobre 2010. Cette
¢tude a montré une prévalence du paludisme a Plasmodium falciparum de 4,99% avec une
prévalence plus ¢levée a Vélingara (10,3%) comparée a Keur Socé (0,3%). La
séroprévalence des anticorps anti-AMA1, anti-MSP1 et anti-CSP ¢tait respectivement de
38,12%, 41,55% et de 40,38%. En fonction de la zone, la séroprévalence de ces anticorps
était plus importante a Vélingara comparée a Keur Socé (p<107). Ces résultats ont montré
que la sérologie pourrait ainsi permettre une meilleure documentation des infections
parasitaires sub-microscopiques, notamment dans des zones a faible transmission.

Deux autres études transversales ont été réalisées en 2010 et 2011 au Sud du Sénégal,
¢valuant I'impact de la chimioprévention du paludisme saisonnier avec la avec la
Sulfadoxine-Pyrimethamine (SP) et 1’Amodiaquine (AQ) sur le statut immunitaire des

enfants de moins de 10 ans vivant au Sud du Sénégal.

Ces études ont montré que cette stratégie est efficace pour la prévention du paludisme
saisonnier de I’enfant mais entraine une réduction de la production des anticorps anti-
MSPI1 4, anti-AMAI1 et anti-GRURP RO qui sont associés a la protection contre le

paludisme.



Ce travail réalis¢é dans deux différents facies épidémiologiques du Sénégal a permis de
donner des informations de base sur la situation séro-épidémiologique du paludisme a
Plasmodium falciparum et des informations sur les effets de la chimioprévention du
paludisme saisonnier sur le statut immunitaire des enfants.

Dans les zones ¢ligibles a la pré-¢limination du paludisme, les marqueurs sérologiques
pourraient étre un bon outil de surveillance et d’évaluation de I’impact de certaines

Interventions.






INTRODUCTION

1. Contexte et Justification

Avec 216 millions de nouveaux cas cliniques et plus 655000 millions de décés par an, le
paludisme pose toujours un probleme majeur de santé publique dans le monde. Plus de 90 %
des cas cliniques et décés surviennent en Afrique subsaharienne principalement chez les
enfants [1].

Cette situation, justifie la nécessité de renforcer les mesures de lutte antipaludique dans les
zones ou la maladie reste endémique. La lutte antipaludique s’articule essentiellement
autour (i) du diagnostic et de la prise en charge précoce des cas utilisant les tests de
diagnostic rapide (TDR) et les combinaisons thérapeutiques a base de dérives
d’artémisinine (CTA); (i1) I’utilisation des moustiquaires imprégnées d’insecticides, (ii1) les
aspersions intradomiciliaires (AID), (iv) le traitement préventif intermittent (TPI).
Récemment, I’Organisation Mondiale de la Sant¢ (OMS) a recommandé 1’expansion des
mesures de lutte antipaludique au niveau communautaire dans le but d’accélérer le
processus d’élimination du paludisme.

En réponse a I’appel de ’OMS, le Programme National de Lutte contre le Paludisme
(PNLP) du Sénégal a initié la prise en charge communautaire du paludisme sous la
désignation de PECADOM (prise en charge a domicile des cas de paludisme) [2].

La PECADOM est confiée a des dispensateurs de soins a domicile ou a des agents de santé
communautaire. Elle inclue 1’utilisation de tests de diagnostic rapide pour la confirmation
des cas et des CTA pour le traitement des formes simples de paludisme. L’utilisation des
moustiquaires imprégnées ainsi que les AID font également partie intégrante du dispositif
de lutte antipaludique actuellement mis en ceuvre au niveau du Sénégal. A cela s’ajoute le
traitement préventif intermittent & la Sulfadoxine-Pyrimethamine (SP) chez la femme
enceinte [3-5].

Dans le souci de renforcer la lutte antipaludique chez les enfants, la chimioprévention du
paludisme saisonnier (CPS) anciennement appelée le traitement préventif intermittent
saisonnier a été développée. Il consiste a administrer a des enfants 3 doses d’antipaludiques
a un mois d’intervalle durant la période de transmission.

Cette nouvelle approche a donné des résultats satisfaisants en termes de réduction de la

morbi-mortalité palustre chez les enfants. Ceci a ét¢ démontré au Sénégal par une étude



réalisée par Ciss¢ et al qui avaient montré une réduction de 86% de I’incidence du
paludisme chez enfants sous traitement préventif intermittent saisonnier [6].

De méme en Tanzanie, Schellenberg et al avaient montré un effet protecteur de 36% de
cette stratégie [7].

Cette nouvelle stratégie préventive vient renforcer les mesures de lutte antipaludique déja
existantes. La combinaison de ces mesures de lutte antipaludique a fortement contribu¢ a
une réduction considérable du fardeau du paludisme au niveau des communautés.

Au Sénégal, la mise en ceuvre combinée de ces stratégies a permis de réduire
considérablement la morbi-mortalité liée au paludisme. C’est ainsi qu’avec I’avénement des
tests de diagnostic rapide du paludisme et I’utilisation des combinaisons thérapeutiques a
base de dérivés d’artémisinine, 1I’incidence du paludisme est passée de 130 cas pour 1000
habitants en 2006 a 14 cas pour 1000 habitants en 2009. La morbidité palustre est passée de
22,2 % en 2007 a 5,62 % en 2008 et a 3,07% en 2009 [8].

Devant cette baisse de la morbi-mortalité palustre, le programme national de lutte contre le
paludisme dans son plan stratégique 2011-2015 s’est inscrit dans un processus
d’accélération du controle du paludisme en vue de I’atteinte du seuil épidémiologique de
pré-élimination.

Dans I’optique de cette pré-¢limination, il devient important de mettre en place un systeme
de surveillance du paludisme afin de documenter I’'impact des stratégies de lutte
antipaludique sur le fardeau du paludisme.

A ce titre, la sérologie est proposée comme étant un outil fiable et sensible permettant
d’évaluer I’impact des mesures de lutte antipaludique sur la transmission mais également
sur I’immunité des populations [9-11].

Plusieurs antigénes de Plasmodium falciparum ont été étudiés pour évaluer le niveau de
transmission et I’impact sur I’immunité de 1’hote.

Pour évaluer le niveau de transmission du paludisme, I’antigene du stade pré-érythrocytaire
le plus fréquemment utilisé est la Circum Sporozoite Protein (CSP).

Les anticorps dirigés contre cette protéine sont corrélés au niveau et a la durée d’exposition
a la transmission mais pas nécessairement aux infections plasmodiales.

Cette protéine est labile et disparait rapidement en I’absence d’exposition. Donc les
réponses anticorps contre la CSP peuvent étre utilisées pour estimer I’exposition a la

transmission.



Les antigenes du stade érythrocytaire de Plasmodium falciparum comme Merozoite Surface
Protein 1 (MSP1), Apical Membrane Antigen (AMA1) et Glutamate Rich Protein (GLURP)
avec des demi-vies plus longues reflétent 1’exposition cumulée au paludisme et peuvent étre
utilisés comme indicateur du fardeau du paludisme.

L’analyse des réponses immunes contre ’antigéne du stade pré-érythrocytaire (CSP) et
contre les antigénes du stade érythrocytaire (MSP1, AMAT1 et GLURP) permettrait dans le
contexte de mise en ceuvre combinée des interventions d’évaluer le niveau de transmission
du paludisme et I’impact de certaines interventions sur I’immunité de 1’hote.

Plusieurs études réalisées dans le monde ont permis de montrer que ces marqueurs
sérologiques pourraient €tre utilisés comme de bons indicateurs permettant d’évaluer la
situation épidémiologique du paludisme et I’impact des interventions.

C’est ainsi qu’en Gambie, ['utilisation de I’antigene MSP1 comme marqueur a permis
d’évaluer la situation séro-épidémiologique et 1’hétérogénéité de la transmission du
paludisme [12]. Au Madagascar, les antigénes MSP1 ;4 et CSP ont permis respectivement
d’évaluer le poids et la transmission du paludisme au niveau de la population. Ceci dans le
but de fournir au programme de lutte des informations pouvant leur permettre d’évaluer
I’impact des stratégies mises en ceuvre [9].

Au Sénégal, 'utilisation des marqueurs sérologiques a permis de documenter I’impact du
traitement préventif intermittent sur le statut immunologique des enfants d’age scolaire [13].
Dans les zones ou la prévalence du paludisme est nette régression, les marqueurs
sérologiques sont utilisés afin de mieux documenter le changement profil épidémiologique
du paludisme et d’évaluer I’impact de certaines interventions [14-15].

C’est dans ce contexte que s’inscrit notre thése dont le but était d’étudier I’apport des outils

sérologiques dans la lutte contre le paludisme au Sénégal.
2. Objectifs
2.1. Objectif général

Evaluer I’apport de la sérologie dans la surveillance du paludisme a Plasmodium
falciparum et dans la mesure de I’impact de certaines interventions au Sénégal.

2.2. Objectifs spécifiques :

e Evaluer la situation séro-épidémiologique du paludisme a Plasmodium falciparum au

Sénégal ;



e Evaluer I'impact de la chimioprévention du paludisme saisonnier (CPS) avec la
Sulfadoxine-Pyrimethamine (SP) et I’Amodiaquine (AQ) sur le statut immunitaire

des enfants de moins de 10 ans vivant au Sud du Sénégal.



CHAPITRE 1 : GEN
PALUDISME




I. DEFINITION

Le paludisme ou malaria est une maladie parasitaire fébrile due a la présence et a la
multiplication dans I’organisme humain de protozoaires du genre Plasmodium. 1ls sont
transmis a I’homme par la piqire de moustiques femelles infectés du genre anophele. Cing
especes sont a I’origine des différentes manifestations cliniques du paludisme :

e Plasmodium malariae;

e Plasmodium vivax;

e Plasmodium ovale;,

e Plasmodium falciparum,
e Plasmodium knowlesi.

C’est une affection trés répandue dans le monde, notamment dans les pays pauvres en

Afrique, en Amérique latine et en Asie du Sud-Est [16].

II. SITUATION DU PALUDISME

1. Dans le monde

Le paludisme est pratiquement inexistant a une altitude supérieure a 2000 metres. Sa
répartition géographique théorique va de 60°C de latitude Nord a 40°C de latitude Sud. Il
recouvre en fait « la ceinture de pauvreté du monde » qui concerne plus de cent pays
essentiellement les plus pauvres d’Afrique, d’Asie, d’Amérique du Sud et du Centre. Selon
I’OMS 3,2 milliards d’individus sont exposés au paludisme et le risque est ¢levé pour 1,2
milliard de personnes. Selon les dernicres estimations, 198 millions de cas de paludisme
(plage comprise entre 124 et 283 millions) et 584 000 déces associés (plage comprise entre
367 000 et 755 000) ont été recensés en 2013.

La maladie sévit plus particulierement dans la région Afrique de I'OMS, 90 % des décés au
niveau mondial y sont enregistrés, et parmi les enfants de moins de 5 ans qui représentent

78 % du nombre total de déces [17].



Figure 1 : Pays ou la transmission du paludisme est active, 2013

2. Au Sénégal

Au Sénégal, le paludisme sévit a 1’état endémique avec une recrudescence saisonnicre.
L’essentiel de la transmission s’effectue au cours de la saison des pluies et en début de
saison seche, période favorable au développement des especes vectrices. La saison de
transmission dure 4 a 6 mois au niveau du faciés tropical et 1 a 4 mois au niveau du faciés
sahélien. La population anophélienne du Sénégal est composée d’une vingtaine d’especes
dont trois assurent 1’essentiel de la transmission : Anopheles gambiae, Anopheles arabiensis
et Anopheles funestus.

L’¢épidémiologie du paludisme a beaucoup changé avec I’avenement des tests de diagnostic
rapide (TDR), des combinaisons thérapeutiques a bases de dérivés d’artémisinine (CTA) et
avec la couverture universelle en moustiquaires imprégnées. La combinaison de ces
stratégies a permis de réduire fortement le fardeau du paludisme au Sénégal.

L’incidence du paludisme est ainsi passée de 130 cas pour 1000 habitants en 2006 a 14 cas
pour 1000 habitants en 2009. La morbidité palustre est passée de 22,2 % en 2007, a 5,62 %
en 2008 et a 3,07% en 2009.



Les femmes enceintes et les enfants de moins de 5 ans en ont pay¢ le plus lourd tribut mais
la morbi-mortalité palustre a beaucoup baissé chez ces deux groupes cibles. En effet, chez
les enfants de moins de 5 ans, le nombre de cas de paludisme a diminué de 408588 cas en
2006 a 30800 cas en 2009. Le nombre de décés dus au paludisme dans le méme groupe
cible est passé€ de 650 en 2006 a 216 en 2009. Pour les femmes enceintes, le nombre de cas
de paludisme a diminué de 47859 en 2006 a 6749 en 2009. La mortalité palustre chez les
femmes enceintes a chuté de 50 en 2006 a 10 en 2009.

L’¢évaluation de 2010 avait montré une baisse significative et progressive des indicateurs de
morbidité et de mortalité du paludisme au Sénégal. Cette tendance avait guidé le choix du
PNLP d’aller vers la pré-élimination du paludisme d’ici 2015, en adaptant les interventions
d’efficacité¢ prouvée aux 4 strates identifiées en fonction de I’incidence dans son plan
stratégique 2010 — 2015. Mais il a ét€¢ noté entre 2009 et 2013, une augmentation de
I’incidence palustre passant ainsi de 14%o a 27%o.

Ceci a conduit le PNLP a mettre en place un nouveau cadre stratégique 2014 — 2018 qui
s’inscrit dans D’accélération du contréle du paludisme en vue de I’atteinte du seuil

épidémiologique de pré-élimination [8,18-21].
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Figure N°1 : Evolution de morbidité et de la mortalité palustre de 2001 a 2009



Figure N°2 : Variation du nombre de cas incidents de paludisme de 2010 a 2013

III. INDICATEURS EPIDEMIOLOGIQUES

La paludométrie évalue I’intensité de I’endémie palustre a I’aide de certains indices dans la

population humaine et dans la population vectrice.

1. Chez I’homme
L’indice splénique (IS): il représente le pourcentage de sujets porteurs de
splénomégalie. Cet indice est apprécié chez les sujets de deux a neuf ans, non soumis a
une chimiothérapie. Il est peu spécifique et refléte les réinfections successives.
L’indice plasmodique (IP) : il représente le pourcentage de sujets examinés présentant
des hématozoaires dans leur sang périphérique. Il renseigne sur le degré d’endémicité
dans une collectivité. Chez I’enfant de moins d’un an, il refléte la fréquence des
infections récentes. Chez I’adolescent et 1’adulte, il informe sur le degré d’immunité de
la population considérée.
L’indice gamétocytaire : il représente le pourcentage de sujets porteurs de gamétocytes
dans la population humaine. Il indique le potentiel infectant de la population vis a vis des

anopheles et donc le risque d’infectivité.



e L’indice séro-épidémiologique : il est déterminé par la moyenne géométrique des titres
d’anticorps spécifiques obtenus chez des sujets donnés [22-23].
Les valeurs de ces différents indices déterminent les zones d’hypo-endémicité, de méso-

endémicité, d’hyper-endémicité et d’holo-endémicité (cf. tableau I).

