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INTRODUCTION

Le Paludisme est dii & un parasite du genre Plasmodium vivant dans le sang de 1“homme.
Cette infection se rencontre dans toute la ceinture tropicale. Elle revét généralement un
caractére chronique et silencieux chez les sujets vivant dans ces zones d“endémie, avec de
temps en temps des poussées parasitaires occasionnant un acces palustre bruyant. Celui-ci
peut évoluer vers la guérison, spontanément chez les sujets immuns, ou apres un traitement
simple. Plus rarement une évolution vers une complication mortelle est possible, surtout chez
les sujets non immuns et en cas de retard au traitement. On estime actuellement que 1,5
milliards de personnes sont exposées au risque palustre dans le monde, que 219 a 451 millions
font un acces palustre chaque année et que 660 miles a 1 238 000 morts par an peuvent étre
attribuées a cette parasitose (WHO, 2012 ; Hay et al 2010). Chez I’'homme, le paludisme est
causé par 5 éspéces de plasmdium. La plus part des cas est causé soit par Plasmodium
falciparum ou plasmodium vivax. Les infections chez lhomme sont également assurées par
Plasmodium ovalae, plasmodium malarae et Plasmodium Knowlesi. La quasitotalit¢ de la
mortalité palustre est due a Plasmodium falciparum (Kantele et al, 20011). Le continent
africain rassemble 90% des cas graves de paludisme (Rogier, 2003). Les enfants de moins de
5 ans et les femmes enceintes constituent les couches démographiques les plus touchées
(Snow et al., 2004). La morbidité et la mortalité causées par cette maladie entrainent des
pertes importantes au niveau de 1“économie nationale (Malaney, 2004). Selon 1“OMS, depuis
1990, le Produit Intérieur Brut (PIB) par habitant dans de nombreux pays d“Afrique
subsaharienne a diminué et le paludisme serait en partie responsable de cette situation
déplorable.

La transmission de cette parasitose se fait par [“intermédiaire d“un moustique
hématophage qui absorbe un des stades sanguins du parasite : le gamétocyte. Ce stade va
suivre un développement complexe chez le moustique pour aboutir a des sporozoites. Ceux-ci
vont étre inoculés a 1“homme lors d“une autre piqlire du moustique infecté. La transmission du
parasite peut donc étre divisée en 3 composantes interdépendantes : la transmission du

parasite du moustique vers 1“homme (ou TMH), la transmission du parasite de 1“homme vers

le moustique (ou THM) et le développement du parasite chez le moustique.
Par définition, la TMH estime 1“infectivité d“une population de moustique pour une
population humaine. Plusieurs méthodologies et indicateurs ont été développés par les

entomologistes. Différentes techniques de capture de moustiques sauvages ont été mises au
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point, chacune avec ses avantages, ses inconvénients et ses indications. Aucune n“est capable
d“explorer la population globale des moustiques dans une zone, mais ce qui est important
c“est d“¢tudier la population de moustiques potentiellement vecteurs, en contact avec
I“homme. Des indicateurs ont été proposés, avec leurs avantages et inconvénients. Les plus
importants sont ceux qui peuvent mesurer le degré d“infection des moustiques et 1“intensité
des contacts homme - moustique. De nombreuses ¢tudes, dans différentes zones
géographiques, ont été publiées. Cependant elles sont difficilement comparables a cause des
disparités méthodologiques et du manque de sensibilit¢ de certains indicateurs. Des
chercheurs ont tenté de modéliser la TMH (Ross, 1911). Mais c‘est avec Mc Donald (1950)
que 1“&ude TMH a atteint son apogée et plusieurs parameétres et indices quantitatifs ont été
définis (Boudin et al. 1998). Malgré cette somme de connaissances, les données sur la
transmission palustre ne sont que fragmentaires, car la TMH ne refléte qu“une partie de cette
transmission et les indicateurs utilisés ne permettent pas d“estimer [“infectivité d“une
population humaine au moustique (Tusting et al 2014).

L“¢tude de la THM vise a mesurer 1“infectivité d“une population humaine pour une
population de moustique. Deux méthodes sont proposées : gorgement direct de moustiques
d“¢levage sur un échantillon représentatif de la population, ou estimation du pouvoir infectant
pour les moustiques d“un échantillon de porteurs de gamétocytes (Graves et al. 1988), mais le
choix n“est pas uniforme. Les etudes de la THM restent rare dans la littérature et sont trés peu
explorées (Bousema et al 2011) et reposent sur des méthodologies et des indicateurs
différents, rendant ainsi les comparaisons difficiles. En effet le choix des indicateurs
considérés comme pertinent varient d“une étude a 1“autre (Boudin et al. 1998) et a 1“heure
actuelle il n“existe pas de méthodologie standardisée pour explorer la THM. Donc un effort
important doit étre fait dans ce domaine pour améliorer nos connaissances sur la transmission
globale du paludisme.

Les facteurs inhibiteurs du cycle sporogonique sont nombreux. Parmi ces facteurs, on
distingue habituellement les facteurs d“origine humaine et sérique appelée Transmission
Reducing Activity (TRA), et ceux qui dépendent du moustique ou du parasite. Chez 1“homme
on a démontré depuis quelques dizaines d“années, [“existence d“une immunité spécifique anti
formes sexuées (Carter et al., 1988; Bousema et al 2011). On parle alors de Transmission
Blocking Immunity (TBI), bien que ces facteurs spécifiques soient rarement bloqueurs, mais
plutot inhibiteurs du cycle sporogonique. Le gamétocyte est le principal stimulus antigénique
de cette immunité qui n“est efficace que chez le moustique car inhibant le début du cycle

sporogonique. C“est ce qui fait toute son originalité. De trés nombreux travaux expérimentaux




sur la TBI ont été publiés, mais les études de terrain restent rares dans la littérature. La TBI
n“est qu“une fraction de la TRA, car de nombreux facteurs sériques non immunologiques,
comme les médicaments, peuvent renforcer cette TBI naturelle.

Pour ¢tudier la TRA, on se sert généralement d“une technique dinfection artificielle des
moustiques, a partir de gamétocytes de culture ou d“un porteur. La comparaison des taux
d“infection chez le moustique, en présence d“un sérum test de zone d“endémie ou d“un sérum
témoin d‘une zone non endémique, permet de définir des sujets inhibiteurs du cycle
sporogonique. La proportion de sujets inhibiteurs dans une population pourrait estimer le
niveau de TRA dans une zone. Il devient donc théoriquement possible d“estimer le niveau de
cette inhibition sérique sur le terrain (Boudin et al., 1998; Bousema et al, 2011).
Parall¢lement, il est possible de quantifier le développement parasitaire chez le moustique et
de définir les cibles de la TRA, en utilisant une technique de coloration du bol alimentaire ou
de I“estomac du moustique, avec des anticorps monoclonaux spécifiques de stades et marqués
a la fluorescéine (Gouagna et al. 1998). L“exploration du cycle sporogonique devient donc
possible, mais cette technique ne peut étre appliquée aux grandes séries pour 1“instant.

Ainsi nous avons théoriquement des moyens et des indicateurs qui permettraient d“évaluer,
dans sa globalité, le niveau de transmission palustre dans une zone définie. Mais aucune
méthodologie n“est parfaitement standardisée. Il n“est donc pas encore possible de
comprendre les interactions entre TMH, THM et TRA dans différents facics
épidémiologiques et encore moins de modéliser ces relations. Pourtant c“est probablement un
objectif prioritaire des épidémiologistes du paludisme, afin de mieux poser les indications des
moyens de lutte qui doivent €tre adaptés aux conditions locales pour étre efficaces.

Notre objectif est d“étudier la THM et la TRA dans une zone hypoendémique sahélienne du
Sénégal et de comparer nos observations a celles obtenues précédemment au Cameroun, zone
hyperendémique permanente, en utilisant exactement la méme méthodologie.

Nous espérons que cette premiere ¢tude homogene nous permettra de déterminer la TRA dans

deux facies épidémiologiques différents, notamment la part de la TBI dans cette derniere.




Synthese bibliographique
1. Généralités sur l'infection palustre

1.1.Biologie du parasite

1.1.1. Taxonomie
Le Plasmodium appartient au régne des protistes, au Phylum des Apicomplexa (Vivier 1989)
et a 1“ordre des Haemosporida. Morphologiquement, les Apicomplexa présentent un
complexe apical, outil qui leur permet de pénétrer a 1“intérieur d“une cellule hote. Le genre
Plasmodium comprend 9 sous-genres, parasites obligatoires de vertébrés, dont trois chez les
Mammiféres. Il existe chez 1“homme 4 especes plasmodiales : P.falciparum, P. vivax, P.
ovale et P. malariae. Ces derni¢res années, on a aussi enregistré certains cas de paludisme a
plamodium knowlesi. A [“origine, c“est un paludisme du singe rencontré dans certaines zones
de foréts d“Asie du Sud-Est. A 1“intrieur des espéces on peut encore distinguer des souches
géographiques qui ont des propriétés biologiques différentes, notamment chez P. falciparum
en ce qui concerne le pouvoir gamétocytogene et chez P. vivax en ce qui concerne le temps
d“incubation (Garnham P, 1988). Ces souches géographiques sont adaptées a des vecteurs
locaux spécifiques et se développent généralement moins bien chez des vecteurs d“origine

géographique différente de celle de la souche parasitaire (Mouchet et al., 2004).

1.1.2. Cycle biologique

Le cycle du parasite peut se décomposer en 3 phases successives : d'abord une phase dans un
organe profond chez I'hote vertébré (phase exo érythrocytaire), puis une phase sanguine chez
ce méme hote vertébré (phase érythrocytaire) et enfin une derniere phase chez le moustique

(phase sporogonique).

1.1.2.1. Phase exo érythrocytaire ou hépatique

Au cours de son repas sanguin, 1“anophele femelle infectée inocule des sporozoites dans un
capillaire sanguin. Les sporozoites, stade infectant pour 1“homme, transitent dans la
circulation générale en une demi-heure et envahissent les hépatocytes pour déclencher la
schizogonie hépatique (Frevert, 2004).

Chez P. falciparum et P. malariae, le sporozoite se multiplie et se différencie en schizontes

hépatiques matures multinucléés (40 a 100 p). Ce schizonte hépatique en grandissant va faire

-



éclater la cellule hote et libérer des dizaines de milliers de nouveaux stades, les mérozoites,
qui, apres passage dans la circulation générale vont envahir les érythrocytes.

Chez P. vivax et P. ovale les sporozoites inoculés peuvent demeurer latents sous forme de
cryptozoites ou hypnozoites (Krotoski et al., 1989). Ainsi, s“expliquent les formes « retard »
de la maladie qui peuvent survenir plusieurs années apres le départ de la zone d“endémie. 11
existe aussi des formes « retard » chez P. falciparum (1 a 2 ans) et chez P. malariae (jusqu‘a
25 ans), mais elles ne sont pas dues a des cryptozoites. On pense plutdt a des formes latentes
sanguines.

Chez les 4 espéces plasmodiales humaines, il n“existe pas de cycle hépatique secondaire, avec
envahissement de nouveaux hépatocytes a partir de 1“élatement d“un schizonte hépatique de
primo infection. Cette phase hépatique vise a compenser les pertes de sporozoites
occasionnées par 1“immunité anti-sporozoite pendant la phase de migration sanguine mais
aussi par le systéme réticulo-endothélial des organes filtres (foie et rate). En effet, trés peu des

sporozoites inoculés semblent se transformer en schizonte hépatique.

1.1.2.2. Phase érythrocytaire

Les mérozoites hépatiques ont eux aussi une phase de migration sanguine pendant laquelle ils
sont théoriquement vulnérables. Cependant, la variation antigénique leur permet d“échapper
aux meécanismes immunitaires (voir le § 1.4.3). Aprés 1“invasion des érythrocytes par les
mérozoites, le développement du parasite commence d“abord par le stade trophozoite uni -
nucléé avec sa forme typique en anneau. Le stade jeune évolue en forme trophozoite miire,
mesurant 2 a 3 p et possédant une volumineuse vacuole nutritive qui refoule en périphérie le
cytoplasme et le noyau. Le parasite continue son développement, grossit et se multiplie en un
stade pluri - nucléé, le schizonte érythrocytaire qui se charge de pigment malarique brun ou
hémozoine résultant de la digestion des constituants de 1“éythrocyte, notamment
I“hémoglobine. La multiplication des noyaux, dont chacun s'entoure d'une plage
cytoplasmique, forme un schizonte miir ou « corps en rosace ». Le corps en rosace va éclater
et libérer 16 a 32 nouveaux mérozoites qui vont envahir de nouveaux érythrocytes et effectuer
de nouveaux cycles schizogoniques érythrocytaires secondaires. La parasitémie va ainsi se
multiplier par 16 a 32 fois a chaque cycle et, lorsqu“une densité seuil sera atteinte, un acces
palustre aigu pourra survenir. A moins que le systétme immunitaire arrive a contrdler cette

flambée parasitaire (voir le § 1.4.3).




La lyse des érythrocytes est relativement synchronisée et chaque cycle érythrocytaire dure 48
heures pour P. falciparum, P. ovale et P. vivax et 72 heures pour P. malariae, rythmant ainsi
les acces aigus périodiques.

Pour que la transmission du plasmodium de 1“homme au moustique puisse se produire, une
sous - population de stades sanguins asexués du parasite va dévier son cycle cellulaire et se
développer en gamétocytes, cellules spécialisées pour la reproduction sexuée. C“est la
« souffrance » des stades asexués, quelque soit le mécanisme, qui engage le parasite vers la
gamétocytogénese (Sinden, 1999). Il est établi que tous les mérozoites provenant d'un méme
schizonte sont tous "engagés", soit vers la prolifération asexuée, soit vers la différenciation
sexuée (Bruce et al., 1990). De plus, dans un méme schizonte, chaque mérozoite devient
gamétocyte soit male soit femelle (Silvestrini et al., 2000). Enfin, il n“existe qu“unc assez
faible proportion de schizontes engagés vers le cycle sexué, ce qui explique que les
gamétocytes soient toujours beaucoup moins nombreux que les formes sanguines asexuées.
Le gamétocyte évolue en plusieurs stades différenciés chez P. falciparum (Sinden, 1983). La
gamétocytogénese dure environ 7 a 10 jours (Robert & Boudin, 2003). Donc la poussée
gamétocytaire observée dans le sang résulte d“une ancienne poussée asexuée qui a été jugulée
7 a 10 jours avant. Pour les 3 autres espéces, le développement gamétocytaire est

contemporain de la poussée asexuée qui lui a donné naissance.

A maturité, les gamétocytes restent dans le sang périphérique de I'homme et ils ne vont
continuer leur développement que s'ils sont absorbés par un anophele femelle au cours de son
repas sanguin. C'est donc en changeant d'hote, a partir de ce stade physiologiquement bloqué,
que le Plasmodium peut continuer son cycle et assurer sa dissémination. Le systéme
immunitaire semble relativement inefficace sur les formes sexuées du parasite. En effet, seule
une phagocytose des hématies parasitées par les formes sexuées s“observe au niveau des
organes filtres, notamment la rate. La durée de vie d“une poussée gamétocytaire semble
évoluer de maniere exponentielle avec une demi-vie courte de 2,5 jours et une persistance a
un faible niveau dans le sang périphérique qui peut atteindre 1 mois (Smalley & Sinden,

1977).
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Figure I : Illustration des formes sexuées (gamétocytes) et asexuées (trophozoites) de P.
falciparum sur un frottis de sang infecté.

T représente la zone des trophozoites jeunes ou miirs, tandis que M et F représentent les zones des formes

gamétocytaires mdle (rose) et femelles (bleu).