Tableau I : Définition des régions d’endémicité palustre

Zone hypo-endémique IS entre 0 et 10 %, IP inférieur a 25 %
Zone méso-endémique IS entre 11 et 50 %, IP entre 26 et 50 %
Zone hyper-endémique IS entre 51 et 75 %, IP entre 51 et 75 %
Zone holo-endémique IS supérieur a 75 %, IP supérieur a 75 %

2. Chez le vecteur
e L’indice sporozoitique : il représente le pourcentage d’anopheles d’une espece donnée
chez lesquelles les glandes salivaires disséquées dans les vingt-quatre heures suivant la
capture contiennent des sporozoites.
o L’indice oocystique : il représente le pourcentage d’anopheles femelles d’une espéce
donnée chez lesquelles une dissection exécutée dans les vingt-quatre heures suivant la

capture établit la présence d’oocystes dans 1’estomac.
3. Notion de facies épidémiologiques

On appelle facies épidémiologique, une région ou un ensemble de régions ou le paludisme

présente dans ses manifestations pathologiques, des caractéres communs liés aux modalités

de transmission du parasite. Dans cette notion de faciés sont intégrées les caractéristiques

climatiques et phytogéographiques (forét, savane, sahel, steppe, plateaux et zones

montagnardes).

Plusieurs facies ont été décrits :

e les faciés équatorial et tropical ou le paludisme est stable et présent tout au long de
I’année. Toute la population est touchée et développe une immunité prémunition pendant
la premiere enfance, au prix d’une mortalité¢ infanto-juvénile ¢élevée, les adultes étant

ensuite peu touchés par la maladie ;
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e le faci¢s sahélien ou la stabilité du paludisme est intermédiaire ;

e le facies désertique et montagnard ou le paludisme est instable. L’irrégularit¢ de la
transmission empéche le développement d’une prémunition et au cours de certaines
années pluvieuses et /ou chaudes, des épidémies touchant presque toutes les classes

d’age peuvent éclater [24-25].

e Le cas particulier du paludisme urbain a Dakar: en milieu urbain, la transmission est
globalement beaucoup plus faible qu’en milieu rural. Cela explique le niveau
d’immunité plus faible des populations urbaines. On assiste depuis quelques années a
une urbanisation accélérée du paludisme. De plus en plus de sujets naitront et vivront en

permanence dans les villes ou la transmission anophéliénne est faible voire nulle.

Ils n’acquerront pas d’immunité¢ de prémunition et s’infecteront essentiellement a
I’occasion de brefs s¢jours en zone rurale et pourront développer quelques soit 1’age des

formes graves de paludisme.

IV. BIOLOGIE DU PARASITE
1. Cycle de développement du parasite

Il comporte trois stades dont deux se déroulent chez ’homme et un chez le moustique :

e 1% stade : stade tissulaire ou schizogonie hépatique ;

Zeme

o stade : stade sanguin ou schizogonie érythrocytaire ;

3eme

o stade : stade sporogonique ou sporogonie.
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Figure N°3 : Cycle évolutif du Plasmodium falciparum chez I’homme et I’anophele

1.1. Stade tissulaire ou schizogonie hépatique
Lors de son repas sanguin, I’anophéle femelle injecte & I’homme des sporozoites contenus
dans ses glandes salivaires. Ces sporozoites sont des éléments fusiformes, allongés et
mobiles. Ils vont circuler dans le sang et arriver une heure plus tard environ dans le foie afin
d’y poursuivre leur développement.
Apres pénétration dans 1’hépatocyte, le sporozoite s’arrondit et donne un trophozoite. Le
trophozoite va accroitre son noyau pour donner un trophozoite 4gé. Le trophozoite agé se
transforme en schizonte par division de son noyau en plusieurs petits noyaux.
Ce dernier bourre la cellule hépatique qui éclate par la suite. Le temps écoulé entre la
pénétration du sporozoite dans 1’hépatocyte et 1’éclatement de cette cellule est d’environ
trois semaines. Certaines espéces comme le P ovale et P vivax peuvent avoir un
développement ralenti au niveau du premier cycle. Ils restent bloqués a I’état d’hypnose : on
les appelle hypnozoites. Ils ne reprennent leur développement que tardivement. Ces especes
sont responsables des rechutes tardives.
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1.2. Stade sanguin ou schizogonie érythrocytaire

En éclatant, la cellule hépatique libére des mérozoites. Certains mérozoites sont phagocytés,
mais la plupart infectent les globules rouges et s’y multiplient. Ils se transforment en
trophozoite jeune puis se développent et donnent le trophozoite agé. Ce trophozoite agé
subit une phase de développement nucléaire et de division donnant le schizonte ou la rosace.
Finalement, on aboutit a la formation d’une hématie remplie de mérozoites. Elle éclate a son
tour et libére les mérozoites ainsi que des pigments.

Ce cycle, allant de la pénétration du meérorozoite a Dl’intérieur du globule rouge a
I’éclatement de celui-ci, dure 48 heures pour P. falciparum, P.vivax, et P. ovale. Elle dure
72 heures pour P. malariae. Cette phase d’éclatement est a 1’origine de 1’acces fébrile
survenant au cours de ’infection. La fiévre est de type tierce pour les P. falciparum, P.vivax
et P. ovale et de type quarte pour P. malariae. Certains mérozoites parasitent a nouveau
d’autres globules rouges, réalisant ainsi d’autres cycles de développement. D’autres
mérozoites par contre se dotent d’un potentiel sexué et se transforment en gamétocytes

femelles et males. Ces gamétocytes survivent 20 jours dans le sang puis disparaissent.

1.3. Stade sporogonique ou sporogonie
Les gamétocytes sont ingérés par le moustique lors de son repas sanguin. Dans 1’estomac du
moustique, la fécondation des gamétocytes femelles va donner des ceufs mobiles appelés
ookinétes qui vont traverser la paroi de I’estomac. Au niveau de sa face externe, ils vont
donner des oocystes dans lesquels vont s’individualiser des sporozoites. L’éclatement de
I’0oocyste va libérer ces sporozoites qui gagneront avec prédilection les glandes salivaires de
I’anophele. Ce sont ces sporozoites qui seront inoculés a I’homme lors d’une nouvelle

piqlre infectante [26-27].

1. Mécanismes d’échappement de Plasmodium falciparum a la réponse

immune

Chez I’homme le parasite a besoin de proliférer et de survivre sans étre détruit par la
réponse immunitaire de 1'hdte. Pour ce faire, P falciparum utilise différents mécanismes
afin de contourner le systtme immunitaire de 1'hdte et cela aboutit au développement

d’une maladie qui peut devenir grave.
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Les mécanismes les mieux connus incluent notamment la cyto-adhérence et Ia

séquestration, la formation de rosettes (Rosetting) et la variation antigénique.

2.1. Cytoadhérence et Séquestration

La grande différence entre P.falciparum et les autres especes de Plasmodium responsables
du paludisme humain est la voie par laquelle P.falciparum modifie la surface des globules
rouges afin de faciliter ’adhésion des parasites asexués et les gamétocytes respectivement a
I’endothélium et au placenta. L’adhérence des globules rouges a 1’endothélium protege le
parasite de la destruction. En effet les globules rouges parasités matures non adhérés, sont
rapidement ¢liminés dans la rate [28-30].

Le processus d’adhésion de P.falciparum dans lequel la plupart des parasites sont d’abord
attachés puis s’enroulent avant de devenir fermement adhérents [31-32], est comparable a
I’adhérence des leucocytes. La plupart des récepteurs de 1’hdte sont impliqués dans
I’attachement et I’enroulement mais sont incapables de supporter leur propre adhésion
ferme [31-33].

La fixation a ces récepteurs de 1’hdte est importante. Elle augmente significativement
I’adhérence qui peut permettre au parasite de se fixer efficacement a I’endothélium des
organes variés [34]. Seuls deux récepteurs, le CD36 et la chondroitine sulfate A (CSA)
fournissent une adhérence stable [31-33].

Une protéine parasitaire unique, la protéine 1 de la membrane érythrocytaire de
P.falciparum (PfEMP-1), qui est exprimée a la surface des globules rouges parasités
catalyse la fixation a tous les récepteurs [28-30]. En effet, les parasites se fixant au CSA
expriment P/ EMP-1 avec un domaine DBLy (Duffy-binding-like) qui fixe la CSA et un
CIDRI1 (Cysteine-rich Inter-Domain Region) qui permet une fixation indépendante du
CD36 [35-36].

La séquestration des parasites dans le cerveau peut étre reliée au paludisme cérébral. Elle
peut aussi étre impliquée dans le récepteur de la molécule de 1’adhésion intercellulaire
(ICAM-1) [30]. Le role de la séquestration dans d’autres complications graves du paludisme

demeure obscur.

2.2. Lerosetting

Les globules rouges infectés peuvent se lier aux globules non infectés pour former des
rosettes. Si la liaison se fait entre globules rouges infectés, on parle d’agglutination.

Agglutination et rosettes sont associées au paludisme sévere et a l'anémie [37-39]. Le
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récepteur du complément (CR1) a été identifié comme un important récepteur de PEMPI

dans la formation des rosettes [40].

2.3. La variation antigénique

La variation antigénique a été¢ découverte chez P. knowlesi [41]. P/EMP1 est impliquée dans
la variation antigénique du paludisme a P. falciparum. Avec environ 60 genes var codant
pour PfEMPI et un seul géne var dominant exprimé au stade adulte du parasite. P/EMP1
a atteint une forme de variabilit¢ qui permet au parasite de contourner le systeme
immunitaire de I'hote. De plus, les fréquentes recombinaisons et remaniements génétiques
au cours des processus de fusion et de division dans le moustique et les érythrocytes
humains peuvent entrainer une grande diversité génétique et antigénique du parasite [42].
L'affinité de PfEMPI a certains récepteurs de I'hote pourrait déterminer la virulence du

parasite [43].

Cette hypothese est appuyée dans le cas du paludisme placentaire par le biais de DBLy et
DBLg (Duffy Binding-Like) qui assurent I’adhésion du parasite au tissu placentaire a travers
la CSA ou les immunoglobulines non-immunes. Un autre exemple appuyant la méme
hypothese est I’existence chez la souche plasmodiale 3D7 des domaines CIDRa (Cysteine-
rich Inter-Domain Regions) qui ont une affinité pour les récepteurs CD36 [44-45]. Ce qui
revient a dire que certains parasites peuvent étre plus virulents que d'autres et des souches
de parasites telles que 3D7 qui ont plus de gemes var conservés dans leur centromere

pourraient étre plus virulentes [42].

V. PALUDISME ET IMMUNITE

1. Notions générales sur le paludisme et ’'immunité

L’infection par Plasmodium, responsable du paludisme, engendre des réponses
immunitaires de 1’hote. Ces réponses immunitaires sont régulées aussi bien par le systeme
immunitaire non spécifique dit inné, par le systéme immunitaire spécifique ou acquis, que
par des facteurs environnementaux.

Les deux types d’immunité sont complémentaires. L’immunité innée se mobilise dés le
début (dans les premiéres heures) de toute infection en attendant la mise en place  de
I’immunité « acquise » qui est opérationnelle dans les dix jours suivant I’infection.
L’immunité acquise est tout a la fois spécifique des stades de développement du parasite

que des especes parasitaires.
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L’exposition des enfants vivant en zone d’endémie est trés variable, de moins d’une piqtire
infectante par personne tous les 10 ans dans des régions semi-désertiques ou dans de
grandes agglomérations, a plus de mille piqlres infectantes par an dans des villages
d’Afrique centrale. Chez des enfants exposés pour la premiére fois aux parasites, il peut
exister un large éventail d’issue a I’infection non traitée: du déces a 1’apparente résistance.
Dans ce dernier cas, I’'immunité peut étre innée ou acquise activement ou passivement, par
exemple par le transfert transplacentaire d’immunoglobulines maternelles. Les sujets adultes
vivant dans les zones ou le paludisme est endémique et ou la transmission du parasite est
pérenne, stable durant toute 1’année, sont dits semi immuns, c'est-a-dire qu’ils ont une
protection contre les formes graves de la maladie [46-47].

L’immunité acquise, contre le paludisme est ainsi associée aux faibles parasitémies et aux
¢épisodes cliniques de la maladie tout au long de la vie [48].

En général, I’acquisition d’une immunité semi protectrice contre le paludisme est ainsi
lente. Elle est associée a une exposition continue au parasite. Les personnes vivant dans les
zones ou la transmission est faible développant plus lentement leur immunité. Celle-ci est
occasionnée par les piqlres répétées de I’anophele, vecteur. L’acquisition de I’'immunité
semi protectrice est ¢galement retardée par divers autres facteurs. La variabilité¢ génétique
de I’hote et celle du parasite en sont les facteurs majeurs. L’immunosuppression (ou
inactivation du systeme immunitaire) induite par le parasite et d’autres causes inconnues a

ce jour participeraient aussi a ce phénomene [49].

2. Facteurs génétiques de I’hote conditionnant la susceptibilité a I’infection

par Plasmodium falciparum

De nombreux facteurs génétiques humains ont été identifiés comme conférant un certain
degré de résistance. La part des variations de la fréquence ou de I’intensité de I’infection ou
de la maladie qui peut étre attribuée a des facteurs génétiques dépend de [’espéce
plasmodiale et du type de résistance clinique ou parasitologique. Elle serait de I’ordre de 10
a 15% dans une population du Srilanka. Des facteurs de résistance érythrocytaires ont été
identifiés tels que les modifications de la chaine béta de I’hémoglobine (HbS, HbC et HbE),
du taux de syntheése des chaines de globine (alpha et béta thalassémie), d’une enzyme
érythrocytaire essentielle (Glucose-6-Phosphate-Déhysdrogénase, G6PD) et des caractéres
de la membrane ou du cytosquelette des érythrocytes (groupe sanguin Duffy, ovalocytose

héréditaire, variant de la protéine de la bande 3). La démonstration de 1’effet de ces facteurs
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érythrocytaires repose souvent sur leur plus grande prévalence dans les zones ou le
paludisme est ou a été endémique. Méme si leur effet protecteur est trés faible, il est
possible que la trés longue exposition des populations a P. falciparum ait permis la sélection
de ces facteurs.