1.1.2.3. Cycle sporogonique chez le moustique

A 1"occasion d“un repas sanguin chez un homme porteur de gamétocytes 1“anophéle femelle
pique et aspire avec le sang, tous les stades du développement du parasite. Seules les formes
sexuées (les gamétocytes) sont capables de poursuivre leur développement chez le vecteur.
Les autres formes meurent et sont digérées.

Dans I'estomac du moustique, le gamétocyte male et femelle se transforment respectivement
en 8 microgametes males et 1 macrogaméte femelle. C*est la période de gamétogénese.
L'activation en gamétes a lieu entre 7 et 10 minutes apres le début du repas sanguin. La
diminution de température, 1“élevation de pH et 1“exposition a des molécules du moustique tel
que I“acide xanthurénique, sont autant de facteurs impliqués dans 1“induction de 1*activation
(Billker et al. 1998).

La fécondation a lieu lorsque l'un des microgameétes fusionne avec un macrogamete pour
former d'abord un zygote (ceuf), puis un ookinéte tres mobile. Suite a la fusion des gamétes, le
génome diploide est immédiatement réduit au stade haploide au moyen d'une méiose (Janse
& Mons, 1987). L'ookinéte est une forme invasive asexuée qui traverse activement la paroi
de l'estomac de l'anophele et se fixe au niveau de la membrane basale externe donnant
naissance a l'oocyste.

En une dizaine de jours (durée variable selon 1“espece de moustique, 1“espece de parasite et la
température ambiante), 1“oocyste grossit et des sporozoites fusiformes (8 a 12 p de long)

s“individualisent. Libérés par 1'éclatement de 1'oocyste, les sporozoites gagnent avec




prédilection les glandes salivaires de 1“anophele. Le moustique devient alors infectant et le
restera pendant toute sa vie (environ un mois) (Kaiser et al., 2004).

Cette étape est habituellement dénommée « cycle » sporogonique, bien qu“il n“y ait pas de
cycle a proprement parler. C*est une étape de multiplication cruciale du parasite qui vise a
compenser les pertes parasitaires lors de la souffrance des formes sanguines et lors du passage
hasardeux des formes sexuées chez le moustique. Elle a une durée variable (entre 12 a 21
jours) selon la température extérieure et 1“espece parasitaire.

Ainsi le Plasmodium subit plusieurs phases de multiplication (schizogonie hépatocytaire et
érythrocytaire, sporogonie) qui visent a compenser les pertes parasitaires dues a des facteurs
externes (systéme immunitaire de 1“hote, organes filtres, systeme de défense du moustique,

aléas des migrations chez 1“"homme et le moustique).

Figure 11 : Cycle de développement du plasmodium falciparum (d“aprés Wirth, 2002)

1.2.Biologie du vecteur

1.2.1.Taxonomie

L'anophéle est un insecte de [“ordre des diptéres appartenant a la famille des culicidés. Ces
derniers forment trois sous-familles principales : Les anophélinés, les aedinés, et les
culicinés. Chez les anophélinés, seul le genre anopheles peut permettre le développement
complet du plasmodium. 11 existe plusieurs espeéces d“anopheles de capacité vectorielle
différentes selon les continents. En Afrique ou la maladie sévit le plus, les principales especes
vectrices appartiennent au complexe An gambiae et au groupe An funestus. Mais il existe
aussi des especes vectrices spécifiques a certaines régions et de trés nombreuses autres
especes non ou occasionnellement vectrices (Carnevale et al., 1984).

Les classiques especes anophéliennes sont actuellement subdivisées en « complexe ou groupe

d“espeéces » douées de capacités vectorielles trés différentes et sélectionnées sur le plan

génétique par des particularités environnementales. C*“est ainsi que le complexe d“espéce An.




gambiae est actuellement scindé en 7 espéces qui ne se reproduisent pas ou trés peu entre
elles (Fontenille et al. 2003). Les entomologistes vont encore plus loin et identifient, pour
certaine espéce des formes chromosomiques ou moléculaires (Fontenille et al. 2003) ayant

des compétences vectorielles différentes et des spécificités écologiques.
1.2.2.Phase aquatique larvaire

Les gites de ponte varient selon 1“espece anophélienne. Ce sont des collections d“eau
permanentes ou temporaires (persistant au moins dix jours consécutifs), claires ou polluées,
douces ou saumatres, ensoleillées ou ombragées. Dans 1“eau, des ceufs sont pondus isolément
et restent en surface durant 'embryogénése. De chaque oeuf éclot une seule larve. La larve
aquatique des anopheles se nourrit en filtrant les débris organiques et les micro-organismes de
I'eau. Du fait d*un tégument chitineux inextensible, il y a trois mues larvaires séparant 4
stades de développement. Le quatriéme stade effectue une mue particuliere : la nymphose qui
aboutit 2 une nymphe aquatique mobile qui ne se nourrit plus (figure 3). De profonds
remaniements de la morphologie s'effectuent au cours du stade nymphal. Les organes propres
au stade larvaire sont détruits. Les organes caractéristiques de l'adulte, présents a 1'état
d'ébauches dans la larve, apparaissent. De la nymphe, émerge un adulte (méale ou femelle) qui

s'envole rapidement.

1.2.3. Phase aérienne adulte

C'est au cours de la phase aérienne que s'effectue l'insémination de la femelle néonate. Les
spermatozoides sont introduits dans la bourse copulatrice de la femelle puis ils migrent dans
une spermathéque, sorte d'annexe du systéme sexuel femelle, dans laquelle ils conservent leur
pouvoir fécondant jusqu'a la mort de la femelle. Donc les différentes pontes d“une méme
femelle seront systématiquement fécondées sans nouvelle copulation.

La femelle ne peut pondre qu“aprés un repas sanguin pris sur [“homme ou sur animal. Le
cycle de maturation ovarienne est de 2 a 3 jours, si bien qu“un anophele femelle doit
rechercher un hote vertébré préférentiel tous les 2 ou 3 jours. La femelle ne s“écarte que tres
peu de cette source alimentaire entre les repas sanguins. Le moustique male ou femelle se

repose dans des caches ombragées, chaudes et humides et se nourrit de nectar entre les repas

sanguins.




Figure I1I : Cycle de développement d“un anophele (d'apres J. Brunhes et al. les anophéles de
la région afro-tropicale, logiciel ORSTOM ed, 1998)

1.3. Clinique du paludisme

Le paludisme est généralement une infection chronique silencieuse dans laquelle le parasite
vit en harmonie avec son hote. Ainsi, en zone de transmission intense et permanente, la quasi
totalit¢ des individus est porteuse de Plasmodium. De temps en temps, sous 1“effet d“une
baisse temporaire de 1“éat général ou aprés une inoculation massive de sporozoites, une crise
aigue, appelée acces palustre peut se manifester. Elle peut parfois se compliquer, selon le
niveau de la densité parasitaire et les réactions immuno-pathologiques de [“homme.
Généralement c“est 1“absence d“un traitement bien conduit ou la résistance du parasite au

traitement qui peuvent étre responsables de ces complications.

1.3.1.Acces simple

Dfaprés 1“OMS un acces palustre se définit en zone d“endémie comme une fievre isolée,
associée a une forte parasitémie. Mais dans cette définition se pose le probléme du seuil
pathogene c'est-a-dire de la densité parasitaire a partir de laquelle la fievre est observée. En
fait, ce seuil est variable selon les zones d“endémie, 1“4ge des patients et [“espeéce parasitaire
en cause. (Rogier et al, 2002). Dans ces conditions, le seuil pathogéne encore appelé seuil
pyrogene est trés variable et ne peut pas servir d“argument diagnostic formel. Sur le plan
épidémiologique, pour suivre 1“évolution de la morbidité palustre dans une population, on
pourra utiliser arbitrairement un seuil de densité parasitaire donnant un risque de fievre
signifcatif (Armstrong-Schellenberg et al., 1994). Mais dans la pratique clinique, le

diagnostic d“acces palustre repose sur un examen biologique qui montre une forte densité

parasitaire accompagnant une fievre isolée. On comprend tout de suite la difficult¢ du




diagnostic d“acces palustre en zone d“endémie ou toute la population héberge des parasites en
plus ou moins grand nombre. La fievre chez le malade du paludisme est due a 1“abondance
des toxines libérées lors des fortes parasitémies. Ces toxines sont responsables de 1“activation
des macrophages qui sont a 1“ongine des poussées de TNF (Tumors Necrosis Factor) lui-
méme libéré par des macrophages préalablement activés par divers antigénes plasmodiaux
dont les toxines (Kwiatkowski 1995). Cependant, on ignore encore pourquoi certaines fortes
parasitémies demeurent asymptomatiques chez les individus prémunis? L'hypothése la plus
probable stipule qu“une immunité « anti-toxique » se développerait progressivement et
interromperait la cascade déclenchée par la libération des toxines plasmodiales (Clark et al.,

2004). Cette immunité anti-toxique est encore peu étudiée.

1.3.2. Les complications

Les complications attribuées au paludisme sont de plusieurs ordres. Les plus fréquemment

citées sont entre autre:

1.3.2.1. L’acces pernicieux

L“acces pernicieux ou paludisme neurologique s“observe uniquement avec P. falciparum. 1l
pourrait étre provoqué par les schizontes érythrocytaires qui adherent au systeme endothélial
des capillaires et se multiplient dans les visceres profonds, entrainant une anoxie tissulaire et
des troubles de la circulation (WHO, 2000). En fait, les mécanismes physiopathologiques de
“acces pernicieux sont vraisemblablement plus complexes et multiples. Les signes cliniques
sont souvent d“ordres neurologiques, a cause d“une localisation dans les capillaires cérébraux
(Kristensson et al., 2002). Les accés pernicieux sont dans la plupart des cas réversibles sous
traitement précoce bien conduit, mais 20% (Imbert., 2002) des malades peuvent en mourir.
En Afrique, moins de 10% (Newton et al., 2000) des enfants atteints du neuropaludisme

présentent des séquelles neurologiques.

1.3.2.2. L’anémie

L'anémie sévere est l'une des causes principales de mortalit¢ dans le paludisme a P.
falciparum. Elle résulte de plusieurs mécanismes (Nagel, 2002):

- la lyse des hématies parasitées du fait de l“activité hémolytique exagérée du systeme
phagocytaire (réticulo endothélial) principalement dans la rate.

- de phénomenes immuno-pathologiques détruisant des hématies saines ;

- d“une diminution de I“hématopoicse.

=



Cette anémie s“accompagne d“une splénomégalie liée a 1“activité phagocytaire des histiocytes
vis a vis des hématies parasitées et de 1“hyper - réactivité des formations lymphoides qui
synthétisent des anticorps. On observe aussi une hépatomégalie et un éventuel subictere li€s a
I“activité phagocytaire des cellules de Kiipffer et a la dégradation en bilirubine de

1“hémoglobine libérée lors de 1“hémolyse.

1.4. Immunologie du paludisme

Par la définition méme du parasitisme, le Plasmodium doit survivre chez un hote
immunologiquement hostile sans le tuer. Il existe donc un équilibre instable entre les
mécanismes d“évitement mis en jeu par le parasite et les mécanismes protecteurs ou
pathologiques mis en jeu par 1"hote.

L“organisme humain va développer plusieurs types d“immunités. Parmi les mécanismes
immunologiques, certains seront de simples témoins de 1“infection, d“autres seront protecteurs
et détruiront le parasite et d“autres occasionneront des réactions immuno - pathologiques.
Chaque mécanisme sera spécifique de stade et d“espece. Ainsi, il possible de caractériser de
nombreux types d“immunité protectrice (prémunition, anti-maladie, TBI, anti-sporozoite).
Parallélement, le parasite est capable de mettre en jeu des mécanismes d‘¢vitement de la
réponse immune, (1) soit en se protégeant dans une cellule, (2) soit en occasionnant une
immuno - dépression, (3) soit en acquérant des antigenes d“hotes ou (4) en variant ses propres
antigenes de surface afin de se déguiser et d“échapper aux mécanismes de défense.

Quand les conflits antigene - systtme immunitaire deviennent trop intenses et inflammatoires,
on assiste alors au développement de réactions immuno - pathologiques qui viennent encore

compliquer le tableau immunologique et clinique.

1.4.1. Les principaux antigenes parasitaires

Le parasite est constitu¢ d“une multitude d“antigénes (somatiques, métaboliques, internes,
externes, ou secrétés) qui entrainent le plus souvent des réponses immunes spécifiques
(humorales, cellulaires, ou mixtes). En outre, ces antigénes peuvent étre communs a toutes les
espeéces de Plasmodium, ou spécifique d“espece, ou vont changer en fonction du stade de
développement (spécifiques de stade).

Parmi les différents antigénes plasmodiaux, certains vont n“avoir aucun role apparent,
d“autres vont étre de simples témoins de [“infection et quelques uns vont posséder des

propriétés physiologiques importantes pour le parasite (antigénes fonctionnels). Certains




antigeénes externes au parasite ou secrétés, pourront étre une cible prioritaire pour le systéme
immunitaire car facilement accessibles. D" autres seront « exposés » a la surface des cellules
parasitées (hépatocytes et globules rouges) et pourront avoir un role physiologique important
(cytoadhérence) ou permettre le déguisement du parasite pour échapper aux mécanismes de
défense.

Une des caractéristiques des antigénes fonctionnels que le parasite doit a tout prix
« protéger » est de pouvoir changer de constitution chimique au gré de la pression immune.
Ainsi certains antigénes seront-ils « variants » ou polymorphes. Tous les antigénes
« fonctionnels » ne sont probablement pas encore connus. Cette bréve revue permet de mieux
comprendre la complexité de la réponse immune de 1*“héte.

Parmi les antigénes fonctionnels du sporozoite, il est habituel de citer la CSP (Myang et al.,
2004 ; Menard et al. 1997 ; Nussenzweig & Zavala 1997 ; Schofield 1990 ; Nussenzweig
& Nussenzweig 1989) ct la TRAP (Dolo et al., 1999, Hollingdale et al., 1998 ; Robson et
al., 1998 ; Sultan et al., 1997) exprimés a la surface des sporozoites. Ces antigénes ont un
role sur la maturation des sporozoites, sur leur reconnaissance des récepteurs tissulaires et
sont des cibles privilégiées pour le systéme immunitaire. D“autres molécules sont exprimées a
la surface de 1“hépatocyte infectés. C*est le cas de LSA-1 et 2 (Kurtis et al., 2001 ; Hoffman
& Doolan 2000 ; Nardin et al.,1999 ; Hollingdale et al.,1998).

Chez le trophozoite on trouve du MSP (Hoessli et al., 2003 ; Tanabe et al., 2000 ; Holder et
al., 1999) principal antigéne de surface variant permettant la survie du parasite ; et des
antigénes de rhoptrie qui pourraient intervenir dans la reconnaissance et la pénétration des
hématies (Collins et al. 2000 ; Sam-Yellowe 1996).

Chez le schizonte érythrocytaire on a décrit des antigenes de cytoadhérence (PfEMP) qui
permettent au parasite d“adhérer a 1“endothélium des capillaires profonds (Duffy & Fried
2003 ; Baruch et al. 2002 ; Pouvelle et al. 2000 ; Baruch et al. 1996).

Chez le gamétocyte on a isolé des protéines Pfs 48/45 kD et Pfs 230 kD qu®on retrouve en
surface chez les stades précoces du cycle sporogonique (zygote et ookinete), désignant ces
stades comme cible des anticorps anti-sexués ingérés avec le repas sanguin (Niederwieser et
al. 2001 ; van Dijk et al. 2001 ; Kumar et al. 1995). On a aussi observé la synthese de Pfs 25
kD exprimé a la surface des ookinétes et des oocystes jeunes et qui pourrait faciliter la
migration du parasite a travers 1“éithélium digestif du moustique (Roditi & Liniger 2002 ;
Sauerwein & Eling 2002 ; Kaslow 1992 ; Lensen et al. 1992 ; Fries et al. 1990). Ce néo-

antigéne n‘étant jamais en contact avec le systéme immunitaire humain, il n“existe pas de

.



mécanismes de défense naturel, mais du fait de sa fonction c“est un candidat vaccin de
premier plan.

Enfin il existe des antigénes internes du parasite. Ils ne jouent probablement aucun réle en ce
qui concerne 1“immunité protectrice. Ils sont excrétés soit au cours du développement des
schizontes, soit libérés au moment de la rupture des schizontes. En revanche, ces antigénes
peuvent avoir un rdle important dans I“immunopathologie du paludisme car certains sont
extrémement immunogénes, comme les toxines du parasite (Clark & Cowden 2003 ;
Schofield 1997 ; Taverne et al. 1996). IIs peuvent aussi jouer un role dans le diagnostic

immunologique du paludisme.

1.4.2.L'immunité protectrice

Face a cette multitude d“antigénes il y a des réponses immunitaires spécifiques, humorales,
cellulaires ou mixtes qui peuvent occasionnellement détruire le parasite, notamment pendant
les phases de migration libre du parasite (sporozoite, mérozoite, formes sexuées chez le
moustique). Les mécanismes sont nombreux et le plus souvent spécifiques d“espece et de
stade. Ces mécanismes complexes ne sont pas encore tous compris, notamment chez
I“homme. Il devient donc possible d“identifier un certain nombre d“immunités spécifiques et
protectrices, spécifiques de stade. (Ballou et al. 2002 ; Baruch et al. 2002 ; Berzins 2002 ;
Dimopoulos et al. 2002 ; English & Newton 2002 ; Hollingdale & Krzych 2002; Troye-
Blomberg 2002).

On peut citer également 1“immunité antitoxique (ou anti - maladie) (Clark et al. 2003 ;
Boutlis et al. 2002) et la TBI que nous développerons plus loin (Kaslow 2002).

A coté de ces immunités spécifiques, on a aussi caractérisé une immunité spéciale, connue de
longue date (Sergent, 1963) appelée prémunition. Chez [“individu impaludé vivant en zone
d“endémie, on note une diminution de la parasitémie parall¢le a une augmentation progressive
des anticorps antipalustres et des cellules spécialisées. Cette immunité est d“autant plus
efficace que 1“expérience palustre est importante et prolongée. Elle s“acquicre tres lentement,
mais peut disparaitre assez vite quand le stimulus antigénique disparait, notamment chez des
sujets migrant vers des zones non impaludées (Wery, 1995). Elle conduit a une réduction des
charges parasitaires circulantes, sans jamais étre stérilisante, ce qui permet la persistance du
stimulus antigénique. Les mécanismes de cette prémunition sont encore inconnus chez
1“homme. Il est trés probable qu‘un certain nombre d“immunités spécifiques rentrent dans la

composition de cette prémunition.




1.4.3.Les mécanismes d’évitement

Le parasite peut contourner les mécanismes de défenses de 1“hote et assurer sa survie chez cet
hote immunologiquement hostile, en développant différentes stratégies.

¢ La variation et le polymorphisme antigénique (Duffy et al., 2003 ; Dean et al.,
2002 ; Kyes et al., 2001 ; Bruce et al., 2000 ; Newbold, 1999) permettent au parasite de
changer la composition protéique de certains antigenes de surface en sélectionnant certains
geénes sous 1“effet de la pression immune environnante. Les néo-antigénes ne sont alors plus
reconnus par 1“hote qui doit monter une nouvelle réponse immune. Ce délai permet au
parasite de survivre. En cas de polymorphisme antigénique de certains antigenes de surface,
ceci occasionne une « dilution » de la réponse immune spécifique de chaque variant.

¢ La localisation intracellulaire permet au parasite d“€tre a 1abri des anticorps et
cellules immuno - compétentes. Cependant le parasite émet des antigénes parasitaires a la
surface de certaines cellules hote (globules rouges et hépatocytes). Certains antigénes
interviennent dans la cytoadhérence, les mécanismes de cytotoxicyt¢é ou servent a
monopoliser le systtme immunitaire (Newbold et al. 1999 ; Bull et al. 1998 ; Mazier et al.
1997 ; Holder, 1994). Ils sont éminemment variables, car soumis a une forte pression
immunologique.

¢ On peut rapprocher la synthese, par le parasite, de certains antigenes d“hote. Ces
antigeénes parasitaires sont reconnus par le systtme immunitaire comme appartenant a 1“hote
et donc ne déclenchent pas de réponse immune. Le parasite peut ainsi se déguiser derriére ce
paravent (Abu-Shakra et al. 1999 ; Nowack 1995).

¢ Dans le dysfonctionnement de la réponse immunologique de 1“hote, le parasite

perturbe la réponse spécifique.

1.4.4.Les réactions immuno-pathologiques

Lors des fortes poussées parasitaires, de nombreux antigénes solubles sont secrétés et
complexés par les anticorps spécifiques. La formation d“immun - complexes occasionne une
stimulation des macrophages qui les phagocytent. Les macrophages activés synthétisent des
cytokines inflammatoires responsables de troubles pathologiques trés différents en fonction de
I“endroit ou se déroulent ces phénomenes. C*est ainsi qu“on peut expliquer la plupart des
complications du paludisme comme [“acces pernicieux, 1“anémie, mais aussi le syndrome de
splénomégalie tropicale et la néphrite aigue ou chronique (Hunt & Grau 2003 ; Miller et al.
2002 ; Angulo & Fresno 2002 ; Chen et al. 2000).

.



Ce survol de I“immunité antipalustre montre bien la complexité du probléme. Il faut retenir
toutefois que la plupart des mécanismes ont été démontrés avec des modeles expérimentaux,
et qu“il est difficile, voir impossible, de disséquer la réponse immune chez 1“homme. Une
chose demeure formelle, c“est qu“une immunité protectrice anti parasitaire existe. Elle est
d“installation progressive, dépend du niveau du stimulus antigénique, et n“est pas stérilisante.

Elle suffit néanmoins a controler les poussées parasitaires donc les acceés aigus et les

complications.

1.5.Le diagnostic

Un test biologique est capital pour assurer le diagnostic d“acceés ou d“infection palustre. Dans
la plupart des pays d“Afrique, le diagnostic d“acceés palustre se fait seulement sur des
symptdmes €vocateurs mais non spécifiques. Méme les médecins spécialistes en paludologie
se trompent dans 50% des cas lorsqu“ils portent le diagnostic d“acces palustre sur les seuls
critéres cliniques. Autrement dit une grande partie des traitements ne sont pas justifiés. Ce
genre de situation favorise 1“apparition rapide des cas de résistance du parasite aux
médicaments.

Pour éviter ces fausses médications, on dispose de deux types de test biologiques : les tests
directs qui permettent de mettre en évidence le parasite avec certitude et les tests indirects qui

ne permettent pas d“affirmer 1“infection.

1.5.1.Diagnostic direct

1.5.1.1. Les étalements sanguins

Pour diagnostiquer la présence du parasite dans le sang, deux types d“étalement sanguins
peuvent &tre employés : le frottis mince et la goutte épaisse.

Dans le frottis, on réalise un prélévement capillaire au bout d“un doigt avec confection
immédiate d“un frottis mince. Cet examen sanguin permet 1“appréciation de la densité
parasitaire en pourcentage d“éythrocytes parasités. Il permet aussi de déterminer 1“espece.
Quant a la goutte épaisse, il s“agit d“une technique de concentration des hématies. On dépose
3 gouttes de sang capillaire sur la lame. Les hématies sont étalées grossi¢rement, séchées, puis
lysées pour ne laisser sur la lame que les globules blancs et les parasites assez facilement
identifiables malgré les déformations dues a 1“éalement. L“estmation de la densité parasitaire
se fait en faisant la numération des parasites par rapport aux leucocytes. L“étalement sanguin

reste la méthode de référence la plus économique pour le diagnostic du paludisme.




1.5.1.2. Les tests d’ADN

La Polymérase Chain Reaction (PCR) ou technique d“amplification génique, repere dans un
prélevement, a 1“aide d““amorces synthétiques, une séquence nucléotidique sélectionnée ; et la
multiplie au moyen de cycle de polymérisation. La quantité d“ADN parasitaire est ainsi
amplifiée et facilement détectable méme quand la parasitémie circulante est treés faible. La
Polymérase Chain Réaction est certainement la technique la plus sensible (Urdaneta et al.
1998). Elle permet de détecter des infections mixtes. Cette technique est également utilisée
dans les études de chimiorésistance (Smounou & Beck 1998) et en épidémiologie. Elle
permet d“estimer le nombre de souches circulantes (Contamin et al. 1995). En revanche elle
ne peut répondre au diagnostic d“urgence sur le terrain, car étant trés coliteuse et nécessitant

un équipement et une compétence trés particuliére.

1.5.2.Diagnostic indirect

1.5.2.1. Test des bandelettes réactives ou test rapide

Les antigénes secrétés par le plasmodium dans le courant sanguin peuvent servir a faire un
diagnostic biologique. C*“est notamment le cas de certains enzymes parasitaires (Craig et al.
2002). Cette protéine est détectée dans le plasma des personnes infectées, notamment quand
la densité parasitaire est importante. Ces tests diagnostiques se font a partir d“une bandelette
de nitrocellulose imprégnée d“anticorps dirigés contre les antigénes du parasite. Pour
pratiquer ce test on dépose une goutte de sang sur la bandelette pour faire réagir d“éventuels
antigenes du parasite avec [“anticorps spécifique de la bandelette. Il y a alors formation d“un
immun complexe, se traduisant par une coloration localisée au niveau de la bandelette. Ces
tests se font rapidement avec une grande simplicité et a partir de sang capillaire. Cependant,
I“antigeéne recherché peut persister 15 jours apres la clairance parasitaire, d“ou la possibilité

d“obtenir de faux positifs chez des sujets guéris. Par ailleurs ce test est relativement colteux.

1.5.2.2. La sérologie

Le principe consiste a rechercher des anticorps antipalustres dans le sérum. Ils sont détectés
par des antigénes spécifiques en utilisant des techniques diverses comme 1“hémagglutination

passive, “immunofluorescence indirecte et surtout I“ELISA (Bidwell & Voller, 1981).
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Figure 1V : Plaque de microtitration pour ELISA

Cette technique est relativement facile et peu onéreuse. La lecture peut se faire a 1“ceil nu en
faisant la comparaison avec un témoin positif, ou automatiquement a [“aide d“un
spectrophotomeétre. En outre cette technique permet de tester un grand nombre de sérums en
méme temps. L“inconvénient de ce test est qu“il peut engendrer des réactions croisées entre
I“antigéne de capture et d“autres anticorps non spécifiques du paludisme.

Le gros probléme des tests sérologiques est qu“ils mettent en évidence des anticorps témoins
d“une infection, mais que ces anticorps persistent longtemps aprés la disparition de

“infection. IIs ne sont donc d“aucune valeur diagnostic.

1.6. L’épidémiologie du paludisme

1.6.1. Répartition géographique

Le paludisme est endémique dans la ceinture tropicale et équatoriale du globe. Il sévit en
particulier sur le continent africain, mais aussi sur une partie de I“Amérique du sud, au Moyen
Orient et en Asie du sud-est (voir figure V). Cette répartition diversifiée est sans doute liée a
quatre parametres essentiels : (1) les conditions optimales de développement des moustiques,
(2) la présence d“un réservoir endémique de parasites, (3) 1“existence d“une ou plusieurs
especes vectrices et (4) des rapports homme - vecteurs fréquents. C*“est naturellement dans la

ceinture tropicale et équatoriale du globe qu“on rencontre ces quatre conditions rassemblées.




Figure V : Zones impaludées dans le monde (OMS, 2011)

La répartition des especes plasmodiales est différente. P. falciparum s“observe partout sous
forme endémique ou parfois épidémique. P. malariae est aussi largement distribué, mais sous
forme de petits foyers localisés, dans lesquels existent des conditions hyper favorables a la
longue survie du vecteur. Les foyers de P. ovale sont cantonnés en Afrique centrale. P. vivax
n“existe pratiquement pas en Afrique noire, mais se retrouve partout ailleurs dans la ceinture
tropicale et équatoriale.

La répartition de chaque espéce vectrice a été résumée dans [“excellent ouvrage de Mouchet

et al., 2006.

1.6.2. Les tentatives de rationalisation de I'’endémie palustre

L“¢pidémiologie du paludisme est 1“&ude de tous les facteurs pouvant intervenir pour
expliquer cet équilibre instable entre [“hote, le parasite et le vecteur. Nous avons
précédemment survolé les facteurs immunologiques. Nous aborderons plus loin et en détail
les facteurs contrdlant la transmission du parasite a I“homme ou au vecteur. Ici nous décrivons
I“hé&érogénéité des situations épidémiologiques avec le role des facteurs environnementaux
ou climatiques ainsi que des modifications de cet environnement, introduites par I“homme.

Pour mieux cibler les moyens de lutte qui sont trés cotliteux a 1“échelon d“une population, les
chercheurs ont essayé de définir certaines zones d“endémie homogene. Divers indicateurs ont
été utilisés comme la fréquence et la taille moyenne de la splénomégalie chez les enfants de 2-
9 ans (Classification de Kampala, 1950), ou les niveaux de la prévalence parasitaire chez les

enfants non prémunis (Classification de Yaoundé, 1962). Ainsi une premicre classification




en 4 strates (hypo, meso, hyper et holoendémique) a été grossierement définie. Mais elle s“est
avérée trés vite insuffisante compte tenu de la diversité épidémiologique au sein d“une méme
strate.

Depuis longtemps les entomologistes ont mis au point des indicateurs de transmission en
piqires infectées par homme et par an. Mais ces indicateurs sont assez grossiers et ne donnent
qu“un aperqu tres focalisé de la situation générale. Ils servent tout de méme pour estimer un
niveau de transmission, en sachant que ce niveau présente de trés nombreuses variations
annuelles en fonction des saisons et d“une année sur 1“autre (Fontenille et al. 1997), ce qui
exige de multiplier les mesures. Pour 1“instant ce sont les indicateurs les plus utilisés pour
comparer une situation épidémiologique avant et aprés intervention humaine sur
I“environnement ou introduction d“une stratégie de lutte.

La littérature a montré une relation entre le niveau de transmission (en piqlres infectées par
homme et par an) et la prévalence ou la densité parasitaire moyenne dans la population et la
morbidité chez 1“enfant (Beier et al., 1999, Charlewood et al., 1998 ; Smith et al., 1998 ;
Snow & Marsh 1998). Il ne fait aucun doute que le développement progressif d“une
immunité protectrice intervient sur les niveaux de parasitémie chez 1“individu ou les
populations et est fonction du niveau de transmission. Ainsi arrive t“on a ce paradoxe d“un
paludisme bien supporté dans les zones hyper et holoendémique, du fait du développement et
du maintien d“une prémunition efficace, tandis que la mortalité et la morbidité restent
importantes dans les zones hypo a mésoendémiques, avec une transmission saisonniere courte
qui nest pas favorable a 1“acquisition et au maintien d“une immunité protectrice solide
(Fleming, 1997 ; Lines 1997 ; Molineaux 1997 ; Saul, 1997). Il est malheureusement
impossible a 1“heure actuelle de mesurer le degré de prémunition acquise par une population,
ni la part de la mortalité due au paludisme (possible dans certaines études). Ces indicateurs
essentiels ne sont donc pas encore intervenus dans les classifications épidémiologiques.