L’effet protecteur du trait drépanocytaire (Hémoglobine AS) est celui qui a été¢ le mieux
documenté. Les globules rouges jeunes et les réticulocytes auraient une sensibilité plus
grande a I’invasion par P. falciparum.

L’hémoglobine feetale (F) disparait normalement avant le 6°™ mois de vie mais elle peut
persister beaucoup plus longtemps chez les personnes atteintes de thalassémie. Les
thalassémies conferent un certain niveau de protection antipalustre mais aussi contre
d’autres types d’infections. L’effet protecteur de la thalassémie n’a pas été constamment
retrouve.

Il est possible que cet effet apparent soit 1i¢ a des biais qui sont fréquents dans les études
cas-témoins. Des facteurs génétiques non érythrocytaires impliqués dans la régulation de la
réponse immunitaire pourraient aussi jouer un rdle dans la protection. Il a été montré chez
des enfants gambiens que certains groupes HLA étaient associés a une protection contre le
neuropaludisme et contre les anémies graves. D’autres facteurs génétiques de sensibilité au
paludisme pourraient impliquer des récepteurs endothéliaux responsables de la
cytoadhérence. Pour les facteurs impliqués dans la régulation des réponses immunologiques,

les résultats obtenus dans des études cas témoins donnent des résultats discordants [11].

3. Immunité anti-palustre
3.1. Immunité innée

L’immunité innée se distingue de I'immunité acquise par le fait qu’elle s’active tres
rapidement, sans immunisation préalable, sans vaccination préalable. Elle se met en place
des le début de toute infection et se maintient jusqu’a la mise en place de I’immunité
acquise. L’immunité innée est ainsi considérée comme la premicre ligne de défense de
I’organisme. Elle aide a la mise en place de I'immunité acquise qui est plus ciblée et
spécifique du pathogene.

Une fois parvenus dans I’organisme de 1’hdte, les parasites gagnent certains types de
cellules immunitaires dans lesquelles ils se développent. Des travaux ont montré que ce

développement peut étre empéché par le systéme immunitaire inné.
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Les mécanismes innés de I’inhibition de la croissance des parasites par 1’hote humain
seraient probablement la cause du faible taux de parasitémie observé au cours des
infections aigues a P. falciparum [49].

De récentes études dans des systémes non parasitaires ont permis de démontrer qu’une
famille de protéines codées par la lignée germinale (les Toll Like Receptors ou TLR)
serait importante pour la défense innée de 1’hote, aussi bien chez les vertébrés que chez les
invertébrés [50]. Chez les mammiféres, 1’activation des macrophages par 1’intermédiaire
des TLRs entraine I’induction de genes effecteurs. Ces genes contrdlent et exécutent la
défense innée [51].

L’infection palustre engendre la production par les plasmocytes de concentrations
plasmatiques trés élevées d’immunoglobulines (Ig) non spécifiques du paludisme [52].
Cependant, I’importance de ’activation polyclonale B par I’immunité innée sous jacente
n’est pas connue a ce jour. L’activation polyclonale B est cette activation des cellules
responsables de la production d’anticorps.

En regle générale, dans les expériences de prolifération cellulaire, lorsque les
lymphocytes T provenant d’une personne ayant contracté une infection quelconque, sont
mises in vitro en présence d’antigenes de I’agent pathogene responsable de 1’infection en
question, ces cellules se multiplient rapidement. Placées dans les mémes conditions, les
lymphocytes provenant de personnes n’ayant pas contracté 1’infection ne proliférent pas.
Dans le cas du paludisme, il existe des sujets répondeurs et d’autres dits non répondeurs.
Les lymphocytes T exprimant I’antigéne CD4 (cellules T CD4+) des répondeurs qui, bien
que n’ayant eu aucune exposition préalable au paludisme, ont des cellules lymphocytaires
qui réagissent positivement dans les expériences de prolifération cellulaire in vitro. Les
cellules CD4+ de ces sujets produisent €également des cytokines lorsqu’elles sont exposées
aux antigeénes de P. falciparum [53].

Toutefois, les neutrophiles, les mononucléaires phagocytes et les cellules

« tueuses naturelles » (Natural killer) généralement appelées cellules NK, sembleraient
jouer un role prépondérant dans I’immunité innée observée au cours des infections
palustres précoces.

Les cellules NK augmentent particuliérement en nombre et sont capables de détruire in
vitro les globules rouges parasités par P. falciparum in vitro [54-55]. Les cellules NK sont

aussi de puissantes productrices de cytokines telles que ’interférony (IFNy).
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Cette capacité a produire 'IFNy, qui conduit a I’activation parasiticide des macrophages,
pourrait étre de grande importance pour I’immunité innée contre le paludisme.

En effet, 'IFNy augmente le potentiel des cellules NK a détruire les globules parasités de
I’hote [56].

Les types cellulaires apparentés aux cellules NK et jouant probablement un role important
dans ’immunité innée contre le paludisme sont les cellules dites NK-T qui  chez la souris
expriment a leur surface membranaire le marqueur NK1.1 et les sous-unités o/f du
récepteur (TCR) des lymphocytes T [57].

Chez I’homme ces cellules NK-T sont activées par I’intermédiaire de leur invariant TCR
lorsqu’elles sont confrontées a 1’antigene de lipides en association avec les molécules
CD1 du CMH classe I [58]. Cette activation ne requiert pas d’immunisation préalable et
peut par conséquent étre importante pour la régulation de 'immunité innée contre le
paludisme.

Un autre type cellulaire, la cellule T présentant les antigénes y§ du TCR est aussi tres

répandue au cours des phases précoces de I’infection palustre et pourrait contribuer au

contrdle inné de la croissance du parasite [59].

3.2. Immunité acquise contre le paludisme

3.2.1. Immunité de prémunition

Dans les zones de transmission ¢levée et réguliere, I’exposition répétée aux parasites aboutit
a Dacquisition d’une immunité. L’immunité est définie par «un état de résistance a
I’infection ou/et a la maladie» [60], quel qu’en soit le mécanisme immunologique. Cette
immunité acquise est partielle. Les enfants peuvent étre infectés, le plus souvent de fagcon
chronique, servir de réservoir de parasite et subir des acces palustres, mais ces acces sont
rares et ne sont pas graves.

Sans entretien de 1’infection, cette immunité est de courte durée, de 1’ordre d’une a quelques
années. L acquisition d’une immunité et ses conséquences sur I’épidémiologie du paludisme
dans les populations humaines dépend du niveau et de la régularité de la transmission, c’est
a dire de la capacité vectorielle des anopheles présents. Une immunité commence a étre
acquise des les premieres infections. Cela a été observé en zone d’endémie palustre chez les

enfants.
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Chez les enfants vivant dans les zones de paludisme stable, I’acquisition d’une immunité
spécifique se manifeste par des modifications de la sensibilité parasitologique et clinique en
fonction de I’age. L’age peut alors étre considéré comme un indicateur de la durée
d’exposition a la transmission. Cependant il peut aussi conditionner la maturité du systéme
immunitaire [61]. Pour cette raison, 1’age auquel un enfant est exposé pour la premicre fois
au paludisme pourrait jouer un réle dans la vitesse d’acquisition de I’immunité antipalustre
[62-65].

3.2.2. Immunité acquise a médiation humorale
Ce type d'immunité est associ€¢ a la production d’immunoglobulines (IgG = anticorps)

dirigées principalement contre des antigénes de surface du parasite au stade mérozoite qui
sont au nombre de cinq (5) les merozoite surface protein (MSP1, MSP2, MSP3),
Glutamate Rich Protein (GLURP) et Apical membrane antigene (AMA1). Ils sont localisés
a la surface du mérozoite et sont donc accessibles aux anticorps lorsque les mérozoites sont
libérés dans la circulation [65].

Des études ont montré que le transfert passif d’immunoglobulines d’une mere issue d’une
zone endémique protege I’enfant contre les infections palustres durant les six premiers mois
de la vie [66]. Ces anticorps réduisent la parasitémie et les signes cliniques de la maladie
[67]. Cela explique pourquoi les adolescents et les adultes vivant en zones endémiques
méme infectés ne développent pas les signes cliniques de la maladie. Cependant, des études
ont montré que cette immunité n’induit pas une résistance a la maladie. Des taux élevés
d'immunoglobulines des sous-classes cytophiles IgGlet IgG3 constituent le support de la
prémunition chez des sujets immuns. Ces anticorps induisent une réponse protectrice par
leur capacité a inhiber la multiplication du mérozoite dans les globules rouges infectés.
C'est le phénomene d'ADCI (Antibody Dependent Cellular Inhibition), qui requiert
l'implication des monocytes sanguins non infectés. Leur récepteur Fcy-II entre en contact
avec la surface du mérozoite via l'anticorps cytophile et aboutit a la syntheése de certains

médiateurs toxiques.

Le TNFy est I'un de ces médiateurs qui va bloquer la division du stade érythrocytaire du
parasite. A la premicre infection par P.falciparum, les sujets ont des taux ¢levés
d'immunoglobulines non cytophiliques, IgG2, IgG4 et IgM mais ces anticorps n'induisent
pas de réponse immune et sont capables d'inhiber en cas de compétition I'effet protecteur

des IgGlet IgG3. Différents types d’anticorps interviennent : anticorps bloquant la
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pénétration intracellulaire des plasmodis, anticorps inhibant la croissance des parasites intra-
érythrocytaires, anticorps augmentant la phagocytose des hématies impaludées etc [67].

3.2.3. Immunité acquise a médiation cellulaire
Les réponses immunes a médiation cellulaire induites par I’infection a P. falciparum

peuvent protéger a la fois, contre les stades de développement pré-érythrocytaires et contre
les stades érythrocytaires du parasite [64]. De nombreuses cellules du systéme immunitaire
ont un impact important dans 1’acquisition de 1’immunité protectrice : les lymphocytes T,
les cellules NK, les neutrophiles, les macrophages/monocytes...

Ces cellules peuvent réagir en coopération avec les anticorps ou seules par des propriétés
fonctionnelles qui leur sont propres. Les lymphocytes T et les cellules NK seraient
suractivés, permettant ainsi une production de lymphokines et cytokines.

Celles-ci seraient a 1’origine du controle et de 1’activation d’autres cellules du systéme
immunitaire. Pour exemple, les cellules NK induiraient entre autre une activation primaire
en IFNy, un des facteurs principaux stimulant les macrophages, tandis que la deuxieme

vague de production d’IFNy serait plutot due aux cellules T [49].

VI. LUTTE CONTRE LE PALUDISME
1. La prise en charge correcte des cas

1.1. Prise en charge du paludisme simple a Plamodium falciparum
Pour faire face au risque d’une résistance de P. falciparum aux monothérapies et pour
améliorer 1’issue du traitement, les combinaisons thérapeutiques antipaludiques a base de
dérivés d’Artemisinine sont recommandées par ’OMS pour le traitement des cas de
paludisme simple a Plasmodium falciparum. Les combinaisons thérapeutiques
antipaludiques consistent a utiliser simultanément deux ou plusieurs schizonticides sanguins
ayant des modes d’action indépendants et donc des cibles biochimiques différentes chez
I’hématozoaire. Le concept est basé sur le potentiel qu’ont deux ou plusieurs schizonticides
administrés simultanément et ayant des modes d’action indépendants d’améliorer
I’efficacité thérapeutique et aussi de retarder 1’apparition d’une résistance contre chacun des
médicaments de [’association. L’artémisinine et ses dérivés (artesunate, artemether,
artemotil, dihydroartemisinine) entrainent une clearance parasitaire rapide et une disparition

rapide des symptomes.
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Ils réduisent le nombre d’hématozoaires d’un facteur de pres de 10 000 lors de chaque cycle
asexué, ce qui est plus que les autres antipaludiques courants (qui le réduisent d’un facteur
de 100 a 1000 par cycle). Il existe plusieurs combinaisons disponibles pour le traitement du
paludisme simple.
1.2. Prise en charge du paludisme grave a Plasmodium falciparum

En cas de paludisme grave, il est essentiel qu’un traitement antipaludéen efficace par voie
parentérale ou rectale soit administré sans délai et avec les doses complétes. Deux classes de
médicaments sont actuellement disponibles pour le traitement par voie parentérale du
paludisme grave : les alcaloides du quinquina (quinine et quinidine) et les dérives de
I’artemisinine (artesunate, artemether et artemotil).

La durée du traitement parentéral est de 24 heures au minimum, méme si le patient peut
prendre plus tot des médicaments per os. Un relai par voie per os avec les CTA doit prescrit

des que le sujet s’améliore [68-69].

2. Le traitement préventif intermittent

2.1. Traitement préventif intermittent chez la femme enceinte
Le paludisme lors de la grossesse constitue un probléme majeur de santé publique
comportant des risques considérables pour la mere, son feetus et le nouveau-né. Dans les
régions ayant un niveau d'endémicit¢ de Plasmodium falciparum modéré a fort,
'Organisation mondiale de la Santé (OMS) recommande un ensemble de mesures afin de
lutter contre le paludisme et ses effets au cours de la grossesse, parmi lesquelles on peut
citer le traitement préventif intermittent la Sulfadoxine-Pyrimethamine ( TPIp-SP) lors de
la grossesse. Le TPIp-SP consiste & administrer en observation directe sous forme de trois
comprimés de Sulfadoxine-Pyrimethamine (chaque comprimé contenant 500 mg/25 mg de
SP), pour un dosage requis total de 1500 mg/75 mg de SP. Ceci se faisant au 2™ et 3°™
trimestre de la grossesse. Une 3°™ dose est nécessaire si la femme enceinte est séropositive.
Cette stratégie est tres efficace est efficace pour prévenir I’anémie maternelle, le faible poids
de naissance et I’infection palustre placentaire [70].

2.2. Traitement préventif intermittent chez le jeune enfant et les enfants

d’age scolaire

Plus de 90% des cas de déces liés au paludisme surviennent en Afrique Sub-saharienne et
principalement chez les enfants. Pour réduire la morbi-mortalité due au paludisme chez les

enfants, ’OMS a recommand¢ la chimioprévention du paludisme saisonnier (CPS)
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auparavant appelée traitement préventif intermittent de 1’enfant (TPle), qui se définit
comme 1’administration intermittente de traitements complets par un médicament
antipaludique au cours de la saison du paludisme pour éviter la maladie [71]. L’objectif est
de maintenir des concentrations thérapeutiques en médicament antipaludique dans le sang
pendant toute la période ou le risque palustre est le plus ¢levé. La chimioprévention du
paludisme saisonnier (CPS) est recommandée en zone de forte transmission saisonni¢re du
paludisme dans toute la sous-région du Sahel. Un traitement complet d’Amodiaquine et de
Sulfadoxine-Pyriméthamine (AQ+SP) doit étre administré aux enfants agés de 3 a 59 mois a
intervalles réguliers d’un mois, en commencant au début de la saison de transmission et en
donnant au maximum quatre doses pendant celle-ci (dans la mesure ou les deux
médicaments conservent une efficacité antipaludique suffisante).