Les ¢épidémiologistes ont modélis€é récemment les relations entre caractéristiques
géographiques et risque de transmission (Hay et al., 2000 ; Craig et al., 1999 ; Snow et al.,
1999). 1l est encore trop tot pour connaitre les véritables implications pratiques d“une telle

modélisation.

1.7.Les moyens de lutte antipaludique

Les stratégies de lutte engagées contre le paludisme depuis preés d“un demi-siécle n“ont connu

jusquici que des succes sporadiques et a court terme. Ceci est probablement di a la grande




faculté d“adaptation du vecteur et du parasite. On peut schématiquement distinguer les

moyens de lutte contre le Plasmodium et ceux contre 1“anophéle.

1.7.1.La lutte antiparasitaire

Elle repose a I“heure actuelle sur 3 stratégies différentes et complémentaires : la

chimiothérapie, la chimioprophylaxie et la vaccination.

1.7.1.1. Les médicaments

On dispose actuellement de 6 grandes familles de médicaments qui agissent soit sur les
schizontes, soit sur les gamétocytes ou encore sur le cycle sporogonique.

e Les alcaloides
Les principaux représentants de ce groupe sont la quinine et la quinidine. Leurs principes
actifs sont extraits a partir d“un arbre qu“on appelle le quinquiliba. Ces molécules sont
utilisées pour le traitement des acces palustres graves, car elles ont une action trés rapide, avec
cependant une demi-vie courte, exigeant la répétition des doses. Ce sont des schizonticides
bien tolérés et administrables per os ou en injection (intramusculaire ou perfusion). Le
traitement doit étre prolongé au moins pendant 7 jours. On ne note que rarement des cas de
résistance vis-a-vis de ces médicaments.

e Les amino-4-quinoléines
Les représentants de cette famille sont la chloroquine (CQ) et 1“amodiaquine (AQ). Ce sont
des schizonticides sanguins. Ils peuvent également agir sur les stades jeunes des gamétocytes.
La CQ a été largement utilisée per os pour le traitement ou la prévention du paludisme a
travers le monde. Le métabolisme n“exige qu“une dose par jour. Ces molécules sont peu
toxiques et peu colteuses. Utilisée en prophylaxie, la CQ peut toutefois provoquer des prurits,
des pertes de mémoire ou des troubles de la vision a long terme (Hatton C.S. et al. 1986)
tandis que 1“amodiaquine peut entrainer des troubles de 1“hématopoic€se, ce qui contre-indique
son utilisation en préventif. Ces molécules sont en train de perdre leur efficacité a travers le
monde entier, a cause de 1“apparition de résistances, notamment avec P. falciparum. Cette
chimiorésistance a probablement été favorisée par 1“énorme pression médicamenteuse et par
des campagnes de chimioprophylaxie mal conduites.

e Les amino-8-quinoléines

Ces médicaments sont gamétocytocides et agissent sur les formes hépatiques. Ils sont

donc théoriquement associés au traitement de 1“acceés aigu, pour éviter toute poussée




gamétocytaire post-thérapeutique et toute rechute, notamment chez P. vivax. Le principal

représentant est la primaquine. Ces amino-8-quinoléines sont toutefois déconseillés en

Afrique noire et en Indonésie, a cause de leur toxicité sanguine en cas de déficience

génétique a la G6PD (Clide, 1981), fréquente dans ces zones géographiques. Par contre ils

restent efficaces dans les infections a P. vivax dans le reste du monde.

e Les antimétaboliques
Dans ce groupe on retrouve les sulfamides et les sulfones regroupés sous le nom
d“antifoliques mais également les biguanides et les diaminopyrimidines, connus sous le nom
d“antifoliniques. Ces molécules sont des schizonticides qui bloquent la synthése de 1“ADN
parasitaire. Ils ont une action et une excrétion lentes et ne sont donc pas indiqués dans le
traitement de 1“acces palustre aigu. Ces molécules sont responsables de cas d“allergies et des
nausées. Il faut généralement les associer a d“autres médicaments a cause de leur forte
capacité a entrainer des résistances chez le parasite. Ils sont contre indiqués chez la femme
enceinte. Ils peuvent avoir un effet gamétocytogene en faisant souffrir le parasite sans le tuer
rapidement, ce qui lui laisserait le temps de dévier son cycle vers la gamétocytogénese.
L“association antifolique + antifolinique qui a 1“avantage de se donner a dose unique, aurait
en outre une activité sporontocide chez le moustique ce qui compenserait son activité
gamétocytogéne. Mais cette dernicre activité n“est pas encore admise par tout le monde.

e Le groupe des amino alcool
Ce groupe de médicaments a été mis au point pour lutter contre les souches chloroquino
résistantes, notamment en Asie du Sud-Est pendant la guerre du Vietnam. Ce groupe est
réservé au traitement de 1“acces palustre, quelque soit 1“espece en cause et comprend deux
types de molécules : 1“halofantrine et la méfloquine. Cependant, ces médicaments ont une
certaine toxicit¢ cardiaque (halofantrine) ou psychique (méfloquine) en prophylaxie
prolongée. La méfloquine peut toutefois se donner a dose unique.

e Les dérivés de ’artésunate
L'artemisinine (ou qinghaosu) est un dérivé de la plante, Artemisia annua. 1l est employé
depuis plus de deux mille ans en Chine, pour traiter les fievres associées au paludisme. Au
cours de ces vingt dernicres années, des dérivés synthétiques (Arteméther, Artésunate,
Dihydroartémisinine, Artemotil) ont ét¢é commercialisés, mais ils restent trés colteux. Le
métabolisme permet une seule dose par jour. Ces dérivés sont administrés par voie orale ou en
suppositoire ou par voie parentérale. C“est le médicament de choix dans le paludisme multi-

résistant. Ces molécules sont schizonticides et gamétocytocides. Pour préserver toute leur




efficacité, ces molécules doivent &tre utilisées en combinaison. Pour 1“instant ces dérivés sont

déconseillés chez la femme enceinte.
1.7.1.2. Les stratégies médicamenteuses

Le développement trés rapide de la résistance a certains médicaments utilisés en
monothérapie a conduit a rechercher de nouvelles molécules et a évaluer 1'efficacité d'anciens
traitements en combinaison. La stratégie actuellement recommandée par 1“OMS est la
polythérapie systématique des acces fébriles en période de transmission. De nombreuses
combinaisons médicamenteuses sont actuellement a 1“essai. La probabilit¢ d“apparition
simultanée d“une résistance a deux agents chimiothérapeutiques dont les mécanismes d*“action
sont différents est extrémement faible. Cependant, cette polythérapie colite beaucoup plus
cher que la monothérapie aux amino-4-quinoléines et le nombre de comprimés a ingérer par
jour est souvent prohibitif, ce qui risque de rebuter les patients et de favoriser les sous
dosages.

A ce jour, seuls la quinine et les dérivés de l'artémisinine semblent épargnés par les
phénomenes de résistance. On réserve donc la quinine au traitement de 1“acces palustre grave
en injections ; et les dérivés de | artémisine au traitement de 1“acceés palustre simple et
toujours en association. Un effort soutenu de recherche doit €tre maintenu pour découvrir de
nouvelles molécules et fabriquer a bas prix des combinaisons thérapeutiques efficaces,

limitant ainsi le nombre de comprimés a prendre.

1.7.1.3. Les vaccins

Une autre alternative de lutte antiparasitaire est la mise au point d“un vaccin. Trois groupes de
vaccin sont actuellement a [“éude :
e Le vaccin anti-sporozoite.

I1 devrait empécher 1“invasion des hépatocytes ou détruire le sporozoite pendant sa phase de
migration sanguine. Des épitopes (morceaux d“antigene, particulierement immunogenes et
déclenchant une réponse spécifique protectrice) ont €té sélectionnés tant sur la CSP que sur la
TRAP, principaux antigénes fonctionnels du sporozoite. Ces épitopes occasionnent une
réponse humorale ou cellulaire cytotoxique chez certains modéles expérimentaux.
Malheureusement les tentatives de vaccination chez 1“homme n“ont pas donné de bons
résultats, peut €tre a cause d“une mauvaise présentation de 1“antigéne vaccinal au systéme

immunitaire et certainement aussi par manque d“un adjuvant non toxique (Nussenzweig &




Nussenzweig 1990 ; Nardin et al. 1995 ; Nussenzweig & Zavala 1997 ; Ahlborg et al. 1998
. Nardin et al. 1999 ; Hollingdale & Krzych 2002 ; Alloueche et al. 2003 ; Snounou et al.
2005).

e Le vaccin contre les stades sanguins.
Les recherches sont beaucoup moins avancées que pour le vaccin anti-sporozoite. Ce vaccin
devrait réduire fortement la densité parasitaire asexuée, donc la morbidité¢ et la mortalité
palustre. De nombreux épitopes ont été sélectionnés chez les différents antigénes fonctionnels
du schizonte ou du mérozoite. Le probléme est que ces antigénes sont souvent des variants ou
sont trés polymorphes. Il devient donc difficile de mettre au point un vaccin universel. La
encore les études expérimentales chez la souris, le rat ou le singe ont donné quelques résultats
intéressants, mais chez 1“homme il n“y a qu“exceptionnellement des succes, méme avec des
vaccins associant plusieurs molécules de fonctionnalité différente (Good 2005 ; Moorthy et
al., 2004 ; Good ,., 2004 ; Webster & Hill 2003 ; Kumar et al., 2002 ; Moorthy & Hill
2002 ; Greenwood & Alonso 2002 ; Carvalho et al., 2002 ; Doolan & Hoffman 2002 ;
Kumar et al., 2002 ; Patarroyo et al., 1992).

e Les vaccins anti-stade sexué
Ils sont d“introduction beaucoup plus récente. Ces vaccins n‘ont aucun effet sur la
symptomatologie mais ils peuvent théoriquement protéger la communauté en réduisant ou
stoppant la transmission du parasite par le vecteur. Des épitopes ont été sélectionnés a partir
des 3 antigenes de surface Pfs 48/45, Pfs 230 et Pfs 25. Des études de terrain sont
actuellement en cours.
Les voies de recherche dans le domaine du vaccin antipaludique, s“onentent actuellement vers
“élaboration d"un vaccin multivalent contenant divers antigénes fonctionnels, spécifiques de
différents stades et capables d“induire des réponses immunitaires grace a de nouveaux

adjuvants ou de nouvelles techniques de couplage.

1.7.2.La lutte contre le vecteur

La lutte antivectorielle est une composante importante, mais souvent coliteuse et qui doit étre
trés efficace pour diminuer sensiblement la transmission. Les cibles sont 1“insecte et/ou plus
rarement son stade larvaire. Une abondante littérature peut étre consultée sur ce sujet un peu
en marge de nos préoccupations. Aussi resterons nous volontairement bref.

On peut citer parmi les stratégies antivectorielles, les insecticides a effet rémanent et plus

rarement les larvicides, notamment biologiques. Les insecticides ont été longtemps appliqués

.



en aspersion intra domiciliaire pendant les années de tentative d“¢éradication du paludisme. Le
seul effet a ét¢ le développement de la chimiorésistance des vecteurs au DDT. Actuellement
les nouveaux insecticides comme les pyréthrinoides sont utilisés en imprégnation sur les
moustiquaires.

Les moustiquaires imprégnées (MI) constituent le principal outil d“intervention contre les
anopheles vecteurs. Elles ont donné de bons résultats dans beaucoup d“études pilotes sur le
terrain (Lengeler, 2000 ; Cochrane & Lengeler, 1998). La promotion des MI est maintenant
devenue une priorité dans la plupart des programmes nationaux, sous |“effet d“une forte
publicité de 1“OMS. Le probléme est maintenant de savoir si les MI vendues a une population
sont toujours autant efficaces que dans les études pilotes et si des résistances du vecteur aux
insecticides n“en limitent pas rapidement 1“efficacité. Il est primordial de développer deés

maintenant des molécules de remplacement.

1.8.La chimiorésistance

La chimiorésistance est 1“aptitude d“une souche de parasite ou d“un moustique a survivre
malgré 1“administration d“un médicament ou d“un insecticide utilis¢ dans les conditions
optimales. Il s*agit d“une sélection progressive d“individus génétiquement résistants dans une
population sauvage, sous 1“effet d“une pression médicamenteuse ou insecticide, a doses non
mortelles pour le parasite ou le moustique. Ainsi la chimiorésistance apparait-elle
progressivement dans une zone déterminée. Cest la répétition des tests de sensibilité qui
permet de détecter la proportion croissante d“individus résistants.

La chimiorésistance est spécifique du médicament ou de 1“insecticide testé, mais il peut
exister des résistances croisées, notamment quand les compositions chimiques des produits

sont voisines.

1.8.1.La chimiorésistance aux antipaludiques

La chimiorésistance des parasites aux antipaludiques constitue un des obstacles majeurs qui
entravent 1“efficacité¢ des programmes nationaux de lutte contre le paludisme depuis des
décennies. La situation est déja fortement compromise pour les antifoliques + antifoliniques
ainsi que pour les amino-4-quinoléines. Des échecs thérapeutiques a ces molécules se
rencontrent a des taux supérieurs a 25% dans un trés grand nombre de pays d“Asie et

d“Afrique.




1.8.1.1. Causes et conséquences de la chimiorésistance

Plusieurs facteurs pourraient expliquer I'apparition, puis la dispersion des souches résistantes.
L'utilisation massive et la chimioprophylaxie mal controlée avec des amino-4-quinoléines,
depuis des décennies, ont favorisé la sélection progressive de souches naturellement
résistantes. Les résistances a la quinine sont inexistantes parce que le métabolisme du
médicament dans le sang est trés rapide. Par contre le métabolisme lent des anti foliques et
foliniques explique en partie [“apparition rapide des résistances. Mais 1'extension rapide de la
résistance aux antifoliques et foliniques s'explique aussi par le fait que cette résistance est due
a une seule mutation génétique. Par contre, pour la chloroquine par exemple, il existe
plusieurs mutations successives qui occasionnent des résistances faibles et ce n'est que la
coexistence de ces mutations qui favorise I'apparition d'une résistance mesurable in vivo.
Enfin, certains médicaments comme les anti foliques sont gamétocytogenes. Apres
chimiothérapie d“un acces palustre, le parasite résistant souffre sans étre tué et dévie son cycle
vers la gamétocytogénese. Il s“en suit une dispersion préférentielle des souches résistantes
dans la zone. L'intensité¢ de la transmission est un facteur aggravant de la dispersion des
souches résistantes. Mais l'intensité de transmission favorise aussi la prémunition qui contrdle
le développement de ces souches résistantes, donc diminue la fréquence des échecs
thérapeutiques. Ceci explique pourquoi la dispersion des résistances aux anti paludiques en
Afrique a été plus tardive et plus progressive qu'en Asie ou en Amérique du Sud, ou
'immunité protectrice est beaucoup moins forte dans les populations. Ceci explique aussi
pourquoi de hauts niveaux de chimiorésistance peuvent étre bien tolérés par les populations
vivant en zone hyper a holo endémiques ; alors que des niveaux beaucoup plus faibles
occasionnent une grande fréquence des échecs thérapeutiques dans les zones
hypoendémiques. On pense aussi que la chloroquinorésistance a favorisé¢ l'apparition de
résistances a d“autres quinolones, comme la méfloquine ou 'halofantrine.
La chimiorésistance est probablement responsable de 1'augmentation de la mortalité palustre
et des accés graves observée ces derniéres années (Trape et al., 1998). Mais il est difficile
d'en étre slir car 1'estimation de la mortalité spécifique due paludisme est impossible. Dans le
doute 1“OMS recommande de changer de politique médicamenteuse des que le niveau

d“inefficacité thérapeutique dépasse 25%.