Plusieurs études réalisées en Afrique ont permis de montrer que la CSP est une stratégie
efficace qui permet de réduire la morbi-mortalité palustre. C’est ainsi qu’au Sénégal, une
¢tude réalisée par Cissé et al avait montré une réduction de 86% de I’incidence du
paludisme chez enfants sous traitement préventif intermittent saisonnier [6]. Tine et al
avaient montré un effet protecteur de 80% sur le paludisme et 40% sur I’anémie [72]. En
Tanzani, Schellenberg et al avaient montré un effet protecteur de 36% du traitement

préventif intermittent chez 1’enfant [7].

3. La lutte anti-vectorielle

3.1. Utilisation des moustiquaires imprégnées d’insecticides a longue
durée d’action
Les MILDA constituent 'un des moyens les plus efficaces dans la lutte contre le
paludisme. Vue leur importance dans la lutte, la couverture universelle a été¢ fortement
recommandée par ’OMS. C’est ainsi qu’en Afrique sub-saharienne le nombre de MILDA
distribuées est passée de 6 millions en 2006 a 88,5 millions et 145 millions entre 2008 et
2010. Le nombre de ménage possédant au moins une moustiquaire a augmentée passant de
6% en 2000 a 54% en 2013 [17].
Au Sénégal, 6 millions de MILDA ont été distribuées entre 2005 et 2010 et la possession
d’au moins une MILDA est passée de 20% en 2005 a 80% en 2009 et 82% en 2010. La
couverture universelle en MILDA initiée par le PNLP en 2008 a contribué¢ a réduire
fortement la morbi-mortalité [73].
3.2. La pulvérisation intra-domiciliaire d’insecticides a effets rémanent

(PII)
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Cette méthode de lutte anti-vectorielle est trés employée contre les anophéles adultes et est
efficace si les vecteurs sont hautement endophages et endophiles. La PII consiste a asperger
d’insecticides les murs et toits des concessions ainsi que les abris d’animaux dans les zones
impaludées en vue de réduire ou interrompre la transmission. Le choix de I’insecticide et sa
formulation doit tenir compte de la susceptibilité des vecteurs, de la nature des surfaces a
traiter et aussi de la rémanence du produit [74]. L’Organisation mondiale de la santé
recommande [’utilisation de quatre groupes d’insecticides que sont les organochlorés, les
organophosphorés, les carbamates et les pyréthrinoides [75]. L’efficacité de la PII dépend
de I’acceptabilité par les communautés mais aussi de la fiabilit¢ des équipements et du

personnel de terrain.

4. Stratégies des 3 T de I’organisation mondiale de la santé (OMS)

L’OMS a lancé en 2012 une nouvelle initiative dénommée 73: Tester, Traiter et Tracer dont
I’objectif est de soutenir les pays endémiques dans leurs efforts en vue d’atteindre la
couverture universelle grace aux tests de diagnostic et aux traitements antipaludiques ainsi
qu’en renforgant leur systeme de surveillance épidémiologique du paludisme.

Les pays endémiques devraient vérifier que tous les cas suspects de paludisme soient testés,
que tous les cas confirmés soient traités avec des médicaments antipaludiques de bonne
qualité et que la maladie soit suivie de maniére réguliere et précise grace aux systemes de

surveillance afin de guider les décisions politiques et opérationnelles.

4.1. Tester

Tous les cas suspects doivent étre confirmés par microscopie ou TDR avant traitement.

Tous les outils de diagnostic doivent étre aux standards de qualité requis a tous les niveaux
du systeme de santé¢.

L’intensification des tests de diagnostic pour le paludisme doit étre intégrée aux efforts

visant a améliorer le traitement des autres maladies fébriles.

4.2. Traiter

Apres le diagnostic de confirmation, chaque cas de paludisme P. falciparum non compliqué
devrait étre traité avec des CTA dont la qualité est assurée.

Tous les cas séveres de paludisme P. falciparum doivent étre traités avec de 1’artésunate
intraveineuse ou intramusculaire, suivie d’un traitement complet de CTA.

L’efficacité thérapeutique des antipaludiques doit faire 1’objet de contrdle régulier.
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4.3. Tracer

Les cas individuels doivent étre enregistrés aupres des établissements de santé.

Ceci permettra d’enregistrer les cas suspects, les résultats de test de diagnostic ainsi que les
traitements administrés.

Les pays en phase de controle du paludisme doivent signaler séparément les cas suspects,
présumés et confirmés et fournir un résumé qui rassemble les données mensuelles
concernant les cas de paludisme et le nombre de déces.

Les pays en phase d’¢limination doivent procéder a une étude complete pour chaque cas de

paludisme [76].

VII. EVALUATION DE LA LUTTE ANTIPALUDIQUE

Quelle que soit la méthode de lutte, son efficacité chez ’homme doit étre évaluée et
surveillée de manicre précise. Ne serait-ce que pour savoir si elles permettront d’éliminer ou
seulement controler le paludisme dans les zones ou elles seront appliquées
systématiquement.

L’enquéte paludologique envisage des composantes qui permettent de caractériser le

paludisme dans une zone donnée.
1. La zone écologique

La connaissance des populations dans leur contexte socio-économique et socio-culturel, les
¢tudes géo-climatiques, les moyens humains et financiers dont disposent les systemes de
santé sont des facteurs qui doivent étre pris en compte pour 1’élaboration des stratégies de

lutte [77].
2. La dynamique de la transmission

Le rythme et 'intensit¢ de la transmission du paludisme sont a étudier a travers des
enquétes entomologiques qui identifient les especes anophéliennes en cause, leur longévité,
leur infectivité, leur comportement trophique et 1’action 1étale des insecticides vis-a-vis de
ces especes. Le taux d’inoculation entomologique qui indique le nombre de piqlres
d’anopheles infectées que regoit I’homme par unité de temps est un indicateur de

transmission fiable [77].
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3. Les infections plasmodiales

Sur le plan parasitologique, la maniére la plus simple d’évaluer le poids du paludisme est
d’estimer la prévalence des infections plasmodiales, c’est a dire le nombre d’individus
infectés. On peut aussi estimer 1’incidence des infections, c’est a dire le nombre de
nouvelles infections par unit¢ de temps. Le résultat de ces évaluations dépend de la
sensibilité¢ de la méthode parasitologique utilisée et de la densité parasitaire. La densité
parasitaire moyenne et la multiplicité moyenne des infections, c’est a dire le nombre de
populations plasmodiales qui peuvent étre distinguées par génotypage dans un échantillon
de sang, sont d’autres indicateurs parasitologiques du poids du paludisme. L’estimation de
la prévalence peut reposer sur de nombreuses méthodes de détection des infections

plasmodiales [11].

Tableau II: Méthodes de détection des infections plasmodiales
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3. La réponse immune

La sérologie a un intérét particulier pour évaluer rétrospectivement 1’exposition au
paludisme. Les réponses anticorps durent plus longtemps que les infections plasmodiales
qui les provoquent. Par ailleurs, dans les situations de faible endémie, la recherche des
anticorps antiplasmodiaux est beaucoup plus rapide et moins laborieuse que la recherche des
infections plasmodiales. Enfin, en phase d’élimination, lorsque les infections plasmodiales
sont exceptionnelles ou inexistantes, ou dans le cadre de la lutte anti-vectorielle, I’analyse
des réponses anticorps dirigées contre des antigenes de salive de vecteurs pourrait permettre
d’évaluer le contact homme -vecteur, c’est a dire le niveau de risque ou I’efficacité de la

lutte [11].
4. Morbidité et mortalité liées au paludisme

La connaissance de I’impact réel du paludisme sur la santé des populations passe par des
¢valuations fiables de la morbidité et de la mortalité liées a cette épidémie.

Ces évaluations peuvent s’appuyer sur des criteres précis d’identification des cas et doivent
étre exprimées selon les facteurs temps, lieu, population a travers un systeme de

surveillance épidémiologique et par des enquétes spécifiques [77].
5. Chimio-sensibilité de Plasmodium falciparum

Les ¢études de chimio-sensibilité sont indispensables pour surveiller I’évolution du niveau de
sensibilité des souches locales de P.falciparum vis-a-vis des antipaludiques, permettant ainsi
dans la définition des stratégies de lutte médicamenteuse de choisir les antipaludiques et

d’en moduler les posologies selon les situations épidémiologiques [77-78].
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CHAPITRE 2 : PATIENT
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1. Cadre d’étude

Notre travail de theése a €té réalisé au niveau des zones Sud et Centre du Sénégal. Dans la
zone Sud, ’étude a été réalisée au niveau des districts sanitaires de Vélingara, Saraya et
Tambacounda. Dans la zone Centre, I’étude a été conduite au niveau du district sanitaire
NDoffane situé dans la région de Kaolack.

Le district sanitaire de Vélingara est localisé dans le Sud-Est du Sénégal a 500 km de Dakar.
Vélingara est limité au Nord par la Gambie, au Sud par la Guinée Conakry et la Guinée
Bissau, a 1’Ouest par le département de Kolda et a I’Est par le département de
Tambacounda. Ce district couvre une superficie de 5435 km? pour une population estimée a
264,044 habitants. Ce district couvre 16 postes de santé et 31 cases de santé. L’étude a été
menée au niveau du poste de santé de Bonconto situ¢ a 25 km du centre de santé. Ce poste
de santé est tenu par un infirmier d’état et compte 8 cases de santé qui sont tenus par des
agents de santé communautaires.

Le District Sanitaire de Saraya est situ¢ au Sud-Est du Sénégal, dans la région de Kédougou.
Il est limité a I'Est par la République du Mali, a I'Ouest par le département de Kédougou, au
Nord par le département de Goudiry et au Sud par la République de Guinée. Le climat est de
type soudano sahélien avec deux saisons : une saison seche de Décembre a Mai et une
saison pluvieuse de Juin a Novembre.

Le district sanitaire de Tambacounda est situé au Sud du Sénégal, il est frontalier de la
république de Gambie. Sa superficie est de 11416 Km®. Le climat est de type Soudano-
guinéen, avec une pluviométrie annuelle supérieure & 1000 mm’.

Le district sanitaire de Ndoffane est situ¢ dans la région de Kaolack a 30 km de la capitale
régionale. Ce district couvre une superficie est de 1387 Km 2. Il est limité au Nord par les
districts de Kaolack et de Guinguinéo, au Sud par le district de Nioro, a I’Est par le district

de Mbirkilane et a I’Ouest par le district de Passy. Ce district couvre 14 postes de santé et
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78 cases de santé¢ dont 49 fonctionnelles. La présente étude a été menée au niveau du poste
de santé de Lamarame, localisé dans la communauté rurale de Keur Socé. La communauté
rurale de Keur Socé est située a 17 Km au Sud de Kaolack. Elle comporte deux postes de
santé¢ (poste de santé de Keur Socé et de Lamarame) tenus par des infirmiers d’état. Ces
postes de santé desservent 71 villages pour une population totale estimée a 30 000 habitants.
Dans ces deux zones (Centre et Sud), le paludisme est endémique a recrudescence
saisonniere. Plasmodium falciparum est la principale espéce plasmodiale retrouvée et
Anopheles gambiae est le principal vecteur avec un taux d’inoculation entomologique plus
important au Sud (100- 200 piqlres/homme/an) contre 9 — 12 piqures/homme/an dans la
zone centre (Konaté et al, données non publiées). La transmission étant plus longue au Sud
avec une durée de 6 mois (Juin-Novembre).

Plusieurs activités de promotion de la survie de I’enfance sont menées dans ces zones: suivi
nutritionnel, supplémentation en vitamine A et en fer, campagne de déparasitage de masse
par le Mébendazole, distribution de moustiquaires imprégnées d’insecticides.

L’¢étude sur I’évaluation séro-épidémiologique a ¢été réalisée au niveau de Kaolack et
Vélingara. Les études sur les effets immunologiques de la chimioprévention du paludisme

saisonnier ont ¢té réalisées dans la zone Sud (Vélingara, Saraya et Tambacounda).
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Figure 1 : Les différents sites d’étude
2. Type et période d’étude

— Objectif spécifique N°1: Etude sur I’évaluation séro-épidémiologique du

paludisme a Plasmodium falciparum au Sénégal

Nous avons réalis€¢ une enquéte transversale ¢valuant la séro-épidémiologie du paludisme a
Vélingara et Keur Socé entre Septembre et Octobre 2010 plusieurs années aprés mise en
place des différentes stratégies de lutte contre le paludisme.
Les mesures de lutte mises en ceuvre par le programme sont représentées par la prise en
charge des cas de paludisme simple utilisant les TDR et les ACT; le traitement préventif
intermittent chez la femme enceinte par la SP et la couverture universelle en MIIL.
L’aspersion intra-domiciliaire est uniquement appliquée au niveau du district sanitaire de
Vélingara.
— Objectif N°2 : Etude de ’impact la chimioprévention du paludisme saisonnier
(CSP) avec la Sulfadoxine-Pyrimethamine (SP) et I’Amodiaquine (AQ) sur le

statut immunitaire des enfants vivant au Sud du Sénégal

Deux ¢tudes ont €té réalisées pour 1’atteinte de cet objectif :

e Potentiel impact de la Chimioprévention du Paludisme Saisonnier (CPS) sur
P’acquisition des anticorps anti-GLURP et anti AMAI chez les enfants vivant au Sud
du Sénégal : Une étude transversale a ¢été conduite en 2010 chez enfants de moins de 10
ans vivant au niveau des districts sanitaires de Vélingara, Saraya et Tambacounda 3 ans
apres la mise en ceuvre de la CPS (2007). Les districts sanitaires de Vélingara et Saraya
représentaient les districts d’intervention (SMC positif) ou le traitement préventif
intermittent saisonnier avec une dose unique de Sulfadoxine-Pyrimethamine (SP) et 3
doses d’Amodiaquine (AQ) était administré aux enfants de moins de 10 ans. Le district

sanitaire de Tambacounda représentait le district controle.

o Effets immunologiques de la chimioprévention du paludisme saisonnier (CPS) avec la
Sulfadoxine-Pyrimethamine (SP) et I’Amodiaquine (AQ) chez les enfants de moins de

10 ans vivant a Vélingara : Une enquéte transversale avant (2010) et apres (2011) mise
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en ceuvre de la CPS a été réalisée au niveau du district sanitaire de Vélingara. Cette
¢tude qui s’inscrit dans le cadre d’un essai communautaire randomisé a été réalisée en
Octobre 2010 chez des enfants de moins 10 ans chez qui le traitement préventif
intermittent saisonnier avec une dose unique de Sulfadoxine-Pyrimethamine (SP) et 3
doses d’Amodiaquine (AQ) a ét¢ administré entre Octobre et Novembre 2010. Une
enquéte transversale (baseline) a été réalisée en Octobre 2010 et une autre enquéte
transversale a été conduite en Septembre 2011 dans le but d’évaluer les potentiels effets

de la stratégie sur ’immunité des enfants.