1.8.1.2.Les tests de chimiorésistance du parasite aux médicaments

Afin de mieux définir les niveaux de chimiorésistance, d“adapter de nouvelles politiques
médicamenteuses, et de limiter la dissémination des souches résistantes, des tests de
surveillance ont été mis au point.

Les tests in vitro dépistent trés précocement 1“installation de souches résistantes dans une
zone. Ces tests sont basés sur l“inhibition de la croissance in vitro de P. falciparum en
présence de différentes doses de médicaments. Ces tests ont peu d“intérét pratique mais sont
utiles pour surveiller 1“apparition d“une chimiorésistance dans une zone.

C*est pourquoi nous n“insisterons que sur les tests in vivo. Les tests in vivo s“adressent a des
sujets parasités ou malades, peu ou pas prémunis, et traités de maniére correcte. On suit
1“évolution parasitologique ou/et clinique de ces individus. Une résistance se définit par la
persistance ou la réapparition des parasites dans les jours ou le mois suivant le traitement. Un
échec thérapeutique se définit par la persistance ou la réapparition de signes cliniques associés
a une parasitémie.

Il existe donc deux grands types de test in vivo: les tests de chimiosensibilité basés
uniquement sur 1“évolution de la parasitémie aprés traitement et les tests d“efficacité
thérapeutique qui prennent en compte a la fois la parasitémie et le tableau clinique. Le test
d“efficacité est actuellement le plus indiqué pour établir une situation objective du niveau de
résistance aux antipaludiques. Ce test vise a déterminer la proportion de sujets encore malades
et parasités apres un traitement bien conduit, parmi un échantillon de sujets malades de moins
de 5 ans, réputés non prémunis. Un certain nombre de réponses permettent de classer
I“efficacité du traitement en 3 catégories :

» Guérison apparente avec une réduction franche ou une stérilisation de la charge
parasitaire en moins de 3 jours, paralléle a un retour a la normale de la température.
Ces 2 criteres doivent rester stables pendant 15 a 28 jours apres traitement.

= Echec thérapeutique précoce avec une persistance de la fievre et de la parasitémie dans
les 3 premiers jours, exigeant un changement de médicament.

* Echec thérapeutique tardif avec une résurgence de la fievre et/ou de la parasitémie
apres une accalmie dans les premiers jours. Ici il faut faire attention a différencier une
résurgence de la maladie, d“une réinoculation par un moustique infecté. Nous sommes
en zone de transmission et un sujet récemment traité a trés bien pu guérir de son acces
palustre et en faire un nouveau 15 jours (durée du cycle sporogonique) apres le

premier.




C“est le taux d“échecs thérapeutiques dans I“échantillon et surtout son évolution vers
1“aggravation qui va conditionner un changement de politique médicamenteuse. Le probléme
est que la situation de la chimiorésistance est certainement trés hétérogéne dans une région ou
un pays ; et recommander un changement de stratégie médicamenteuse pour tout le pays est

une décision trés couteuse.

1.8.2. La chimiorésistance du vecteur aux insecticides

Pour étudier la chimiorésistance du vecteur aux insecticides 1“OMS a mis en place un test
standardisé. Il s“agit de mettre en contact pendant une heure, un gobelet de moustiques
sauvages de génération F1 avec un papier buvard imprégné dinsecticide. L'effet 1étal de
l'insecticide est évalué aprés une mise en observation de 24 heures des moustiques. Pour une
bonne interprétation des résultats, la mortalité du lot témoin doit étre inférieure a 5%; en cas
de mortalit¢ comprise entre 5% et 20%, la formule d'Abbot qui corrige la mortalité¢ des
moustiques exposés, permet encore l'exploitation des données. Si la mortalité du lot témoin
est > 20%, le test est a refaire.

La encore c“est la répétition des tests et 1“aggravation de la situation qui va commander un
changement d‘insecticide. La aussi la situation est certainement trés hétérogéne au niveau
d“une région ou d“un pays, mais il est exceptionnel qu“un programme de lutte reposant sur

[*“utilisation d“insecticides soit mis en ceuvre au niveau national.

2. Les facteurs inhibiteurs du cycle sporogonique

Théoriquement, la transmission palustre peut se diviser en trois principaux composants : la
transmission « moustique - homme » ou TMH, la transmission « homme — moustique » ou
THM et entre les deux, le « cycle » sporogonique. Cette derniére composante est soumise a
des phases naturelles de réduction parasitaire (dans 1“estomac du moustique, lors des
traversées de la membrane péritrophique et stomacale, et lors du conflit avec 1“immunité du
moustique). Ces phases de réduction sont compensées par des phases de multiplication
(micro-gamogénese, sporontogénese).

Les phases de réduction, au sein du cycle sporogonique sont dues a plusieurs facteurs, classés

en : (1) facteurs humains, (2) parasite, ou (3) moustique.




2.1. Les facteurs humains

L*“homme est capable d“inhiber le développement parasitaire chez le moustique. Il agirait par
I“intermédiaire d“un certain nombre d“anticorps ou cellules immuno-compétentes, ingérées
avec le repas sanguin. Parmi ces mécanismes, on peut citer :

- les anticorps contre les tissus de moustique,

- les anticorps contre les formes sexuées,

- les anticorps antisporozoite,

- la phagocytose,

- les médicaments sporontocides.

2.1.1.Les anticorps antimoustiques

Cet aspect commence a étre étudié avec pour principal objectif celui d'inhiber le
développement du parasite chez le moustique en vaccinant 1“homme avec des antigénes de
moustique.

Certains enzymes du moustique activeraient la prochitinase secrétée par 1“ookinéte sous forme
inactive, en chitinase qui permet la traversée de la membrane péritrophique par ce stade
parasitaire (Huber et al., 1991 ; Shahabuddin et al., 1993). Des anticorps dirigés contre ces
enzymes pourraient donc inhiber le cycle sporogonique (Shahabuddin et al. 1998 ; Taylor-
Robinson 2001). Il a ét¢ montré que des IgG dans le sang de 1'hdte, peuvent étre ingérées par

le moustique et rester actives dans son estomac au moins 48h (Vaughan et al. 1988).

2.1.2.Les anticorps antiséxués

L*homme vivant en zone d“endémie, acquicre des anticorps naturels contre les antigenes des
gameétocytes. Certains de ces antigenes sont communs aux gametes et aux zygotes
(Meuwissen & Ponnudurai 1988) comme le Pfs48/45 et le Pfs230 pour P. falciparum et le
GAM-1 pour P. vivax (Mendis et al., 1987). Ces anticorps sont capables d“inhiber voire de
bloquer le développement plasmodial chez le moustique (Targett 1988). Cette immunité
spéciale, qui apparait chez 1“homme, mais n“est efficace que chez le moustique, s“appelle la
TBI ou « Transmission Blocking Immunity » (Kumar et al. 1995). Nous développerons plus
en détail ce concept d“immunité dans le chapitre suivant.

Certains autres antigeénes « sexués » apparaissent avec retard au cours du cycle sporogonique
chez le moustique comme le Pfs 25 de P. falciparum par exemple qui commence a étre

synthétisé chez le zygote et “ookinéte et qu‘on retrouve encore chez le jeune oocyste (Fries et

.



al. 1990). Des anticorps contre cet antigéne peuvent étre induits artificiellement chez
I“homme ou 1“animal. IIs inhibent le développement de 1“oocyste mais également la

production des sporozoites (Kaslow et al. 1992 ; Lensen et al., 1992).

2.1.3.Les anticorps antisporozoites

L“homme vivant en zone d“endémie synthétise des anticorps antisporozoites (Nardin et al.,
1979 ; Hoffman et al., 1986). Les mécanismes d“action de ces anticorps sont multiples. Ils
peuvent bloquer 1“invasion des hépatocytes (Hollingdale et al., 1984) et déclencher une
réaction de précipité a la surface du parasite (Vanderberg et al., 1969). On peut aussi penser
que des repas sanguins successifs, pendant la phase de maturation des sporozoites, peuvent
inhiber la charge sporozoitaire des glandes salivaires et bloquer leur infectivité.

Des IgG humaines ont été dépistées dans 1“hemocoel et 1“hemolymphe quelques minutes apres
la fin du repas sanguin. La concentration atteint son maximum 3 heures aprés ingestion puis
disparition vers 18-24 heures, probablement a cause de la formation de la membrane
péritrophique qui est imperméable au passage des IgG (Vaughan et al. 1988 ; 1990).
Cependant, le passage trans-digestif des IgG ne s“observe pas chez tous les moustiques
vecteurs (Vaughan & Azad, 1988).

Dans le systeme P. falciparum-An. stephensi, on retrouve ces anticorps antisporozoites sur les
oocystes a partir du geme jour apres l“infection, temps nécessaire a la maturation des
sporoblastes et a 1“acquisition de 1“antigéne de surface CSP (Vaughan et al. 1988). Les
anticorps s“attachent aussi aux sporozoites circulants dans 1“hémolymphe, mais
progressivement la fluorescence de membrane se perd, évoquant un mécanisme de perte
progressive du manteau antigénique CSP (Vaughan et al. 1988). On a montré que seuls des
taux élevés d“anticorps antisporozoites pouvaient inhiber I“infectivité (Egan et al, 1987). Par
contre, 1“ingestion de fortes concentrations naturelles ou de monoclonal d“anti CSP, 10 jours
apres 1“infection n“a aucun effet sur 1“indice et la charge sporozoitaire et ne bloque pas
1“envahissement des glandes salivaires (Beier et al. 1989 ; Ponnudurai et al. 1989).

La concentration des IgG antisporozoitaires dans 1“hémolymphe est environ 0.5% de celle
dans le sérum du repas sanguin (Vaughan et al., 1990). Dans ces conditions, il est fort peu
probable que ces faibles concentrations puissent avoir un effet inhibiteur sur [“infectivité du
moustique. Au contraire, on a parfois démontré un effet potentialisateur sur 1“infection du

moustique de ces faibles concentrations d“IgG (Peiris et al., 1988 ; Nudelman et al., 1989 ;

.



Do Rosario et al. 1989 ; Hollingdale & Do Rosario, 1989). Le role épidémiologique des

anticorps antisporozoites demeure donc encore inconnu.

2.1.4.La phagocytose et les cytokines

Les parasites peuvent étre phagocytés dans 1“estomac du moustique (Sinden & Smalley, 1976
; Lensen et al., 1997). Cette phagocytose serait dépendante des cytokines (Naotune et al.,
1993 ; Lensen et al., 1997). Cependant, des études ont montré qu‘in vivo, la phagocytose
simple n'expliquerait que 7% des pertes parasitaires chez le moustique (Sinden & Smalley,
1976). Le véritable role de la phagocytose médiée par des cytokines sur la réduction des

parasites est encore inconnu (Healer et al., 1999).

2.1.5.Les médicaments antipalustres

Nous avons vu précédemment quun traitement a doses subcuratives peut étre responsable
d'une poussée gamétocytaire, en faisant souffrir le parasite sans le tuer (Buckling et al, 1999).
L'augmentation de la gamétocytémie est également observée en cas d'infections résistantes
traitées par un médicament peu efficace. (Robert et al., 1996). La fréquence des poussées
gamétocytaires est liée au niveau de résistance. On peut rapprocher de cette observation le
traitement avec certains antimalariques a action lente comme le proguanil, la pyriméthamine
ou l'association sulfadoxine + pyriméthamine qui, agissant avec un certain retard, peuvent
favoriser la gamétocytogénése (Sohkna et al., 2001). Les médicaments antipaludiques
auraient donc un effet plutot facilitateur sur le cycle sporogonique.

Certains antipaludiques, comme les amino-4-quinoléines, les amino-8-quinoléines, ou les
dérivés de I“artémisinine sont réputés gamétocytocides (Butcher, 1997 ; Targett et al.,
2001). D" autres associations (sulfadoxine + pyriméthamine) ou (atovaquone-proguanil),
réputées gamétocytogeénes, semblent également sporonticides (Hogh et al., 1998 ; Butcher et

al., 2000), mais les résultats ne sont pas encore formellement démontrés.

2.2. Les facteurs parasites

Le développement du parasite chez le moustique est influencé par un certains nombre de
facteurs qui peuvent engendrer un mauvais rendement voire une interruption du cycle
sporogonique. Parmi ces facteurs, on peut citer :

- la densité gamétocytaire,

- le sex ratio,

- le degré de maturation des gamétocytes,

.



- la distribution agrégée des gamétocytes,
- la parasitémie asexuée associée,

- le pouvoir gamétocytogeéne des souches plasmodiales

2.2.1. La densité gamétocytaire

C“est logiquement le facteur le plus important. En effet, le nombre de gamétocytes ingérés par
le moustique influence théoriquement 1“infectivit¢ de ce dernier. Mais il n"y a pas de
corrélation linéaire entre densité et pourcentage d“infection chez le moustique. Il existe des
moustiques qui ne s“infectent pas ou trés peu aprés gorgement sur de gros porteurs de
gamétocytes. Inversement, il existe aussi des moustiques qui s“infectent aprés s“€tre gorgés
sur un individu apparemment sans gamétocytes sur une goutte épaisse lue dans les conditions

standard.

2.2.2. Le « sexe ratio »

Le « sex ratio » des gamétocytes est trés variable mais il y a généralement plus de gamétocyte
femelle que de males. Pour un bon rendement du cycle sporogonique, il semble que le « sex
ratio » idéal se situe a un gamétocyte male pour 5-6 femelles (Paul et al. 2002). II est
probable qu“un « sex ratio » déséquilibré avec plus de males que de femelles entraine une

inhibition du cycle sporogonique.

2.2.3.Le degré de maturation infectante des gamétocytes

Il semble bien exister une période de « maturation infectante » qui durerait 2 jours et qui
permettrait aux gamétocytes mirs de P. falciparum (stades V) de devenir infectants pour le
moustique. De trés fortes densités de gamétocytes mirs récemment apparus, apres un
traitement d“accés palustre par exemple, peuvent ne donner aucune infection chez le
moustique. C“est aussi un probléme habituel rencontré lors des infections expérimentales de
moustique avec des gamétocytes de culture.

Une fluctuation journaliere de 1“infectivité des gamétocytes a été€ aussi observée dans certains
cas et chez certaines especes de Plasmodium de singe (knowlesi et cynomolgi) (Hawking,

1975). Cependant, ce rythme circadien ne semble pas exister chez les espéces humaines.




2.2.4.La parasitémie asexuée associée

Les fortes charges parasitaires asexuées, associées a une poussée gamétocytaire semblent
inhiber [“infectivité de ces gamétocytes. Il est possible que cette forte densité¢ des stades
asexués s“accompagne de désordres immunologiques ou inflammatoires a l'origine de
I“inhibition d“infectivité des gamétocytes. On a notamment démontré le role du TNF comme
principale cytokine capable d“inhiber 1“infectivité des gamétocytes (Naotune et al., 1993 ;
Lensen et al., 1997) et abondamment secrétée lors des acces palustres. Cette hypothése ne
devrait pourtant pas s“appliquer a P. falciparum chez qui la poussée gamétocytaire est
largement décalée (7 a 12 jours) par rapport a la poussée asexuée qui lui a donné naissance, a

moins qu“il existe une nouvelle poussée asexuée du fait de [“absence d““un traitement efficace.

2.3. Les facteurs moustique

Pour qu“un moustique soit un bon vecteur nous rappelons qu*il faut (1) que le moustique soit
susceptible a 1“infection plasmodiale (compétence vectorielle) et (2) qu“il soit dans les
conditions idéales pour transmettre (capacité vectorielle). Finalement, sur plus de 300 espéces
d“anophéeles recensées, seule une quarantaine est considérée comme étant sérieusement
impliquée dans la transmission palustre. Comme nous avons précédemment €évoqué, nous
allons ici parler que de la compétence vectorielle.