3. Population d’étude

Etaient inclus dans ces études, les enfants d’age inférieur ou égal a 10 ans résidant dans la
zone d’étude ou y ayant sé¢journé pendant au moins 6 mois et les enfants dont le parent ou
le représentant légal avait donné son consentement libre et éclairé.

Tout enfant dont le parent ou la personne responsable avait exprimé un refus ou tout enfant

souffrant d’'une maladie grave n’était pas inclus dans 1’étude.

4. Collecte de données

4.1. Outils de collecte

L’outil de collecte de données était représenté par la fiche d’enquéte destinée a recueillir les

informations sociodémographiques, cliniques et biologiques des patients.

4.2. Variables collectées

Les variables sociodémographiques et cliniques telles que 1’age, le sexe, le poids, la taille, le
statut nutritionnel, I’utilisation ou non de moustiquaires imprégnées d’insecticides, le lieu de
résidence et la température axillaire étaient collectées.

Les variables biologiques collectées étaient la densité parasitaire, 1’espece plasmodiale en
cause en cas de goutte €paisse positive, le taux d’hémoglobine, et le titre des anticorps anti-
MSP1 4, anti-AMA1, anti-GLURP_RO et anti-CSP.

5. Examens au laboratoire des prélévements
5.1. Goutte épaisse et frottis sanguin :

Pour la goutte, du sang capillaire était prélevé et déposé au milieu d’une lame de verre. A
I’aide du coin d’une seconde lame, on exécutait un mouvement en spirale durant 2 minutes

afin de favoriser la défibrination et d’obtenir un étalement homogéne de 5 mm de diamétre
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environ. La goutte épaisse était en ensuite séchée a 1’é¢tuve entre 38 — 40°C ou a la
température ambiante pendant 24 heures.

On a procédé¢ ensuite a la déshémoglobinisation de la goutte. Puis la goutte était colorée a
I’aide d’une solution de Giemsa diluée a 10%. La lecture a ét¢ faite au microscope optique a
I’objectif 100 a immersion.

La parasitémie était ensuite déterminée apres avoir compté 200 leucocytes et exprimée en
nombre de parasites par uL de sang selon la formule suivante : nombre de parasites comptés
x 8000 /200.

Pour le frottis sanguin, deux microlitres de sang ont été déposés sur une lame de verre. Une
seconde lame de verre €tait posée a environ 45° sur la premiere lame au niveau de la goutte
de sang. Le sang doit fuser le long du bord de la lame puis est étalé par un geste rapide vers
I’extrémité de la premicre lame. Le frottis était séché rapidement afin de ne pas altérer les
hématies qui devaient étre jointives sans se chevaucher.

La lecture du frottis a été ensuite réalisée au microscope optique au grossissement 100.

L’examen du frottis sanguin avait permis d’identifier I’espece parasitaire en cause.

5.2. Dosage des immunoglobulines par la méthode ELISA

a. Choix des antigenes
— Circum Sporozoite Protein (CSP): c’est une protéine recombinante de 60 KDa,
produite a partir d’une souche Escherichia coli. Elle est codée par les acides aminés en

position 19 —411. La solution mére dosée a 0,86 mg/ml

— Merozoite Surface Protein (MSP1_4,): c’est une protéine recombinante de 33 Kda
provenant de la souche 3D7 de Pf. Elle est produite a partir d’une souche
Uganda-Palo-Alto et exprimée dans un systéme d’Escherichia coli. La solution mére

est dosée a 0,90 mg/ml.

— Apical membrane Protein (AMA1): c’est une protéine recombinante produite a partir
d’une souche de Pichia Pastoris (champignon de la classe ascomycete). La protéine
produite représente I’ectodomaine complet d’AMA1 allant des acides aminés 25 a 545.

La Solution mére dosée a 3 mg/ml.
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— Glutamate Rich Protein (GLURP_RO): La protéine recombinante a été produite a partir
de la souche parasitaire F32 et exprimée dans Escherichia Coli. GLURP RO est

nativement codée par les acides aminés 24-489.

b. Extraction du sérum a partir du papier buvard
Le sérum a éte extrait a partir des prélevements de sang sur papiers buvards gardés a +4°C
suivant la procédure décrite par Corran et Drakeley [79-80]. En résumé, il s’agissait de
découper approximativement 3,5 mm de diametre (équivalent a 1,5ul de sérum) de chaque
papier buvard imprégné de sang et le déposer dans un tube Eppendorf sec. Ensuite, on
ajoute 300ul de 1XPBS/tween 20 (0,5%) dans chaque tube contenant un morceau de papier
buvard préalablement découpé (3,5mm de diametre). Le mélange a été ensuite incube
pendant toute la nuit & +4°C avec une légere agitation. Aprés on a récupéré 1’éluat dans un

nouveau tube de 1,5ml pour faire I’ELISA.

c. ELISA

Le titrage des anticorps dirigés contre les antigénes de P.falciparum AMA-1, MSPI,
GLURP RO et CSP a ¢été mesuré par ELISA indirect. Les plaques ont ¢été sensibilisées
pendant toute une nuit avec les antigénes (AMAI, MSP1 42, GLURP R0 et CSP) dilués au
1/1000 dans du tampon de dilution préalable préparé. Apres sensibilisation, les plaques ont
été incubées a 4°C pendant toute une nuit. Apres trois lavages successifs, les plaques ont été
bloquées avec une solution de lait écrémé 1% pendant 1h a 37°C. Aprés 3 lavages, on a
ajouté 100 pl de chaque €luat dans deux puits successifs et on a incubé chaque plaque a une
température de 37°C pendant 1h.

Pour chaque plaque, trois types de controle ont utilisés : deux puits sans sérum mais avec
I’anticorps secondaire pour mesurer la fixation non spécifique, deux puits avec le sérum
d’un sujet n’ayant jamais ét€ en contact avec le plasmodium (control négatif) et deux puits
avec un sérum d’un individu ayant une forte production d’anticorps anti-AMA-1, anti-
MSPI, anti-GLURP ou anti-CSP (controle positif). Par la suite, trois lavages ont été
effectués avant 1’incubation par I’anticorps secondaire (Goat Anti-human IgG) pendant 30
mn a température ambiante. Apres trois autres lavages, la révélation a été effectuée en
ajoutant 100ul de Tétramethyl benzoide (TMB one) puis on a incubé a I’abri de la lumiere

et a température ambiante pendant 30 mn.
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La réaction est enfin arrétée en ajoutant 50 pl d’acide chlorydrique diluée (HCI) et
immédiatement apres, la lecture a 450 nm contre un filtre référence de 650 nm est réalisée
avec un lecteur ELISA TECAN SUNRISE.

Apres lecture de la plaque ELISA, la densité optique moyenne (DO) de chaque échantillon
est déterminée a partir des duplicates. Le résultat était ensuite converti en unité arbitraire
(UA) pour réduire les écarts selon la formule :

UA de I’échantillon = [(InDO échantillon) — In (DO du Contréle négatif) / In(DO du
Controle positif) — In(DO du négatif)] x 100 [81]. On calcul la moyenne des DO pour

chaque échantillon, puis soustraire de cette moyenne la valeur des blancs.

d. Dosage taux d’hémoglobine

L’appareil HeamoCue analyzer 301 a permis de déterminer rapidement et facilement le taux

d’hémoglobine dans le sang a 1’aide d’une cuvette contenant un réactif sec.

6. Traitement des sujets

Les sujets qui avaient un TDR positif, recevaient systématiquement un traitement
antipaludique conformément aux recommandations du programme national de lutte contre

le paludisme. En cas d’anémie, une supplémentation en fer était mise en route.
7. Saisie et analyse des données

Les données ont été saisies avec le logiciel Excel et 1’analyse étaient faite avec le logiciel
Stata 12. Les variables quantitatives ont été décrites en termes de moyennes et d’écart type.
Des comparaisons inter-groupe étaient effectuées en utilisant un test ANNOVA ou le test t
de Student apres vérification des conditions d’application de ces tests. Lorsque ces tests
n’¢taient pas applicables, le choix était porté sur les tests non paramétriques (Man withney,
Kruskall Wallis). Pour les variables qualitatives, une description en termes d’effectif et de
pourcentage de données €tait effectuée. Le seuil de signification des tests était fixé a 5%.

Pour I’analyse des données sérologiques, qualitativement un individu est considéré comme
positif lorsque sa réponse est supérieure a celle de la moyenne des négatifs plus deux fois

I’Ecart type.

8. Considérations éthiques

La participation a 1I’étude était libre et volontaire. Ce protocole a obtenu I’approbation du

Comité National d’Ethique pour la Recherche en Sant¢ du Sénégal. Cette étude a été
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enregistrée au niveau de Pan African Clinical Trial Registry. Trial registration number :

PACTR201305000551876.

CHAPITRE 3: RES 36




Etude 1 : Evaluation séro-épidémiologique du

nalndisme a Plasmodium falcinarum an Séenéeocal
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Les résultats de cette étude ont fait I’objet d’un article publié dans la revue Malaria

Journal.

1. Résumé

Introduction : Au Sénégal, le renforcement des stratégies de lutte contre le paludisme a
permis une réduction considérable du fardeau de la maladie. Devant cette baisse de la
prévalence, la pré-¢limination est envisagée dans certaines zones. Il devient ainsi important
de mettre en place des outils de surveillance plus sensible tels que la sérologie en
complément aux techniques de surveillance classiques (microscopie). Ceci dans le but de
mieux documenter 1’impact des stratégies de lutte sur la transmission et sur 1’acquisition de
I’immunité.

Méthodologie : Une enquéte transversale évaluant la séro-épidémiologie du paludisme a
Vélingara (Sud) et Keur Socé (Centre) chez les enfants de moins de moins de 10 ans a été
réalisée en Septembre et Octobre 2010. Des gouttes €paisses et frottis sanguins ont permis
de mesurer la prévalence parasitaire. Des confettis ont été réalisés pour mesurer les
anticorps anti-CSP, anti-AMA1 et anti-MSP1_4, par la méthode ELISA.

Résultats : Au total 1875 enfants de moins de 10 ans ont ét¢é inclus (866 a Vélingara et 999
a Keur Socé¢). L’age moyen des patients était de 4,24+2. La prévalence du paludisme a
Plasmodium falciparum était de 4,99%. En fonction de la zone, la prévalence était de 10,3%

a Vélingara et de 0,3% a Keur Socé. 17,37% des cas de fievre était associés au paludisme

[OR=1,81; CI (1,13 - 2,91)]. La séroprévalence des anticorps anti-AMA1, anti-MSP1 et

anti-CSP était respectivement de 38,12%, 41,55% et de 40,38%. En fonction de la zone, la
séroprévalence de ces anticorps était plus importante a Vélingara comparée a Keur Socé
(p<107). L’age, la zone de résidence et le portage ou non de Plasmodium falciparum étaient
facteurs influengant la production d’anticorps.

Conclusion : L'utilisation de marqueurs sérologiques peut contribuer a améliorer la
surveillance du paludisme dans les zones ou la transmission du paludisme est basse. Cette
¢tude a fourni des informations de base sur la situation de séro-épidémiologique du
paludisme au Sénégal et peut contribuer a l'identification des hots spots afin de concentrer

les efforts d'intervention.

2. Manuscript
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Etude 2: Potentiel impact de 1a Chimioprévention du
Paludisme Saisonnier (CPS) sur ’acquisition des anticorps
anti-GLURP_RO0 et anti AMALI1 chez les enfants vivant au
Sud du Sénégal
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Les résultats de cette étude ont fait I’objet d’un article publié dans la revue American

Journal of Tropical Medicine and Hygiene.
1. Résumé

Introduction : La chimioprévention du paludisme saisonnier (CPS) est une stratégie
visant a réduire la morbi-mortalité liée au paludisme chez les enfants vivant au niveau
des zones ou la transmission du paludisme est saisonniere et hyper-endémique. Elle se
définit comme étant ’administration de doses curatives d’antipaludiques durant la saison
de transmission du paludisme. Toutefois, cette stratégie semble retardée 1’acquisition de
I’immunité. L’objectif de cette ¢tude était d’¢tudier 'impact de cette stratégie sur
I’acquisition des anticorps anti-GLURP_RO et anti-AMA.

Patients et Méthodes : Une enquéte transversale a ¢té réalisée en 2010 chez les enfants
de moins de 10 ans dans les districts sanitaires de Saraya, Vélingara (zone CPS avec la
Sulfadoxine-Pyrimethamine (SP) et 1’Amodiaquine (AQ) utilisée depuis 2007) et
Tambacounda (zone contrdle). La production des IgG anti-Glutamata Rich Protein RO
(GLURP_RO) et Apical Membrane Protein 1 (AMA1) a été mesurée par la méthode
ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay).

Résultats : Au total 1578 enfants de moins de 10 ans ont été inclus dans 1’étude. La
mesure des IgG a été réalisée que sur 372 enfants (186 dans le groupe intervention et
186 dans le groupe contrdle). L’age moyen des enfants dans le groupe intervention était
de 6,2 ans et de 6,3 ans dans le groupe contrdle. La production des anticorps était plus
importante dans la zone contrdle comparé a la zone intervention (GLURP_ RO p<107~ et
AMAT1 p=0,001). Le pourcentage de sujets répondeurs était plus important dans la zone
controle comparée a la zone intervention mais sans différence significative
[GLURP_RO (22,2% versus 14,4% ; p=0,06), AMATI (45,6% versus 40% ; p=0,24].
Conclusion : Les résultats de cette ont montré que la chimioprévention du paludisme
saisonnier avec la Sulfadoxine-Pyrimethamine (SP) et I’Amodiaquine (AQ) a un impact
limité sur le développement de I’immunité acquise contre le paludisme a Plasmodium
falciparum par une baisse de la production des anticorps anti-GLURP RO et anti-
AMAL.

2. Manuscript
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Etude 3: Effets immunologiques de la
Chimioprévention du Paludisme Saisonnier (CPS)
avec la Sulfadoxine-Pyrimethamine (SP) et
I’Amodiaquine (AQ) chez les enfants de moins de 10
ans vivant a Vélingara
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Résumé

Introduction : Dans les pays en développement les enfants sont les plus touchés par le
paludisme. Dans le souci de renforcer la lutte contre le paludisme chez les enfants, la
chimioprévention du paludisme saisonnier a ét¢ recommandée par I’OMS. Cette stratégie
s’est révélée tres efficace dans la prévention du paludisme et ses complications. L’objectif
de cette étude était d’évaluer les effets immunologiques de cette stratégie chez les enfants
de moins de 10 ans vivant au Sud-Est du Sénégal.

Patients et Méthodes : Cette ¢étude a été réalisée dans le cadre d’un essai communautaire
randomisé évaluant I’impact du traitement préventif intermittent saisonnier avec une dose
unique de Sulfadoxine-Pyrimethamine (SP) et 3 doses d’Amodiaquine (AQ). Une enquéte
transversale a été réalisée en Octobre 2010 (baseline) et une autre enquéte un an apres
intervention (Septembre 2011) dans le but d’évaluer I’impact de la stratégie sur I’'immunité
des enfants. La prévalence du paludisme a ét¢ mesurée par goutte €paisse et frottis sanguin.
Des confettis ont été réalisés pour mesurer les IgG anti-MSP1 4, et anti-AMA1 par ELISA.
Une régression logistique a été faite pour I’analyse des facteurs associés a la production
d’anticorps.

Résultats : Au total 1611 enfant moins de 10 ans ont été inclus dans cette étude (866
enfants en 2010 et 745 enfants en 2011). Avant intervention, la prévalence du paludisme
¢tait de 10,39% et aprés intervention, cette prévalence était de 5,03%. Les résultats ont
montré une diminution de la production des IgG anti-MSP1 et anti-AMA entre 2010 et
2011. Le pourcentage de sujets producteurs d’anticorps anti MSP1 et anti AMA1 était
plus importante en 2010 comparée en 2011. La séroprévalence des anticorps anti-AMALI et
anti-MSP1 augmente avec 1’age et le portage de Plasmodium falciparum. Par contre, elle
diminue en fonction de la zone et de la période d’étude et est indépendamment associée a la
séropositivite.

Conclusion : Les résultats de cette étude ont montré que la chimioprévention du paludisme
saisonnier est une stratégie efficace pour la prévention du paludisme de I’enfant. Cette
stratégie nécessite d’étre renouvelée chaque année dans les zones de forte endémicité pour
¢viter une recrudescence des cas de paludisme. D’autre part, la CPS entraine une réduction
de la production des anticorps qui sont associés a la protection contre le paludisme.

Les résultats de cette étude ont fait I’objet d’un manuscript soumis dans la revue Malaria
Journal.
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1. Abstract

Background: In developing countries, malaria is still a major public health problem and
children are the most affected individuals. In order to strengthen malaria control, new
intervention such as Seasonal Malaria Chemoprevention (SMC) has been developed. This
strategy is very effective in preventing malaria clinical episodes but its effect on children’s
immunity is not well documented. This study aimed to assess the immunological effects of
SMC among children under 10 years living in the southern part of Senegal (Velingara).
Methods: The study was nested in a cluster randomized trial aiming at assessing the impact
of SMC with a single dose of Sulfadoxine-Pyrimethamine (SP) and 3 doses of Amodiaquine
(AQ). Two cross-sectional surveys were carried out at baseline (October 2010) and a year
after intervention period (September 2011) to assess the effect of SMC on children's
immunity. Thick and thin blood smears were used to assess malaria parasiteamia
prevalence. Blood was collected on filter paper for serological measurement by ELISA was
used to measure IgG anti-MSP1 4, and anti-AMAI. Logistic regression analysis was
performed to assess factors associated with the production of antibodies.
Results: A total number of 1611 children under 10 were included in the surveys (866
children in 2010 and 745 children in 2011). Malaria prevalence was 10.39% at baseline
(2010) and 5.03% after intervention (2011). Seroprevalence of anti-MSP1 4, anti-AMALI
antibodies was higher in 2010 compared to 2011 providing a significant reduction of IgG
production at 11.4 AU (95%CI [8.3-14.4]) for MSP1_4, and 7.2 AU (95%CI [4.5-9.9]) for
AMAL1. Seroprevalence increased with age and Plasmodium falciparum carriage while it
decreased according to the area and the study period.
Conclusion: SMC is an effective strategy for malaria prevention in children under 10 years.
The strategy can as well induce a decrease of IgG anti-AMA1 and anti-MSP1_4, which are
associated with the protection against malaria. Consequently this strategy needs to be
renewed each year in areas where malaria is highly seasonal to avoid a resurgence of
malaria, while promoting the use of other antimalarial interventions.
Keywords: Malaria, Plasmodium falciparum, SMC, Children, Immunity, Senegal
Trial registration number: PACTR201305000551876 (www.pactr.org)

2. Background

Malaria remains a public health problem despite all the efforts made to control the disease.

Over 80% of malaria cases and 90% of malaria deaths occur in Africa and mainly in
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children [1]. In order to strengthen the fight against malaria in children, a new preventive
strategy was recently developed: intermittent preventive treatment currently named as
Seasonal Malaria Chemoprevention (SMC). This strategy is defined as the administration of
therapeutic doses of antimalarial drugs at monthly intervals during the malaria transmission
period in areas where malaria i1s endemic. Several studies in Africa have shown the
effectiveness of this strategy in reducing malaria morbidity and mortality in children. In
Senegal, Cissé et al showed 86% of reduction in the incidence of malaria among children
who received seasonal intermittent preventive treatment [2]. A study in Mali showed a
protective efficacy of IPT of 67.5% against clinical malaria episodes [3]. In Ghana, Kweku
et al (2008) found an efficacy of 69% in terms of reducing malaria incidence [4]. In
Tanzania, Schellenberg et al showed a protective effect of 36% of intermittent preventive
treatment in children [5]. In view of these encouraging results, the WHO adopted in March
2012, intermittent preventive treatment currently called Seasonal Malaria Chemoprevention
(SMC) as a preventive strategy for malaria in children in the Sahelian and sub-Sahelian
regions of Africa [6,7].

This strategy is certainly effective, but it may induce an effect on immunity by reducing
production of protective malaria antibodies such as anti-MSP1 4, and anti-AMAIL.
Immunization with these antigens provides protection against malaria. Several studies have
shown that IPT in children leads to a decrease of the production of protective antibodies
against malaria [8,9].

This study was conducted to assess the immunological effects of SMC with Sulfadoxine-
Pyrimethamine and (SP) and Amodiaquine (AQ) in children under 10 living in the south-

eastern part of Senegal (Velingara).

3. Methods

Study area
This study was carried out in Velingara health district. Velingara health district is located in
the South-eastern part of Senegal, 500 km from the capital city of Dakar. In this district the
study was conducted in Bonconto health post headed by a nurse and has 8 functional health
huts staffed with community health workers, serving a total population of 10,016

inhabitants. In this area malaria transmission is seasonal. It occurs during the rainy season
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(from July to November) with a peak in between October to November. Plasmodium
falciparum is the most predominant parasite species. Malaria control strategies implemented
by the National Malaria Control Program were represented by the case management of
uncomplicated malaria cases using RDTs and ACTs; intermittent preventive treatment in
pregnant women; universal coverage of long lasting insecticide treated net and indoor
residual spraying.
Study design

The study was nested in a cluster randomized trial aiming at assessing the impact of SMC
with a single dose of Sulfadoxine-Pyrimethamine (SP) and 3 doses of Amodiaquine (AQ)
on the incidence of malaria clinical episodes, malaria parasitaemia and anaemia prevalence
at the end of the transmission season. Children in the intervention area were assigned to
SMC plus community case management of malaria (CCm) while in the control area children
had only access to CCm. Details for the cluster randomized trial procedures are describe
elsewhere [10]. For the immunological assessment, a controlled before and after study
design was used. Thus, two cross sectional surveys were conducted, one at baseline in
October 2010 and a second survey at the end of the intervention period in September 2011.
Ends points included (i) sero-prevalence of anti-MSP1 4, from baseline to end line both in
intervention and control areas, (ii) sero-prevalence of anti-AMA1 from baseline to end line
both in intervention and control areas, (ii1) malaria parasiteamia prevalence at cross

sectional surveys.

Data collection method
A questionnaire was administered to collect individual’s socio-demographic data (age,
gender, weight, height, area of residence), clinical information, and access to antimalarial
interventions such as bed net. Anthropometric data were collected as previously described
[11]. Blood samples were collected using finger prick blood for malaria diagnostic,
heamoglobin and antibody measurement. Haemoglobin level was measured using Hemo-
Cue machine (Hemocue® Hb 301). Anemia was defined as Hb concentration below 11 g/dl.
Evaluation of anti-Plasmodium falciparum 1gG antibodies by ELISA
Three drops of blood were collected onto Whatman 3MM filter paper, which was sealed and
stored dry with desiccant at room temperature. Reconstituted sera were obtained from filter

paper bloods spots described elsewhere [12, 13].
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Sera were tested for anti-MSP1 4, IgG antibodies and anti-AMA1 IgG antibodies by
indirect ELISA. Apical membrane antigen (AMA1) was from the Pichia pastoris expressed
ectodomain of Plasmodium falciparum FVO strain comprised amino acids 25-545 [14].
MSP1 4, protein was from the C-terminal MSP1 4, amino acid sequence of the Uganda-
Palo Alto (FUP) P. falciparum isolate expressed in Escherichia coli (Ec) system [15].
Samples were also tested on freeze thawed P. falciparum Schizont Extract (concentration of
1 x 108/ml), which was coated onto ELISA plates at 1/500.
Briefly, 96 well ELISA plates were coated with 100 ul/well of 0,1 pl/well of MSP1 antigens
and 0.026 ul/well of AMAI1 in coating buffer (1.59 g Na,CO3, 2.93 g NaHCO3, 1 liter
distilled water, pH 9.4) The plates were incubated overnight at 4°C. After incubation, plates
were washed at three times using PBS (5.7 g NaH,PO,, 16.7 g Na,HPO,4,85 g NaCl in 1 liter
distilled water) plus 0,05% Tween 20 (PBS/T) and blocked with 1% (w/v) skimmed milk
power in PBS/T for one hour at 37°C. Eluates were removed from 4°C just before use.
Following three more washes, eluates were dilued at a ration 1/100 in PBS/T and added 100
ul in duplicate in a well plate.
For each plate three types of control were used: deep well without serum but with a second
antibody to measure the non-specific binding, pool of sera from patients with Plasmodium
falciparum malaria (positive control) and pool of sera from non-infected subjects (negative
control) from Copenhagen. Plates were incubated one hour at 37°C. After three more
washes, 100 ul of horseradish peroxidase-conjugated rabbit anti-human IgG
(SouthernBiotech ®) (1/5000 in PBS/T) was added to all wells.
After incubation for one hour at 37°C, plates were developed with TMB/E (Upstate”,
Chemicon® et Linco®, Millipore) as substrate for 30 minutes at room temperature and the
reaction was stopped by the addition of 50 pl/well of 2 M H,SO,. Optical density was read
at 450 nm against a 620 nm with an ELISA TECAN SUNRISE reader.

Statistical methods
Sample size calculation: For each cross sectional survey the total number of children to
examine was calculated at 800, based on a prevalence of malaria parasitaemia at 20% in the
study area (Senegal MIS 2009) a confidence level at 95% with a precision of 5%, power
level at 90% and assuming a percentage of 20% of withdrawal.
Data management and data analysis: Data were entered in Excel software and analysis
was performed using Stata software version IC 12 software. For serological assessment, the

optical density was obtained by subtracting the average OD of duplicate wells from that of
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the corresponding blank wells. Values were converted into arbitrary units (AUs), as
previously described [16]. Quantitative variables were described in terms of means,
standard deviation. Inter group comparisons were done using ANNOVA test or Student ¢
test where appropriate; otherwise non parametric tests such as Man withney or Kruskall
Wallis) were used. For descriptive data, percentage was used to each outcome. Antibodies
sero-prevalence was calculated and expressed by percentage with their 95% confidence
intervals. Proportions were compared using chi-square test or the Fisher exact test
(univariate analysis). A stepwise logistic regression analysis was done to assess factors
associated with P.f antibodies carriage. Significance level of the different tests was set at
5%.
Ethical considerations

Inform consent was required prior the participation in the study. Ethical approval was
obtained from the Senegalese National Ethical Committee (Conseil National d’Ethique et de
Recherche en Santé). Approval number 027/MSP/DS/CNRS, 18/03/2010. The study was
registered at the Pan African Clinical Trial Registry: registration number:

PACTR201305000551876.

4. Results

Baseline characteristics of study population

A total of 1611 children under 10 were included in this study (866 children in 2010 and 745
children in 2011); 450 children in 2010 and 470 children in 2011 received SMC while 416
children were included in control area in 2010 and 275 children in 2011.

The mean age of participants was 4.5+ 2,7years and 4.02+ 2.3 respectively in 2010 and in
2011. The study population was mainly represented by children above 5 years (60.64%) in
2010 and children less than 5 years (56.16%) in 2011. The sex ratio was 0.95 in 2010 and
1.01 in 2011.

The mean hemoglobin level was 8.5+3.4 ¢ / dl and 9.3%£1.8 g / dl in 2010 respectively in
2010. The prevalence of anemia (Hb < 11 g/dl) was 77.14 % in 2010 and 77.81% in 2011.
Prevalence of stunting, underweight and wasting in 2010 was respectively 35.44%, 26.65%

and 10.51%. In 2011, stunting, underweight and wasting represented 33.02%, 27.66% and
10.08%. (Table 1)
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Malaria prevalence
The overall prevalence of P. falciparum carriage was 10.39% in 2010 and 5.03% in 2011.
Depending on the area, P. falciparum carriage was 11.78% in the control zone and 9.11% in

SMC zone 2010 (baseline). The difference was not significative (p = 0.19).