Le cycle sporogonique chez le moustique infect¢ est soumis a de nombreux facteurs
inhibiteurs, méme chez les moustiques susceptibles. Ces facteurs visent a contrdler la
multiplication parasitaire afin d“éviter les hyper infections mortelles. Parmi ces facteurs on
peut citer les plus étudiés (Sahabuddin & Costero, 2001) :

- les enzymes digestifs

- la membrane péritrophique

- le comportement agressif en fonction du degré de développement du cycle sporogonique

2.3.1. Les enzymes digestifs

L“ingestion d“un repas sanguin déclenche chez le moustique une sécrétion enzymatique
protéolytique abondante. L“activité enzymatique digestive atteint son apogée a des moments
variables apres 1“ingestion du repas sanguin. Ce temps dépend de 1“espece de moustique en
cause. Cette sécrétion digestive peut avoir une activité inhibitrice ou facilitatrice sur le cycle

sporogonique précoce.




Les enzymes digestives peuvent détruire le parasite. Cependant, 1“ookinéete de P. gallinaceum
survit chez Aedes. aegypti mais pas chez Anopheles. Ceci peut s“expliquer par “apparition
tardive que la sécrétion digestive apparait tardivement chez Aedes, quand 1“ookinéte a déja
traversé€ la membrane péritrophique.

Un autre role important des enzymes digestives du moustique serait [“activation de la
prochitinase sécrétée par 1“ookinete sous forme inactive (Shahabuddin & Kaslow 1994).
Cette enzyme parasitaire de P. gallinaceum, une fois activée, favoriserait la traversée de la
membrane péritrophique, donc la survie du parasite.

Enfin, les enzymes digestives du moustique détruiraient les facteurs du complément pouvant
ainsi empécher la lyse des zygotes par les anticorps anti Pfs 230 (Grotendorst & Carter,
1987). 11 s*agit 1a encore d“une action facilitatrice.

On le voit le role des enzymes digestifs de moustique peut étre facilitateur ou inhibiteur de
I“infectivité du parasite, selon la cinétique du développement parasitaire, de la membrane
péritrophique ou de la sécrétion digestive du moustique. Ainsi s“explique 1“extréme
hétérogénéité de développement parasitaire en fonction de [“espéce d“Anophéele ou de

Plasmodium.

2.3.2. Lerole de la membrane péritrophique

La majorit¢ des moustiques produisent une sorte de membrane de structure lamellaire,
enserrant le bol alimentaire. Le principal stimulus de cette sécrétion serait la distension
stomacale, mais peut étre aussi la présence de composés sanguins. La membrane
péritrophique est sécrétée par les cellules de 1“¢pithélium digestif et entoure tout le bol
alimentaire en quelques heures. On ne connait pas encore son role physiologique. La nature
chimique et la cinétique de sécrétion de cette membrane dépendent de 1“espece du moustique.
Les ookinétes doivent traverser cette membrane pour atteindre 1“épithélium digestif. La
microscopie €lectronique détecte du matériel dense au pole apical de 1“ookinete suggérant une
sécrétion enzymatique parasitaire. Les ookinetes de P. gallinaceum secrétent de la chitinase
sous forme de pro-enzyme inactif. La membrane péritrophique de Aedes aegypti est
principalement constituée de chitine. L*activation de la prochitinase parasitaire se fait par les
trypsines stomacales du moustique, sécrétées tres tot pendant la digestion du repas sanguin et
la maturation de 1“ookinéte (Shahabuddin et al. 1993). En ce qui concerne An. stephensi, la
membrane péritrophique commence a apparaitre plus tardivement et est constituée
uniquement de N-acetylgalactosomine. P. gallinaceum ne se développe donc pas chez A.

stephensi probablement a cause de I“équipement enzymatique de I“ookinéte qui est




incompatible avec la structure chimique de la membrane péritrophique (Langer & Vinetz
2001).

La membrane péritrophique pourrait donc avoir un réle inhibiteur chez certains couples
vecteur-parasite, en fonction de sa vitesse de développement, de sa composition chimique, de

la vitesse de formation de 1“ookinéte et de 1“équipement enzymatique de [“espece parasitaire.
2.3.3.Fréquence des piqtires en fonction du cycle sporogonique

Le Plasmodium, provoquerait chez le vecteur des changements de comportement (Koella
1999). Au stade sporozoite, la fréquence des piqlires du moustique a tendance a augmenter
ainsi que la transmission (Koella et al. 1998). En revanche au stade précoce du cycle
sporogonique, 1“agressivité du moustique diminue considérablement (Koella et al. 2002).

En conclusion, les facteurs inhibiteurs du cycle sporogonique sont tres variés. Ceci explique
que les charges parasitaires chez le moustique infecté naturellement sont généralement faibles
a modérées. Seuls quelques moustiques seront hyper infectés. Mais il existe parallelement des
facteurs facilitateurs. Ils expliquent aussi pourquoi il est possible d“observer des moustiques
infectés sur des sujets apparemment sans gamétocytes dans une goutte épaisse lue de maniére

classique.

3. Mesure des différentes composantes de la transmission

L“¢épidémiologie consiste a étudier tous les facteurs qui interviennent dans le maintien d“une
endémie locale et pouvant expliquer son niveau et son évolution. Cette science est basée sur
un trées grand nombre de parametres et met en jeu de trés nombreuses méthodologies et
indicateurs. A partir de ces résultats, il est possible de poser objectivement les meilleures
indications des moyens de lutte (meilleur rapport qualité/prix) et surtout de mesurer 1“impact
réel de ces moyens de lutte.

Cependant, les méthodologies et indicateurs sont loin d“€tre standardisé€s, et ne couvrent pas
I“ensemble des aspects épidémiologiques. En fait, le seul domaine véritablement exploré est la
transmission du parasite du moustique vers [“homme (TMH). Les deux autres maillons
principaux de la chaine épidémiologique sont beaucoup moins bien connus. Il s“agit de la

transmission de 1“homme vers le moustique (THM) et du cycle sporogonique.

*



3.1. La Transmission moustique - homme (TMH)

L“¢tude de la transmission du paludisme du moustique vers 1“homme a pris son essor avec les
premiéres campagnes d“éradication du paludisme. On pensait a cette époque que le moustique
¢tait probablement le maillon le plus faible de la chaine épidémiologique et qu“une réduction
importante de la population vectorielle devait entrainer un arrét de la transmission. En fait il
s“est avéré rapidement que des réductions de 80 a 90% de la population vectorielle ne
suffisaient pas a diminuer sensiblement la transmission ; que les mesures de lutte devaient étre
poursuivies sur de longues périodes et que rapidement les moustiques acquéraient une
résistance aux insecticides.

Tous ces travaux ont cependant permis de développer des méthodologies, des indicateurs et
de modéliser la transmission moustique-homme. C“est actuellement le volet de
1“épidémiologie du paludisme qui est de loin le mieux exploré. Les chercheurs ont mis au
point un certain nombre de méthodologies et d“indicateurs. Les mathématiciens ont étudié les
interactions entre ces indicateurs afin de modéliser la transmission « moustique — homme » et

de faciliter les prises de décision stratégiques.

3.1.1.Les méthodes de capture

La plupart des méthodes utilisées sont basées sur 1“échantillonnage des moustiques adultes
sauvages retrouvés dans les habitations, au contact direct avec 1“homme. Chaque méthode a
ses inconvénients et ses avantages et n“explore qu“une fraction de la population agressive

pour I“homme. C*“est pour cette raison quil faut généralement les associer.

3.1.1.1. Les captures sur appat humain

La méthode de capture sur appat humain est la technique de référence pour échantillonner la
population anophélienne dangereuse pour 1“homme. Un captureur, dans ou a 1“extérieur d“une
case de capture, attrape les moustiques qui tentent de le piquer durant la nuit. Apres chaque
heure, on recueille les échantillons de moustiques capturés, ce qui permet de déterminer
“agressivité horaire de chaque espece. A la fin de la capture, les moustiques sont identifiés et
dénombrés. Ceci permet d“€valuer la densité anophélienne moyenne, par nuit de capture et par
case, pour chaque espece de moustique piqueur.

Cette méthode est d“autant plus efficace que le captureur est adroit et ne s“endort pas. Pour
obtenir un reflet valable de [“agressivité anophélienne il faut choisir plusieurs cases de

capture, plus ou moins ¢loignées des gites larvaires potentiels. Il faut aussi assurer une




rotation des captureurs entre les cases pour ne pas introduire un biais « captureur ». Enfin il
faut répéter les nuits de capture dans le mois pour lisser les variations journalieres.

Cette méthode a pour principal inconvénient d“exposer le captureur a des piqlres infectées.
On choisit donc des sujets prémunis qui recevront un traitement antipalustre systématique au

moindre doute d“acces palustre, au niveau du dispensaire local.

3.1.1.2. Les captures par piege lumineux

Pour mieux standardiser cette méthode assez peu déontologique, les entomologistes ont eu
1“idée d“attirer les moustiques par une source lumineuse. A 1“ade d“une aspiration incorporée
dans le systeme de piégeage, les moustiques attirés sont automatiquement récoltés et stockés
dans le piege. On a récemment amélioré le systéme de piégeage en 1“accouplant a un dormeur
sous moustiquaire, utilisé ici comme appat. Théoriquement ce type de capture évite le « biais
captureur ». Mais elle posséde aussi de nombreux inconvénients. Les moustiques capturés
sont desséchés sous I“effet de la ventilation et parfois difficiles a identifier. La technique
empéche généralement la détermination de 14ge physiologique du moustique qui se fait sur
moustique vivant. D“autre part, certains moustiques non anthropophiles (ne se gorgent pas sur
1"homme) peuvent étre attirés par la lumiere. A [“inverse, certaines especes vectrices ne sont
pas ou peu attirées par ce type de piege. L estimation de la densité des moustiques agressifs

pour I“homme est alors complétement faussée.

3.1.1.3. Les captures en faunes résiduelles matinales

Cette méthode vise a récolter, tot le matin, les femelles gorgées qui se reposent dans la case.
L“un des avantages de cette technique est qu“elle permet de récolter des femelles vivantes
chez qui la maturation ovarienne commence. Ceci est important pour certaines études en
cytogénétique et pour I“identification des repas sanguins. On peut également [“utiliser pour
récolter des moustiques sauvages destinés a 1“élevage d“une souche anophélienne en
insectarium. Cependant il est trés difficile de découvrir ces moustiques au repos et donc le
rendement est dérisoire sauf dans quelques cases hyper productives qu“il faut préalablement
identifier. Dans ces conditions, la moyenne de la densit¢ anophélienne journaliere est
obligatoirement biaisée.

Pour augmenter le rendement de capture on peut précéder cette récolte matinale d“une
aspersion intradomiciliaire d“insecticides a action rapide. Les moustiques tués qui tombent

des murs et du plafond sont récoltés sur des draps blancs étendus dans la piece. Les




moustiques étant morts, ils ne peuvent servir qu“a une identification des espéces présentes
dans la case. Il est difficile de récolter tous les moustiques, notamment ceux se reposant
derriere les meubles ou qui restent bloqués dans la toiture. Cette technique ignore
completement la fraction de moustiques qui piquent 1“homme dans la case, mais qui s“en
échappent pour se reposer a [“extérieur (endophage — exophile).

I1 existe encore de trés nombreuses variantes de capture. Chacune a ses inconvénients et ses
avantages. Aucune n“explore la totalité de la faune agressive pour 1“homme. On est parfois
obligé d“organiser des captures a 1“extérieur des cases pour ne pas manquer la fraction des
moustiques antropophiles (piquant 1“homme) mais exophages (piquant 1“homme a 1“extérieur
des maisons). Il est donc nécessaire de bien réfléchir aux objectifs avant de choisir une
technique de capture. En fait, c“est la variation de densité¢ au cours de [“année qui a son

importance, plutot que la densité elle-méme qui est le plus souvent entachée d“erreur.

3.1.2.Les indicateurs

Un certain nombre d“indicateurs ont été sélectionnés par les entomologistes pour caractériser
la population anophélienne, estimer sa densité et déterminer les principales caractéristiques de

son comportement.

3.1.2.1. Le taux d’agressivité par espéce (ma)

Une fois les moustiques capturés, ils sont identifiés par un spécialiste et dénombrés a chaque
capture. On détermine ainsi le taux d“agressivit¢é moyenne par espece (ma) en nombre de
piqlres par homme et par unité de temps (jour, mois ou année). En comptant les moustiques
capturés chaque heure, on peut aussi déterminer le taux d“agressivité horaire et identifier le
pic d“agressivité pour chaque espece. Ceci permettra de mieux cibler les mesures de lutte en

fonction du comportement des especes.

3.1.2.2. L’indice sporozoitaire par espece (IS)

11 s*agit d“identifier les femelles infectées, avec des sporozoites dans les glandes salivaires.
Cette identification se fait soit en disséquant les glandes d“un échantillon de moustiques
capturés, soit en passant ces moustiques en ELISA.

La premiere méthode exige du personnel spécialisé toute la nuit de capture et une fourniture
en courant pour les loupes et microscopes. On calcul la proportion de moustiques infectés sur
les moustiques disséqués. C*“est 1“indice sporozoitaire. Il est impossible d“identifier 1“espece

de Plasmodium en cause avec cette technique, mais 1“observation directe du parasite dans les




glandes évite tout faux positif. En général le pourcentage de moustiques positifs dans la
nature est tres faible. Il faut donc disséquer suffisamment de moustiques pour parvenir a une
bonne précision de 1“indice sporozoitaire.

La détection des moustiques positifs peut étre faite également par la technique ELISA. Cette
technique consiste a broyer le moustique séché et a passer le broyat sur un anticorps
monoclonal anti CSP (Circumsporozoite Protein) et adsorbé sur le plastic d“une plaque a
microtitration. Si le broyat contient de [“antigéne CSP (moustique infecté), il se forme un
immun - complexe qui va étre révélé dans un deuxiéme temps en utilisant un autre
monoclonal dirigé contre un autre épitope de la CSP et marqué avec un enzyme. La révélation
se fait en ajoutant le substrat incolore de 1“enzyme. Une réaction colorée a lieu quand le
moustique est infecté. La technique a de nombreux avantages. Elle se pratique sur des
moustiques secs, le plus souvent a distance de la capture. Elle se préte aux grandes séries. Elle
identifie 1“espéce plasmodiale en cause dans I“infection du moustique en utilisant différents
monoclonaux spécifiques d“espece. Elle peut étre quantifiée et donc estimer la charge
moyenne des glandes en sporozoites, par comparaison a une courbe étalon (Burkott et al.
1984 ; Wirtz et al. 1987). Par contre cette technique a quelques inconvénients comme des
problémes de faux positifs et faux négatifs et un manque de reproductibilité dans son aspect
quantitatif de la charge sporozoitaire. En outre, elle détecte des moustiques infectés (avec de
I“antigéne CSP dans les tissus du moustique), mais pas forcément infectant (sporozoites dans
les glandes salivaires) (Lombardi et al. 1987). Donc 1“indice sporozoitaire est toujours
surévalué avec cette méthode (Boudin et al. 1988).

Une variante sur bandelette de nitrocellulose a été récemment mise au point (Appawu et al.

2003).