In 2011, P. falciparum carriage was 3.27% in the control area and 6.03% in the intervention

area (p = 0.09). (Figure 1)

Anti-plasmodium IgG responses
In 2010 the mean production of IgG antibody anti-MSP1 4 and IgG anti-AMA1 was
respectively 23.2 AU and 17.2 AU while in 2011 it was 11.8 AU and 9.9 AU respectively
for IgG anti-MSP1 4, and IgG anti-AMAL.
Comparing 2010 and 2011, the results of this study showed a decrease of IgG anti-MSP1 4,
and IgG anti- AMA. The difference was statistically significative (p <107). Between 2010
and 2011, the mean difference of IgG anti-MSP1 4, and IgG anti-AMA1 was respectively
11.4 AU (95% CI[8.3-14.4]) and 7.2 AU (95% CI[4.5-9.9]). (Table 2)
In 2010, the mean production of IgG anti-MSP1 4, and anti-AMA1 was respectively 25.2
AU and 22.1 AU in SMC area while it was respectively 17.9 AU and 10.6 AU in the control
area (p <10 *). In 2011, the mean production of IgG anti-MSP1 4, and anti-AMA1 was
lower in area with SMC area compared to the control area. The difference was with a
statistically significative (p <107). (Table 3)
In the control area a decrease of IgG antibody anti- MSP1 4, was noted between 2010 and
2011. The mean difference was 7.2 AU (p <107). Also a slight increase of IgG anti-AMA
antibody was noted between 2010 and 2011. The mean difference was -1.3 AU (p = 0.38).
In the SMC area, a significant decrease of IgG anti-AMAI, and anti MSP1 4, was observed
between 2010 and 2011 (p <107). Mean differences observed were 13.4 AU and 12.7 AU
respectively for IgG anti-MSP1 4, and anti-AMA1 IgG. (Table 4)
Overall, the prevalence of anti-MSP1 4, and anti-AMA1 antibodies was significantly higher
in 2010 (at baseline) compared to 2011 (end line). Anti-MSP1 4, and anti-AMAT1 antibody
prevalence was respectively 53.12% and 46.3% in 2010. While in 2011 the prevelance of
these antibodies was 20.03% and 19.8%.
Regarding the area (SMC area / non SMC area) the seroprevalence of anti-MSP1 4, and
anti-AMA1 antibody was higher in control zone. In 2010, the prevalence of anti-MSP1 4,
and anti-AMA1 antibody was respectively 62.76% and 54.81% in the intervention zone
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while it was respectively 44.22% and 38.44% in the control zone. The difference was
statistically significant (p <107). In 2011, one year after SMC implementation, the
seroprevalence rate of anti-MSP1 4, and AMAI1 antibody was 24.36% and 22.18%
respectively in control area. However in the IPT zone, the prevalence of both antibodies was
17%.

In the SMC zone, between 2010 and 2011, the prevalence of anti-MSP1 42 antibody
decreased by 2.5 folds. For anti-AMA1 antibody the prevalence rate decreased by 0.5 folds.

Multivariate analysis showed that the seroprevalence of anti-AMA1 and anti-MSP1 4,
increases with age and Plasmodium falciparum carriage. However a decrease of anti-AMA
and anti-MSP1 antibody was observed according to the area and the period of study. In
children over 5 years old, seroprevalence of anti-MSP1 4 and anti-AMAT1 antibody was
higher with respectively 39.7% [aOR = 1.07; 95% CI (0.75 - 1.54), p value = 0.68] and 39%
[aOR= 1.17; 95% CI (0.81 - 1.68), p value = 0.38]. The production of anti-MSP1 and anti-
AMAI antibody was more important in children with malaria infection compared to subject
without malaria infection. In children with malaria infection, seroprevalence of anti-
MSP1 4 and anti-AMA1 was respectively 40.94% [aOR = 1.13; 95% CI (0.77 - 1.63); p
value = 0.22] and 37.01% [aOR= 1.16; 95% CI (0.81-1.69); p value = 0.44]. The
prevalence of antibody was lower in SMC area compared to control zone. Prevalence of
anti-MSP1 and anti-AMAT1 was respectively 30.63% [aOR= 0.53; 95% CI (0.43 - 0.66), p
value <107] and 27.68% [aOR = 0.56; 95% CI (0.45 -0.71), p value <10”] in SMC area.
This shows a protective effect of intermittent preventive treatment to 47% for MSP1 4, and
44% for AMA_1. In control zone, the prevalence of both antibodies was 47.47% and
41.82%.

Depending on the year, the prevalence of both antibodies was higher in 2010 compared to
2011. In 2011, the prevalence of anti-MSP1 4, antibody was 20.03% [aOR = 0.23; 95% CI
(0.18 - 0.28), p value <10-3]. For anti-AMA1 antibody, it was 19.08% [OR = 0.29; 95% CI
(0.24 - 0.37), p value <10-3]. These results showed a protective effect of IPT about 80%
(Table 5 and 6). Sex, anemia and nutritional status had no significant influence on the

production of anti-MSP1 4, and anti-AMA 1 antibody.
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5. Discussion

In malaria-endemic areas, the majority of malaria cases occur in children and this poses a
serious public health problem. To reduce malaria burden in children, WHO adopted
seasonal malaria chemoprevention as a preventive strategy of malaria in children [6,7]. This
strategy has allowed a significant reduction of malaria morbidity and mortality in endemic
areas. However, the influence of SMC on acquired immunity is not well documented [8].
This aspect needs to be well documented because some molecules such as Sulfadoxine and

Artesunate used in this preventive strategy may have immunosuppressive effects [9,13].

In this context, a study was conducted in the south-eastern part of Senegal (Velingara) in
order to assess the immunological effects of intermittent preventive treatment with
Sulfadoxine-Pyrimethamine (SP) and Amodiaquine (AQ) in children under 10 years. The
study showed a decrease of P. falciparum carriage between 2010 and 2011. This reduction

in malaria prevalence is confirmed by results from the national malaria surveys [17,18].

The results of this study showed a decrease of anti-MSP1 4 and anti-AMA1 antibody
between 2010 and 2011. It was higher in subjects who received IPT with SP plus AQ.
Overall, the prevalence of malaria antibody decreased between 2010 and 2011. After the
SMC implementation, the decrease of malaria antibody prevalence was higher in the area
with the intervention compared to the control area. Similar results were found by other
authors. A study of immunological consequences of intermittent preventive treatment in
Senegalese children showed low prevalence of malaria antibody in children who IPT
compared with the control group [8]. In Gambia a decrease of antibody production was

observed in children who received IPT with Pyrimethamine and Dapsone [20].

63



Our results were in accordance with what was observed in Ghanaian children with a
reduction of IgG antibody prevalence six months after taking a single dose of SP [21].
However, other studies have shown that there was no significant difference in antibody

production between IPT group and control group [22-24].

Overall, SMC implementation resulted in reduction of production of protective antibodies.
This has led to an increased risk of children’s susceptibility to malaria infection. Indeed, one
year after the implementation of SMC, prevalence of malaria parasitaemia was higher in
areas where children had access to SMC compared to the control area. This seems to be
related to a rebound effect as previously described in other similar studies. A study in Ghana
showed an increase of malaria incidence by 62% in children who had access to intermittent

preventive treatment one year after intervention [19].

In multivariate analysis, the results showed that the prevalence of antibody anti-MSP1 4,
and anti-AMAI1 varied with age, Pf carriage and the study period and area. Antibody
production increases with age and Pf carriage. This has been shown by other authors [25-
28]. As age increases, the production of antibodies increases. These findings are consistent
with the results of a study conducted in northern Senegal that showed an increase in the
production of IgG depending on age [29]. Another study conducted in Senegal showed that
the production of antibodies increases with age, especially after 5 years. [30] These results
are consistent with those found in Ghana that showed an increase in the production of IgG

and antt MSP1 4, AMAI1 with age [31].

Antibody prevalence increases with Plasmodium falciparum carriage. Malaria antibody was
more important in children with P.f infection compared to children without Pf infection.
Similar results were found in Mozambique and Ghana with a production of larger antibody

in malaria patients [32,21].

The prevalence of anti-MSP1 4, and anti-AMA lantibody was lower in 2011 than in 2010.
The low prevalence of malaria antibody may be due by the decrease of malaria prevalence
and on the other by the effect of intermittent preventive treatment. Sex, anemia and

nutritional status had no significant influence on the production of malaria antibodies.
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Conclusion

SMC is an effective strategy for malaria prevention in children under 10 years. The strategy
can as well induce a decrease of IgG anti-AMAI1 and anti-MSP1 4, which are associated
with the protection against malaria. Consequently this strategy needs to be renewed each
year in areas where malaria is highly seasonal to avoid a resurgence of malaria, while

promoting the use of other antimalarial interventions.
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Figures
Figure 1
Figure title: P/ malaria prevalence in 2010 and 2010 in SMC and Control area.

Legend: Pf malaria prevalence in 2010 and 2010 in SMC area and Control area. Malaria prevalence
was more important in 2010 compared to 2011. After intervention P. falciparum carriage was
higher in SMC area compared to Control area. X2 test was used to compare the prevalence between

two areas. The difference was not significative (p = 0.19). Black: SMC area. Grey: Control area.

Figure 1

70



Figure 2:

Figure title: Seroprevalence of anti-MSP1 4, and anti-AMA1 antibodies in 2010 and 2011 in SMC
and Control area.

Legend: Seroprevalence of IgG antibody to AMA1 (Apical Membrane Protein) and MSP1 4,
(Merozoite Surface Protein) in 2010 and 2011. Seroprevalence of both antibodies was more
important in 2010 compared to 2011. Significant reduction of anti-MSP1 42 and anti-AMA
antibody was observed after intervention in SMC area (p<107). Black: anti-MSP1_4, antibody.

Grey: anti-AMA1 antibody.

Figure 2

Tables

Table 1: Characteristics of study population

2010 (N=866) 2011 (N=745)

Zone
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SMC (+) 450 470

Mean age (year) 45+2.7 4.02+2.3

<1 86 (58.9%) 83 (11.23%)

[5 - 10 ans] 436 (60.64%) 241 (32.61%)

Female 443 (51.15%) 341 (46.14%)

Missing - 53 (7.17%)

Anemia (Hb<11 g/dl)

No 198 (19.8 %) 164 (22.19%)

Stunting 661 (35.44%) 530 (33.02%)

Wasting 196 (10.51%) 210 (13.08%)

Table 2: Mean production of IgG anti-MSP1_ 4, and anti-AMAT1 in 2010 and 2011

Mean (AU) CI (95%) P value

2010 232 20.2-26.2

—
(e

Mean difference 11.4 83145 <

2010 17.2 14.6 -19.6

~
bo
<

Mean difference 45-9.9 <1

Table 3: IgG production in 2010 and 2011 depending on the area (SMC +/ SMC -)
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2010

IgG anti-MSP1 (95% CI) 252 (21.8-28,5)  17.9(13.8-22.1) <107

2011

IgG anti-MSP1 (95% CI) 10.6 (9.7 -11,5) 12.7(11.5-13.4) <10

Tableau 4: IgG production in SMC area and control area depending to the year

Control area

IgG anti-MSP1

2011 10.6 13.8 — 22.05

IgG anti-AMA1

2011 11.9 9.9-13.8

SMC area
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IgG anti-MSP1

2011

oo
3

7.7-9.7

IgG anti-AMA1

2011 12.5 11.5-13.4

Table 5: Multivariate adjusted analysis for the risk factors of anti-MSP1_4, antibodies

Number (%) OR (95% CI) ORa (95% CI)  p value

<lan 66 (39.05%) 1 1

[5 - 10 ans] 269 (39.7%) 1.03(0.73-1.45)  1.07 (0.75-1.54)  0.68

Female 298 (37.82%) 1 1

Nutritional status

Underweight 162 (36.5%)  0.92(0.73 (1.15)  0.91 (0.68-1.22)  0.55

Anemia

Yes 478 (38.46%)  1.1(0.87-1.42)  1.08(0.82-1.43)  0.55

No 556 (37.62%) 1 1

Area

SMC area 280 (30.63%)  0.48 (0.39-0.6)  0.53 (0.43-0.66) <107
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2010 460 (53.12%) 1 1

Table 6: Multivariate adjusted analysis for the risk factors of anti-AMA1 antibodies

Number (%) OR (95% CI) ORa (95% CI) p value

<lan 59 (34.91%) 1 1

[5 - 10 ans] 264 (39%)  1.19(1.84-1.69) 1.17(0.81-1.68)  0.38

Female 273 (34.64%) 1 1

Nutritional status

Underweight 143 (32.21%) 0.9 (0.72-1.14) 0.96 (0.7-1.31) 0.81

Anemia

Yes 411 (33.07%) 0.87(0.68-1.11)  0.97 (0.75-1.27) 0.87

No 495 (33.49%) 1 1

Area

SMC area 253 (27.68%) 0.53 (0.41-0.65)  0.56 (0.45-0.71) <103

2010 401 (46.3%) 1 1
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1. Discussion générale

Au Sénégal, le paludisme constitue un probléme de santé publique car toujours responsable
de morbidité et de mortalité. Ces derniéres années, la combinaison des mesures de lutte
antipaludique a permis de réduire de maniére considérable le fardeau de la maladie. Devant
cette baisse de la morbi-mortalité palustre, la pré-¢élimination du paludisme est envisagee
dans certaines zones du pays. Dans ce contexte, de nouvelles approches sont nécessaires
pour réévaluer 1’épidémiologie du paludisme et évaluer I’impact de certaines interventions.
C’est ainsi que les méthodes sérologiques sont propos€ées comme étant des outils de
surveillance fiables pouvant étre utilisés dans ce contexte de pré-élimination du paludisme.
C’est dans ce contexte que nous avons realis¢ ce travail dans le but d’¢tudier ’apport des
outils sérologiques dans la lutte contre le paludisme a Plasmodium falciparum au Sénégal.
Trois études ont été réalisées au Centre et au Sud du Sénégal.

L’¢étude sur la surveillance séro-épidémiologique réalisée au Centre (Kaolack) et au Sud
(Vélingara) du pays avait pour objectif d’évaluer la situation séro-épidémiologique du
paludisme a Plasmodium falciparum au Sénégal. Cette ¢tude a montré une prévalence du
paludisme a Plasmodium falciparum de 4,99% a la microscopie avec une prévalence plus
¢levée au Sud (10,3%) comparée a la zone Centre ou la prévalence était faible (0,3%). Ces
résultats sont similaires a ceux de l’enquéte nationale sur le paludisme réalisée entre
Novembre 2008 et Janvier 2009 qui avait montré une prévalence globale du paludisme de
5,7% avec une prévalence plus ¢élevée au Sud (Vélingara) 19% contre 7,2% au Centre
(Kaolack) [82]. Cette tendance a la baisse du paludisme est retrouvée par les résultats de
I’Enquéte Démographique et Sanitaire (EDS) de 2012-2013 qui ont montré une prévalence
du paludisme a Plasmodium falciparum au niveau national de 2,8% avec des niveaux plus
¢levés au niveau de la zone Sud (9,3%) contre 2,2% au niveau de la zone Centre [83].

Cette différence de prévalence du paludisme entre les deux zones démontre une fois de plus
I’hétérogénéité de la transmission du paludisme au Sénégal. Ceci a ét¢ démontré par Oduro

et al en Gambie et Cook et al au Cambodge [12, 84].

La séroprévalence des anticorps anti-AMA1, anti-MSP1 4, et anti-CSP était respectivement
de 38,12%, 41,55% et 40,38%. Cette séroprévalence a varié significative entre les deux

faciés épidémiologiques étudiés (p<10~) avec une forte séroprévalence dans la zone Sud
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(Vélingara) et une séroprévalence plus basse dans la zone Centre (Keur Socé). Des résultats
similaires ont été trouvés en Gambie et au Madagascar [9, 12].

Les données de notre étude ont montré que la transmission du paludisme est plus
importante au Sud du Sénégal comparée a la zone Centre ou la transmission est faible. Ceci
vient confirmer les données du programme national de lutte contre le paludisme qui ont
trouvé une incidence du paludisme de 12%o a Kaolack (zone Centre) et une incidence de
21%o0 a Kolda (zone Sud) [19].