3.1.2.3. Le taux d’'inoculation par espece (h)

Ce taux se calcule par le produit de 1“indice sporozoitaire IS (proportion de moustiques
infectés dans la population vectorielle) par 1*agressivité anophélienne ma (densité par unité de
temps). On obtient donc un nombre théorique de piqlres infectées par homme et par unité de
temps (h = ma * IS). Cet indicateur refléte le niveau de transmission. Ce n“est pas tellement sa
valeur qui est importante, car elle est entachée d“erreurs aussi bien sur ma que sur IS. Mais ce

sont ses fluctuations en fonction des saisons qui sont intéressantes.
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3.1.2.4. La capacité vectorielle (C)

Cet indicateur trés complexe a été mis au point par les modélisateurs de la transmission
moustique — homme. La capacité vectorielle se définit comme "le taux quotidien
d'inoculations futures, initiées par chaque cas infect¢". En fait il y a autant de définitions que
d“auteurs. Il est directement calculé¢ par une formule complexe qui fait intervenir: (1) le
nombre de piqlres par personne et par jour, (2) [“anthropophylie du vecteur, (3) la longévité
du moustique. La capacité vectorielle mesure le potentiel de transmission du paludisme. Son
interprétation est souvent difficile et 1“indice est basé sur une série d“hypotheéses pas toujours
vérifiées : (1) le vecteur est parfaitement capable de transmettre l'infection mais n'est en
aucune facon affecté par l'infection, (2) le taux de survie du moustique est indépendant de son
age, (3) chaque parasite n'a qu'un seul vecteur et un seul hote vertébré, (4) les moustiques
prennent leur repas sanguin de fagon aléatoire et en nombre fixe par unité de temps, quelque
soit I'abondance des hotes et des vecteurs, et (5) Un hote susceptible va forcément contracter
I“infection s'il est piqué par des moustiques infectants. L“immunité non spécifique n“est pas

prise en compte.

3.1.2.5. Le taux d’anthropophilie - zoophilie

C“est la proportion de moustiques vecteurs se gorgeant exclusivement sur homme
(anthropophilie) ou sur animal (zoophilie). Pour cela il faut identifier la nature des repas
sanguins et ne récolter que des moustiques gorgés (faune résiduelle matinale). Les estomacs
pleins sont écrasés sur papier buvard. Les échantillons sont ensuite passés en ELISA pour
déterminer immunologiquement 1“ongine animale ou humaine des protéines sanguines
(Lombardi & Esposito 1983). On peut ainsi caractériser le degré d“antropophylie ou de
zoophylie d,june population de moustiques. Plus le moustique est antropophile, plus il a de
chance d“€tre vecteur pour 1“homme. Certains vecteurs ont des préférences animales. Ceci est
important a connaitre car il suffit d“introduire des animaux a proximité des cases pour

favoriser la déviation zoophile et diminuer le taux de transmission pour I“homme.

3.1.2.6. Exophilie - endophilie, exophagie - endophagie

Ces termes visent a caractériser le comportement endo (dans les cases) ou exo (a [“extérieur
des cases) des moustiques qui piquent (phagie) ou qui se reposent (philie). Pour évaluer ces

différentes fractions de la population vectorielle, il faut naturellement réaliser des captures a




I“intrieur et a 1“extérieur des cases (endo — exo) ; sous forme de captures par piége ou appat
humain (phagie) et par faune résiduelle matinale (phylie).

Il est bien évident que les mesures de lutte seront différentes selon qu“on a affaire a des
moustiques endo ou exophages se reposant ou non dans les cases.

Ces indicateurs permettent d“avoir une bonne idée du comportement du vecteur par rapport a
1“homme et de suivre les fluctuations de la transmission. Cependant, il est difficile de chiffrer
objectivement le niveau de cette transmission moustique - homme et les comparaisons d'une
zone a 1“autre, ou avant et aprés une mesure de lutte, manquent de sensibilité. Il faut donc
examiner les chiffres avec un certain esprit critique. Les niveaux d“endémie ne peuvent étre
basés uniquement sur 1“intensité de transmission compte tenu des imprécisions importantes de
la mesure. Par contre les fluctuations saisonnieéres sont généralement reproductibles et

permettent de focaliser les mesures de lutte sur une période de 1“année.

3.1.3. Les études épidémiologiques

La littérature scientifique mondiale rassemble un trés grand nombre de ce type d“études,
notamment au moment ou 1“OMS recommandait [“éadication du paludisme. Actuellement la
transmission moustique-homme est surtout mesurée pour caractériser une zone ou pour
estimer 1“impact d“une distribution de moustiquaires imprégnées d‘insecticides. La plupart
des indicateurs sont étudiés mensuellement et la transmission est estimée par la formule
simple du taux d“inoculation entomologique. La capacité vectorielle étant difficile a
interpréter, cet indicateur est pratiquement abandonné.

Cependant la fiabilité des résultats dépend du choix des techniques de capture, du choix des
captureurs et des cases de capture. Il faut donc étre extrémement critique sur la méthodologie
et le plus souvent les résultats d“une ¢tude a 1“autre ne sont pas comparables. En outre, le taux
d“inoculation varie de maniére tres significative dune année a [“autre, méme a une méme
période (Fontenille et al. 1997).

De nombreuses études ont ét¢ faites au niveau de la zone sahélienne du Sénégal. On distingue
3 grandes strates climatiques au Sénégal : la région sahélienne au nord, la région soudanienne
au centre sud et la région sub guinéenne en Séné-Gambie. L abondance et la durée des pluies
vont conditionner la transmission palustre.

Au nord (majeure partie du pays) il s“agit généralement d“un paludisme trés saisonnier de
type hypoendémique avec peu d“immunité protectrice chez les populations. Le vecteur
principal est An. arabiensis. Mais il existe des variantes dues a des conditions écologiques trés

particulieres comme : les riziéres qui renforcent parfois le niveau et la durée de la




transmission ou les berges du fleuve Sénégal favorables a la transmission de P. malariae par
An. Funestus.

Dans le centre sud, la durée de la transmission est un peu plus longue. Elle peut étre
permanente dans certaines niches écologiques comme a Dielmo. Les niveaux sont de type
mésoendémique a hyperendémique. Les vecteurs sont An. gambiae en saison des pluies, suivi
de An . arabiensis en saison plus séche. An. melas se cantonne au littoral et est un mauvais
vecteur ce qui explique les niveaux hypoendémiques de la transmission dans ces zones.

La zone sud de Séné-Gambie a été assez peu explorée du fait des difficultés d“acces et de
I“insécurité. Mais on peut admettre que la situation est trés voisine de celle de la Gambie.

On voit donc que la situation épidémiologique est extrémement polymorphe au Sénégal.

3.2. La Transmission Reducing Activity (TRA)

3.2.1. Définitions

Nous avons vu plus haut que le cycle sporogonique était soumis a de nombreux facteurs
inhibiteurs dans les conditions naturelles, facteurs d“origine humaine, moustique ou
parasitaire. On parle alors d“inhibition globale. Il est possible de mesurer 1“inhibition due aux
facteurs humains, essentiellement d“origine sanguine. Cette inhibition est rarement un
blocage, mais plutoét une simple réduction du rendement parasitaire. On peut donc 1“appeler
Transmission Reducing Activity (TRA). A 1“intrieur de cette TRA il est possible
d“individualiser la part qui revient aux facteurs immuns humains appellée Transmission
« Blocking » Immunity des anglo-saxons (TBI). En fait, cette inhibition immunologique n“est
bloqueuse que dans les conditions expérimentales. Dans la réalité chez 1“homme, elle n“est
qu“inhibitrice. Aussi, devrait-on parler plutdét de Transmission Reducing Immunity (TRI).
C*est donc une immunité spécifique mise en jeu par 1“homme et intervenant uniquement chez
le moustique pour inhiber ou bloquer le cycle sporogonique. La TRI rassemblerait le role des
anticorps anti-sexués, des cellules immuno-compétentes, des cytokines, des facteurs
inflammatoires et du complément, agissant seuls ou en synergie dans I“estomac du moustique.
Il est aussi possible d*y ajouter les anticorps anti-moustiques et anti-sporozoites, ingérées
aussi par le moustique lors de son repas sanguin. Nous verrons plus loin que les roles relatifs

de I“inhibition globale, de la TRA et de la TRI peuvent étre estimés.




3.2.2.L'immunité « bloquant » la transmission (TBI ou TRI)

La TRI est induite par certains antigénes internes du gamétocyte, libérés apres phagocytose
des hématies parasitées dans la rate ou introduits par vaccination. Certains de ces anticorps
spécifiques antisexués sont fonctionnels. Mais ils n“ont aucun réle sur le gamétocyte et
n“interviennent que chez le moustique, sur les stades libres du parasite. On observe une TBI
naturelle chez 1“individu vivant en zone d“endémie palustre, ou chez les animaux vaccinés
avec des gamétocytes (Carter et al. 1988 ; Mendis et al. 1990 ; Targett 1990).

A I”occasion d“un repas sanguin, le moustique absorbe les composants de la TRI, des globules
rouges sains et des hématies parasités par tous les stades de développement du parasite. Les
gamétocytes résisteront a la digestion du repas sanguin. Ils vont se transformer rapidement en
gameétes et zygotes. La transformation morphologique des stades sexués s“accompagne d“un
profond remaniement antigénique, mais certains antigénes, communs avec le gamétocyte,
demeurent. Les parasites sexués libres vont donc étre exposés aux anticorps, complément,
facteurs inflammatoires, cytokines et cellules phagocytaires qui ne sont pas immédiatement
détruits dans le bol alimentaire. Ces « effecteurs » vont reconnaitre les antigénes communs
avec ceux des gamétocytes et vont produire des immuns complexes pouvant aboutir a la
destruction du parasite en présence du complément ou par phagocytose par exemple. Il est
bien évident que la TRI n"a une action inhibitrice que dans les premicres heures du cycle
sporogonique. Apres les enzymes digestifs du moustique dige€rent toutes ces protéines

sanguines.

3.2.3. L’exploration de la TRA

Pour explorer la TRA, on se sert habituellement de deux techniques dont chacune a ses
avantages et ses inconvénients. Ces techniques permettent de mettre en évidence le pouvoir
inhibiteur ou bloqueur d“un sérum sur I[“infection du moustique. 1l s“agit du « Standard
Membrane Feeding Assay » ou SMFA et du « Direct Membrane Feeding Assay » ou DMFA.

I1 est aussi possible d“explorer le rendement du cycle sporogonique.




3.2.3.1. Le SMFA (Standard Membrane Feeding Assay)
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3.2.3.2. Le DMFA classique (Direct Membrane Feeding Assay)

C*est une technique similaire a la premi¢re mais qui se réalise a partir d“un prélévement
sanguin chez un porteur de gamétocytes (Mulder et al., 1994). A partir de ce prélévement, on
réalise simultanément trois infections : une infection immédiate (IM) qui sert a vérifier que les
gamétocytes sont bien infectants ; et deux infections retardées (a cause de la manipulation du
sang). Pour les infections retardées, le reste du sang est aliquoté dans deux tubes (test et
témoin). Ces tubes sont centrifugés. Dans le tube témoin, on retire le plasma du porteur pour
le remplacer par du sérum AB (groupe sanguin) non immun. Dans le tube test, on retire et on
rajoute immédiatement le plasma du porteur. Les moustiques sont gorgés avec les deux sangs
recostitués. La comparaison des taux et des densités d'infection entre lot test et témoin permet
d'identifier des plasmas inhibiteurs.

Cependant, cette technique ne permet (1) de tester qu™un seul échantillon de sang par porteur
de gamétocytes et (2) le role inhibiteur du plasma de ce porteur. Elle n“a été que récemment
standardisée (Meurs et al., en préparation). Elle est reproductible. En répétant le test on peut

établir la fréquence des sujets inhibiteurs parmi les porteurs de gamétocytes.
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Figure VII : Principe du DMFA classique




3.2.3.3. Exploration du cycle sporogonique

L“¢tude du rendement sporogonique est longue et coliteuse. Elle n“est donc pas applicable a
de grandes séries. Le principe est de quantifier, dans 1“estomac du moustique, les différents
stades de développement parasitaires, du gamete a 1“oocyste, en fonction du temps. Ce test se
fait a partir du sang d“un gros porteur de gamétocytes pour obtenir des densités parasitaires
importantes a tous les stades.

On infecte un gros lot de moustiques d“¢levage par gorgement direct ou DMFA. Les estomacs
de quelques moustiques sont disséqués a des intervalles de temps variables selon le stade
parasitaire que 1“on veut observer. Par exemple, un lot de 5 moustiques gorgés sera disséqué
30 minutes apreés gorgement pour rechercher et compter les gameétes ingérés. Le temps
optimal sera respectivement de 3h, 24h, et 48h pour le zygote, 1“ookinée et le jeune oocyste
(Robert et al. 1995 ; Gouagna et al. 1998). Afin de faciliter le comptage, on fait un pool des
5 bols alimentaires. Ce pool est incubé avec un monoclonal spécifique du gaméte (Pfs 48/45)
du zygote (Pfs 48/45) de 1“ookinéete (Pfs 25) ou du jeune oocyste (Pfs 25) et marqué a la
fluorescéine. Apres incubation, le pool des bols alimentaires est centrifugé et le culot est lavé
puis, apres étalement il est lu sous microscope a fluorescence. Le nombre d“oocystes mirs est
simplement estimé 7 jours apres infection, en disséquant les estomacs d“un lot des moustiques
survivants et infectés (Gouagna et al., 1998). Le nombre moyen de gamétocytes ingérés se
fera par lecture d“un étalement sanguin de 5 bols alimentaires poolés, immédiatement apres
I“infection.

NB:

Gamétocytes= pool de 5 bols immédiatement apres infection,

Gameétes= pool de 5 bols 30 min apres infection,

Zygote= pool de 5 bols 3 heures apres infection,

Ookinete= pool de 5 bols 24 heures apres infection,

Oocyste= pool de 5 bols 48heures apres infection

Le rendement du cycle sporogonique peut également étre réalis€ a partir d“étalements
sanguins successifs des bols alimentaires et aprés coloration au Giemsa (Vaughan et al.,
1992). Cependant, le stade ookinete est difficile a lire car il est noyé dans le pigment
malarique. En outre, il est impossible de visualiser les jeunes oocystes.

La recherche de chaque stade a des heures différentes apreés gorgement, permet d“établir une
sorte de courbe de survie qui caractérise le rendement du cycle sporogonique (Vaughan et al.,

1992).
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L“¢tude comparative du rendement du cycle sporogonique sur un lot de moustiques infectés a
partir d“un sérum immun ou d“un sérum témoin peut fournir des renseignements importants
sur les cibles de la TRA naturelle (Gouagna comm. pers.). Cependant, la lourdeur de la
technique limite le nombre de moustiques disséqués et donc rend peu fiables les comparaisons
entre sérum immun et sérum témoin. Il faudrait trouver le moyen de conserver plusieurs jours
les lames colorées a la fluorescéine pour pouvoir disséquer plus de 5 moustiques par stade

parasitaire.

3.2.4. Les indicateurs potentiels de la TRA

3.2.4.1. L’estimation du niveau de TRA naturelle

Dans le SMFA ou le DMFA, c"est le pouvoir inhibiteur du sérum ou du plasma qui est
exploré. On teste donc la TRA naturelle car 1“inhibition peut étre due a la TBI mais aussi a
des substances inhibitrices contenues dans le sérum test, comme des médicaments. On admet
qu“un sérum/plasma est inhibiteur quand le taux d“infection est trés significativement (p =
1%) inférieur au témoin AB. Il est alors possible d“estimer la proportion de sérums inhibiteurs
dans un échantillon de gros porteurs testés en DMFA classique ou dans un échantillon de
sérums tout venant en DMFA hétérologue ou SMFA. Ce pourcentage refléte le niveau de
TRA naturelle acquise par la population soit des gros porteurs, soit de sujets vivant dans la

zone (Boudin et al., 2005).