Vélingara est une zone ou toutes les interventions sont mises en ceuvre a savoir la
couverture universelle en MII, les aspersions intra-domiciliaires, le traitement préventif
intermittent chez la femme enceinte et la prise en charge des cas de paludisme simple avec
les TDR et les CTA. Malgré cette importante mise en place des interventions dans cette
zone, les niveaux de prévalence sont toujours €levés (au tour de 10%). Par contre dans la
zone centre (Keur Socé) ou il n’existe que la couverture universelle en MII et la prise en
charge des cas de paludisme avec les TDR et les CTA, les niveaux de prévalence sont plus
faibles.

Ces résultats montrent globalement que les interventions mises en ceuvre par le PNLP ont
réduit le poids de la maladie dans ces deux zones car la prévalence palustre est passée de
25%-35% a des niveaux de prévalence faibles variant entre 2 et 10%.

Les résultats de cette étude ont montré que la séroprévalence des d’anticorps anti-AMAI,
anti-MSP1 4, et anti-CSP augmente avec 1’age, le portage de Plasmodium falciparum et la
zone de résidence et est indépendamment associée a la séropositivité. Des résultats
similaires ont été trouvés par d’autres auteurs. Cook et al au Vanuatu en 2008 et Aguirre et
al entre 2008 et 2010 au Nord du Pérou ont montré que la séroprévalence augmente avec
I’age [15, 85]. Dodoo et al en 2002 ont trouvé un niveau de production des anticorps plus
¢levé chez les sujets plus agés [86]. Oduro et al en Gambie et Boulanger et al au Sénégal en
2002 avaient trouvé les méme résultats [12, 13].

Les sujets avec portage de Plasmodium falciparum produisaient plus d’anticorps que les
sujets sans portage de Plasmodium falciparum. L’ association entre le paludisme et le niveau
de production des anticorps a ét¢ démontrée par plusieurs études immuno-épidémiologiques
[87-94].

Le niveau de production des anticorps était plus important chez les sujets résidant au Sud

comparés a ceux résidents dans la zone Centre. Ceci pouvant étre li¢ au fait que la
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transmission est plus intense au Sud du Sénégal. Cette variation de la séroprévalence en
fonction du lieu de résidence a été démontrée par Oduro et al [12].

Le sexe, le taux d’hémoglobine et le statut nutritionnel n’avaient pas une influence
significative sur la production d’anticorps. Ceci a ét¢ démontré par Boulanger et al en 2002
au cours d’une ¢tude chez les enfants d’age préscolaire au Sénégal [13].

Notre étude a montré une prévalence du paludisme qui est basse (4,99%) a la microscopie
(10,3% contre 0,03% au Centre). Par contre la sérologie a montré une séroprévalence élevée
des anticorps anti-AMA1, anti-MSP1 4, et anti-CSP. Les niveaux de prévalence parasitaire
(microscopie) se superposent a ceux de la sérologie au niveau des deux zones (prévalence
parasitaire et séroprévalence plus importante au Sud).

Ces résultats montrent que la sérologie pourrait ainsi permettre une meilleure
documentation des infections parasitaires sub-microscopiques, notamment dans des zones a
faible transmission comme a Keur Socé ou nous avons retrouvé une prévalence palustre
basse a la microscopie et une séroprévalence des anticorps trés élevée. Dans les zones
comme Vélingara ou la prévalence est toujours ¢levée malgré les moyens déployés pour la
lutte contre le paludisme, il y a la nécessité de faire des ¢études écologiques afin de mieux
comprendre les aspects socio-économiques, culturels et géo-climatiques de la zone. Pour
mieux orienter les stratégies de lutte dans ces zones, il faudra penser a étudier la dynamique
de la transmission du paludisme a travers des enquétes entomologiques qui permettront
d’identifier les espeéces anophéliennes en cause, leur longévité, leur infectivité, leur

comportement trophique et I’action 1étale des insecticides vis-a-vis de ces especes.

Dans le souci d’accélérer le processus de contréle du paludisme en vue de I’atteinte du seuil
épidémiologique de pré-élimination, la chimioprévention du paludisme saisonnier (CPS) a
¢té mise en ceuvre au niveau de la zone Sud. A ce titre, la sérologie ELISA a été utilisée
comme outil pour évaluer les potentiels effets de cette stratégie sur le statut immunologique
des enfants de moins de 10 ans. Deux études ont été réalisées dans la zone Sud du Sénégal.

Une étude réalisée en 2010 au niveau des zones de Vélingara, Saraya et Tambacounda a
montré que la production moyenne d’anticorps anti-GLURP RO et anti-AMAI1 était plus
importante dans la zone contréle (Tambacounda) comparée a aux zones intervention
(Vélingara et Saraya). La séroprévalence des anticorps anti-GLURP_RO et anti-AMA1 était
plus importante dans la zone contréle comparée aux zones interventions mais sans
différence significative. Des résultats similaires ont été trouvés par d’autres auteurs tels que
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Boulanger et al qui ont montré que les enfants ayant la CPS produisaient plus d’anticorps
que ceux n’ayant rien re¢u huit mois aprés mise en ceuvre de la stratégie [13].

Le faible niveau de production des anticorps noté dans les zones d’intervention correspond
a un faible développement de I’immunité acquise au courant du paludisme. Ceci pourrait
étre probablement lié€ a la stratégie de chimioprévention.

Les résultats de cette étude ont montré que la chimioprévention du paludisme saisonnier a
un impact sur le développement de I’'immunité chez les enfants de moins 10 ans vivant dans
les districts sanitaires de Vélingara et Saraya.

Cependant plusieurs facteurs peuvent influencer 1’acquisition de I’immunité tels que 1’age et
le statut nutrionnel n’ont pas ¢ét¢ ¢tudiés au courant de cette ¢tude, constituant ainsi des
limites de cette étude. Une étude avant et aprés intervention aurait été le meilleur schéma
pour mieux apprécier 1’effet de la CPS sur le statut immunitaire des enfants.

Vue les limites observées dans cette étude, nous avons réalisé a Vélingara une étude avant
(2010) et apres (2011) intervention tenant compte de certains facteurs pouvant influencer
I’immunité apres mise en ceuvre de la chimioprévention du paludisme saisonnier.

Cette étude a montré une diminution de la prévalence du paludisme et une baisse de la
production d’anticorps anti-MSP1 4, et anti-AMAL1 entre 2010 et 2011. Cette baisse était
plus importante chez les sujets ayant la CPS avec la SP plus AQ.

Le pourcentage de sujets producteurs d’anticorps a baiss€ entre 2010 et 2011 et elle était
plus importante de la zone intervention comparée a la zone controle.

Des résultats similaires ont été trouvés par d’autres auteurs. Boulanger et al ont montré une
baisse de la production d’anticorps chez les enfants ayant le TPI comparés a ceux du groupe
contrdle [13]. En Gambie, Otoo et al ont montré une baisse de la production d’anticorps
chez les enfants ayant pris le TPI avec la Pyrimethamine et Dapsone [95]. Une étude
réalisée chez des enfants ghanéens a trouvé des résultats similaires 6 mois apres traitement
préventif intermittent avec la SP [96].

La production d’anticorps varie en fonction de 1’age, du portage de Pf, de la période d’étude
et de la zone. La production d’anticorps augmente avec 1’age et le portage de Pf. Ceci a été
démontré par d’autres auteurs [12, 15]. Plus I’age augmente, plus la production d’anticorps
augmente. Ceci a ét¢ démontré par une autre étude réalisée au Sénégal qui a montré que la
production d’anticorps augment avec 1’age surtout apres 5 ans [97]. Ces résultats sont
similaires avec ceux trouvés au Ghana qui ont montré que la production d’IgG anti-MSP1 et

anti-AMA 1 augmente avec 1’age [84].
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La production d’anticorps augmente avec le portage de Plasmodium falciparum. Dans notre
¢tude, la production d’anticorps était plus importante chez les sujets infectés par
Plasmodium falciparum. Ceci a été démontré par d’autres études réalisées au Ghana et en
Mozambique qui ont montré une forte production d’anticorps chez les sujets impaludés [98-
99].

Les résultats de notre étude ont montré que la production d’anticorps anti-MSPlet anti-
AMAL1 était plus faible en 2011 qu’en 2010. Ceci pouvant étre lié¢ d’une part par une baisse
de la transmission palustre et d’autre part par 1’effet du traitement préventif intermittent
saisonnier.

Les résultats de cette étude ont montré que la chimioprévention du paludisme saisonnier
avec la Sulfadoxine-Pyrimethamine (SP) et I’Amodiaquine (AQ) est une stratégie efficace
pour la prévention du paludisme saisonnier de I’enfant.

Cette stratégie nécessite d’étre renouveler chaque année dans les zones de forte endémicité
pour éviter une recrudescence des cas de paludisme. D’autre part, cette stratégie entraine
une réduction de la production des anticorps qui sont associ€s a la protection contre le

paludisme.
2. Conclusion et perspectives

Ce travail réalis¢ dans deux différents facies épidémiologiques du Sénégal a permis de
donner des informations de base sur la situation séro-épidémiologique du paludisme a Pf et
sur les effets de la CPS sur le statut immunologique des enfants.
Dans les zones ¢ligibles a la pré-¢élimination du paludisme, les marqueurs sérologiques
pourraient étre un bon outil de surveillance du paludisme et d’évaluation de I’'impact de
certaines interventions.
Au vu des résultats montrés par ce travail, il s’avére nécessaire :

e de faire d’autres ¢tudes séro-épidémiologiques permettant de comparer les différents

faciés épidémiologiques du pays,

e dans la zone Nord du pays (Richard Toll) ou la pré-élimination du paludisme est
envisagée, faire des études séro-épidémiologiques en vue de documenter les
infections parasitaires sub-microscopiques et mieux orienter les stratégies de lutte

dans I’optique de I’atteinte de I’objectif de pré-élimination,
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e d’accompagner la mise en ceuvre de la chimioprévention du paludisme saisonnier au
Sud du Sénégal, en faisant des études longitudinales sérologiques et moléculaires en
vue d’évaluer I’impact de cette intervention sur I’'immunité des enfants et de
surveiller 1’apparition des marqueurs moléculaires de résistance a la Sulfadoxine-

Pyriméthamine (SP) et I’Amodiaquine (AQ),

o de faire des études socio-anthropologiques et €cologiques dans les zones ou la
prévalence du paludisme est toujours ¢élevée malgré la forte mise en ceuvre des
interventions en vue d’étudier 1’acceptabilité des interventions par les populations et
d’¢tudier la dynamique des populations anophéliénnes (les especes anophéliennes en
cause, leur longévité, leur infectivité, leur comportement trophique et 1’action Iétale

des insecticides vis-a-vis de ces especes).
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Paludisme a Plasmodium falciparum au Sénégal : Surveillance séro-épidémiologique et Evaluation de
I'impact de la Chimioprévention du Paludisme Saisonnier (CPS) sur le statut immunitaire des enfants
vivant au Sud du Sénégal

Résumé

Au Sénégal, la combinaison des mesures de lutte antipaludique a permis de réduire la morbi-mortalité palustre. Devant
cette baisse, le PNLP s’est inscrit dans un processus d’accélération du contrdle du paludisme en vue de I’atteinte du
seuil épidémiologique de pré-élimination. Dans 1’optique de cette pré-élimination, la sérologie est proposée comme
étant un outil fiable et sensible permettant d’évaluer 1’impact des mesures de lutte sur la transmission et sur I'immunité
des populations. L’objectif général de ce travail était d’évaluer 1’apport de la sérologie dans la surveillance du
paludisme et dans la mesure de I’impact de certaines interventions au Sénégal. L’étude évaluant la séro-épidémiologie
du paludisme a Plasmodium falciparum a Vélingara et a Keur Socé réalisée entre Septembre et Octobre 2010 a montré
une prévalence du paludisme a Plasmodium falciparum de 4,99% avec une prévalence plus élevée a Vélingara (10,3%)
qu’a Keur Socé (0,3%) et une séroprévalence des anticorps anti-AMA1, anti-MSP1 et anti-CSP de 38,12%, 41,55% et
de 40,38% respectivement. La séroprévalence des anticorps était plus importante & Vélingara qu’a Keur Socé (p<107).
Les études évaluant I’impact de la chimioprévention du paludisme (CPS) saisonnier avec la avec la Sulfadoxine-
Pyrimethamine (SP) et I’Amodiaquine (AQ) sur le statut immunitaire des enfants vivant au Sud du Sénégal en 2010 et
2011 ont montré que cette stratégie est efficace pour la prévention du paludisme saisonnier de I’enfant mais entraine
une réduction de la production des anticorps anti-MSP1 4, anti-AMAL1 et anti-GRURP_RO qui sont associés a la
protection contre le paludisme. Ces résultats ont permis de donner des informations sur la situation séro-
épidémiologique du paludisme et sur ’impact de la CPS sur 'immunité des enfants. Dans les zones éligibles a la pré-
¢limination, les marqueurs sérologiques pourraient étre un bon outil de surveillance et d’évaluation de I’impact de
certaines interventions.

Plasmodium falciparum malaria in Senegal: Sero-epidemiological surveillance and evaluation the impact
of the Seasonal Malaria Chemoprevention (SMC) on the immunity of children living in Southern part of
Senegal

Summary

In Senegal, significance decrease of malaria transmission intensity has been noted the last years. This has leaded the
National Malaria Control Program to outline a vision of malaria elimination. In this context, serology has been proposed
as a sensitive and reliable tool for malaria epidemiology assessment and evaluation of malaria intervention on host
immunity. The objective of this study was to assess the use of serology in malaria surveillance and the evaluation
malaria interventions. The sero-epidemiological study conducted in September and October 2010, showed 4.99% of Pf
malaria prevalence with high prevalence in Velingara 10.03% compared to Keur Soce 0.3%. Sero-prevalence of anti-
AMAI, anti-MSP1 and anti-CSP antibody was 38.12%, 41.55% and 40.38% respectively. The sero-prevalence was
more important in Velingara and increased with age, active malaria infection and area of residence. The studies
assessing the impact of Seasonal Malaria Chemoprevention (SMC) with single dose of Sulfadoxine-Pyrimethamine
(SP) and three doses Amodiaquine (AQ) in children under 10 years in the South-eastern part of Senegal showed that
SMC is an effective strategy for malaria prevention but can as well induce a decrease of IgG anti-AMAI, anti-
GLURP_RO and anti-MSP1_42 which are associated with the protection against malaria. These results provide useful
information about the sero-epidemiological situation of malaria in Senegal and the impact of SMC on the immunity. In
area with declining malaria transmission, serological markers can contribute to improve malaria surveillance and
assessment malaria intervention.
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