3.2.4.2. L’estimation de l'intensité moyenne de la TRA

L“infection artificielle avec le plasma ou sérum test met en jeu les facteurs inhibiteurs
humains sériques mais aussi parasite et moustique. Elle mesure 1“inhibition globale du cycle
sporogonique. Par contre, 1“infection avec le sérum témoin AB met en jeu seulement les
facteurs inhibiteurs parasites et moustique. La différence des taux d“infection (AB - test)

refléte donc le role des facteurs humains sériques ou TRA.

I1 est possible de calculer une moyenne de cette différence dans un échantillon de sérums ou
plasma test. On obtient ainsi un reflet de [“intensité moyenne de la TRA dans la zone d“étude.
Par contre, il est impossible de connaitre le role spécifique de la TRI dans la TRA. Aussi
I“inhibition mesurée ici peut étre due aux facteurs immuns humains ou a des médicaments

sporontocides par exemple.

o



3.2.4.3. L’estimation du role relatif de la TRA

Le rapport de cette différence (AB - test) sur le taux d“infection test permet d“estimer
théoriquement le role relatif de la TRA par rapport a 1“inhiition globale. Il est possible de
calculer la moyenne de ce rapport dans un échantillon de sérums ou plasmas test. On obtient
ainsi un reflet du réle épidémiologique moyen de la TRA par rapport a [“inhibition globale,
dans une zone endémique (Boudin et al., 2005).

Nous utilisons préférentiellement les taux d“infection plutdt que les charges oocystiques de
chaque lot de moustiques parce que ces dernieéres sont en nombre relativement faible et ont
une distribution non gaussi¢nne (Medley et al., 1993 ; Pichon et al., 1996), ce qui complique

les comparaisons (test et AB) et diminue la sensibilité du test de comparaison.
3.2.4.4. l’estimation du rendement du cycle sporogonique

A la suite de I“exploration du cycle sporogonique en utilisant des anticorps fluorescents, on
peut estimer le rendement interstade par le rapport des densités moyennes par moustique, du
stade 2 en fonction du stade 1. Par exemple, nous avons observé 40 gamétocytes par estomac,
immédiatement aprés infection et seulement 10 gametes par estomac 30 minutes apres
infection. Le rendement interstade (gamétocyte - gaméte) est de Y4 soit 25%.

Les premiers résultats ont montré que le rendement du cycle sporogonique était
particuliérement mauvais, aussi bien dans des conditions expérimentales (Vaughan et al.
1992) que sur le terrain (Gouagna et al. 1998). Lestimation comparée du rendement
parasitaire en présence d“un sérum inhibiteur et d“un sérum témoin (AB) n"a pas encore été
possible. Nous attendons, pour faire une étude fiable, d“avoir mis au point une technique qui

permet la lecture de plus de 5 moustiques par stade.

3.2.5. L’exploration de la TRI

L“exploration de la TRI n“est qu“indirecte. Deux techniques ont été mises au point pour doser
les anticorps anti-sexués dans un échantillon de population. Il s agissait d“une technique peu
sensible d“immuno-précipitation (Graves et al. 1988 ; Brakenhoeff et al. 1985) et d“unc
technique d“ELISA compétition (Roeffen et al. 1995). Ces études ont démontré 1“existence
d“une immunité naturelle anti-sexuée dans différentes zones d“endémie. Couplée a un SMFA
(Graves et al. 1992 ; Roeffen et al. 1996 ; Mulder et al. 1999), ces études ont aussi permis

de rechercher une corrélation entre taux d“anticorps anti-sexués et inhibition du cycle

.



sporogonique par TRA. Les résultats ont été contradictoires, probablement a cause du fait que

la TRI n*est pas le facteur explicatif principal de la TRA.

3.3.La transmission homme - moustique (THM)

La transmission homme moustique regroupe tous les facteurs épidémiologiques qui
interviennent entre le réservoir humain de gamétocytes et la population anophélienne. On
retrouve ici les contacts homme - vecteur que nous avons déja abordés dans la transmission
moustique - homme. Mais ce qui est le plus important c“est le pouvoir infectant du réservoir
de gamétocytes pour la population de vecteurs. Le niveau de la gamétocytémie dans la
population, 1“infectivité des gamétocytes pour le(s) vecteur(s) et le volume sanguin moyen,

ingéré par les moustiques, sont des parameétres importants a prendre en compte.
3.3.1. Les indicateurs

Les indicateurs épidémiologiques de la transmission homme - moustique portent sur le
réservoir humain infectant pour le moustique ou sur le réservoir infecté¢ des moustiques apres

gorgement sur un porteur de gamétocytes.

3.3.1.1. Le pourcentage de sujets infectants pour les moustiques (B)

I s*agit de la proportion de sujets capable d“infecter le moustique a un moment donné. Cet

indicateur varie avec la saison de transmission.

3.3.1.2. L'indice gamétocytaire ou la densité gamétocytaire
moyenne

L*indice gamétocytaire (IG) est le taux de porteurs de gamétocytes dans une population, a un
moment donné. Il varie lui aussi en fonction du niveau de transmission. La densité
gamétocytaire moyenne (DGM) est la moyenne géométrique des densités gamétocytaires
observées chez les porteurs. On choisit la moyenne géométrique car il existe beaucoup plus
souvent de faibles densités que de fortes densités gamétocytaires. Une moyenne arithmétique
surévaluerait la densité.

Ces 2 indicateurs peuvent donner un apercu grossier du niveau de transmission homme -
moustique dans une zone. Cependant, tous les porteurs de gamétocytes ne sont pas infectants

pour les moustiques. Inversement, il existe des sujets apparemment sans gamétocytes dans une
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goutte épaisse lue correctement, et qui, pourtant, infectent les moustiques. Ces deux

indicateurs ont donc une portée limitée pour évaluer la THM.

3.3.1.3. Le pouvoir infectant moyen d'un gamétocyte (PIG)

Il n'y a généralement pas de corrélation positive linéaire entre densité gamétocytaire et
infection chez le moustique (Carter & Gwadz 1980). I existe toutefois une certaine relation,
avec effet de seuil (Boudin et al. 1989). Il faut donc toujours tenir compte de la densité
gamétocytaire quand on parle d“infectivité pour les moustiques. Il peut étre intéressant de
prendre en compte un troisiéme indicateur qui serait une estimation du pouvoir infectant
moyen d“un gamétocyte (PIG). Cet indicateur se calcule au niveau de chaque porteur par le
rapport du pourcentage de moustiques infectés (C) sur la densité gamétocytaire (DG). On peut
ensuite établir une moyenne des PIG dans I“échantillon de porteurs de gamétocytes. Une
valeur anormalement basse fait suspecter 1“existence d“une TRA naturelle non négligeable
dans la zone. Cet indicateur (simple moyenne) peut étre comparé d“une zone a une autre,

d“une tranche d“age a 1"autre (Boudin et al. 1989), ou au cours d*un cycle de transmission.

3.3.1.4. Le taux d'inoculation parasitologique (TIP)

Nous avons vu que la transmission moustique - homme pouvait étre grossierement résumée
par le taux d“inoculation entomologique (h). Il s*agit du produit de 1“agressivité anophélienne
pour 1“homme (ma) par 1“indice sporozoitaire (IS) ou pourcentage de moustiques infectants.
L“unitéest le nombre de piqlires infectantes regues par I“homme en un temps donné.

Pour estimer la transmission homme - moustique on pourrait aussi imaginer un tel indicateur.
Il s*agirait de calculer le produit de I'agressivité anophélienne (ma) par la proportion de sujets
infectants (B). L“unité serait le nombre de piqiires infectantes pour le moustique et par unité
de temps (Boudin et al., 1993 ; Bonnet et al., 2003). Pour [“instant nous n“avons aucune idée

sur la valeur de cet indicateur.

3.3.1.5. La contribution d'une population au réservoir de
moustiques infectés

Cette contribution (P1) est estimée par le rapport Fi/ ZFi, avec Fi = Ai * Bi * Ci (Githeko et
al. 1992). Expliquons cette formule barbare. (i) se rapporte a une tranche d*age de la
population. Pour chaque tranche d*age, on calcule 3 parametres : (1) Ai qui est la proportion

d'une tranche d'age dans la population générale, obtenue a partir d*un recensement récent. (2)

-



Bi est la proportion de sujets infectant dans cette tranche d'dge. (3) Ci est la proportion de
moustiques infectés par des oocystes, 7] aprés gorgement, sur les sujets infectants de cette
tranche d'age. Pour chaque tranche d“4ge on calcule le produit Fi. La contribution d“une
tranche d“age est aisément déduite en calculant Fi / ZFi. Ce sont généralement les enfants qui
ont le plus fort indice gamétocytaire et qui infectent le plus les moustiques. Mais dans
certaines zones, la responsabilité des adultes peut ne pas étre négligeable (Carter & Gwadz
1980 ; Githeko et al. 1992) et il faudra en tenir compte dans les indications des moyens de
lutte.

Ces 5 indicateurs donnent un apercu global de l'infectivité d'une population pour les
moustiques. Nous allons voir maintenant les indicateurs qui donnent un apercu de [“infection

chez le moustique.

3.3.1.6. La proportion de moustiques infectés sur sujets infectants (Ci)

C'est aussi un paramétre intéressant. Il estime le pourcentage moyen de moustiques positifs
aprés gorgement sur un sujet infectant. Lorsque nous testons 1“infectivité d“un échantillon de
population pour les moustiques (voir le § 3.3.2.) nous avons, pour chaque individu testé, la
proportion de moustiques infectés par des oocystes, 7 jours apres gorgement. Nous
sélectionnons uniquement les sujets infectants (porteurs de gamétocytes ou apparemment non
porteurs) et nous calculons le pourcentage moyen de moustiques infectés sur cet échantillon.
Plus ce pourcentage est faible par rapport a la DGM, plus il indique un rdle épidémiologique

probable de la TRA.

3.3.1.7. La probabilité d’un repas sanguin infectant (K)

Il existe trois maniéres différentes d“estimer cet indicateur.

e (K1) est le produit du pourcentage moyen de sujets porteurs de gamétocytes (IG) par
le pourcentage moyen de moustiques infectés sur ces porteurs (C).

e (K2) est le produit du pourcentage moyen de sujets infectants pour les moustiques (B)
par le pourcentage moyen de moustiques infectés sur sujets infectants (C). Cet
indicateur est plus exacte que le précédent puisqu“un certain nombre de porteurs de
gamétocytes ne sont pas infectants et que certains « non porteurs » peuvent infecter.
Cet indicateur (K2) semble intuitivement avoir une valeur épidémiologique, bien qu“il

ait été rarement utilisé (Graves et al. 1988)
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e Enfin le modéle mathématique de Lines (Lines et al. 1991) permet d“estimer la
proportion de repas infectants, mais [“estimation est beaucoup plus complexe et
aléatoire.

On ne connait pas pour 1“instant la validit¢ du modele de Lines. Il sera toutefois difficile de

comparer statistiquement ces indicateurs composites entre différentes zones.

3.3.2. Les méthodologies

Une fois les indicateurs potentiels de la transmission homme - moustique passés en

revue, il faut maintenant aborder la facon de les obtenir.

3.3.2.1. L’estimation de la gamétocytémie

Pour estimer la densité gamétocytaire on utilise généralement la numération en goutte épaisse.
Le frottis n“est pas indiqué car il concentre les gamétocytes dans la frange de I'étalement
sanguin, au milieu des globules blancs, et il est impossible d'estimer correctement une densité.
En goutte épaisse ils sont plus régulierement répartis et on les compte en fonction du nombre
de globules blancs lus. Mais attention, en goutte épaisse, les gamétocytes sont souvent
déformés, ce qui rend leur comptage plus difficile. Ils peuvent méme s'activer si la goutte
¢épaisse seche lentement, comme c“est généralement le cas en saison des pluies sur le terrain.
Il ne faut alors pas les confondre avec du P. malariae. On sait d“autre part qu“une certaine
fraction des formes asexuées se décolle lors de la coloration des gouttes €épaisses. En est il de
méme avec les gamétocytes ? Ce probléme ne semble pas avoir été ¢tudié. Il pourrait fausser
l'estimation exacte des densités individuelles.

Pour estimer [“indice gamétocytaire dans une population, il faut veiller a choisir un
échantillon représentatif de cette population, notamment représentatif de la proportion de
chaque tranche d*age. Si ce n“est pas le cas, on peut apporter une certaine correction par

standardisation sur 1“age.

3.3.2.2. Llinfectivité des gamétocytes pour le vecteur local

Nous avons vu que tous les porteurs n‘étaient pas infectants et que des « non porteurs »
pouvaient infecter les moustiques. Donc le choix d“un échantillon de population de porteurs

de gamétocytes n“est pas forcément judicieux. On peut choisir un échantillon représentatif de
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la population globale. Mais nous allons réaliser de trés nombreux gorgements qui seront
négatifs (surcroit important de travail de dissection). Donc le choix de la méthodologie va
dépendre du degré de précision que nous voulons donner a (B).

Pour une estimation précise, nous pouvons choisir un échantillon de population globale par
tirage au sort ou, plus simplement, nous pouvons décider de choisir des familles nucléaires
volontaires (Bonnet et al. 2003). Ce dernier échantillon va respecter la proportion de chaque
tranche d“age. Mais il est aussi possible de choisir un échantillon de porteurs de gamétocytes
représentatif et suffisamment grand pour avoir toutes les tranches d“age et toutes les densités
gamétocytaires représentées (Graves et al. 1988). Ce dernier choix est toutefois plus difficile
a réaliser et va demander de trés nombreuses enquétes de dépistage. Pour notre part, nous
préférons le choix d“un échantillon de familles volontaires.

L'infectivité pour le moustique, des sujets sélectionnés, peut s'estimer par deux techniques :
(1) un gorgement direct de quelques moustiques sains d'¢levage (DIR), sur la peau d'un sujet
(porteur de gamétocytes ou volontaire) ; ou (2) un gorgement artificiel a travers une
membrane et a partir du sang capillaire (500 pl) de ce méme sujet (équivalent de 1“infection
immédiate dans le DMFA). Cependant, le prélévement capillaire de 500 ul exige du temps,
méme si on utilise des vaccinostyles a guillotine. Ceci entraine 1“exflagellation de certains
gameétocytes qui ne sont plus infectants. Les résultats seront donc certainement moins bons en
DMFA qu“en DIR. C“est pour cette raison que nous préférons la méthode d“infection DIR.
Sept jours apres gorgement les moustiques seront disséqués et les oocystes recherchés.
Compte tenu du grand nombre de moustiques négatifs, il est généralement préférable de faire
sécher ces moustiques gorges et de les passer a grande échelle en ELISA CSP pour définir les
moustiques positifs.

Ce type d'enquéte ne donne qu'une image instantanée de ce qui se passe dans la population. Il
vaut mieux répéter 1“éude a différents moments du cycle de transmission (avant, au
maximum, et apres le pic de transmission) pour établir une image fiable de ce qui se passe
dans la réalité. Comme le nombre de porteurs de gamétocytes et de porteurs infectants est
relativement faible, il faut choisir un grand échantillon de population pour avoir un effectif
suffisant dans chaque tranche d‘age, surtout chez les adultes (environ 200 personnes). Il faut
d“autre part disséquer suffisamment de moustiques apres gorgement pour €tre str que le sujet
n'est pas infectant. Nous adoptons 20 moustiques disséqués au minimum, avant d“affirmer

qu“unsujet n“infecte pas les moustiques.
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3.3.2.3. L’estimation du volume sanguin ingéré par les moustiques

C*est un parametre épidémiologique qui semble important, car il va déterminer la densité de
gamétocytes ingérés donc 1“infection du moustique. En fait nous n“avons pas besoin de cette
donnée pour le calcul de nos indicateurs. En outre, la distribution du volume du repas sanguin
est de type binomiale négative (Boudin, comm pers). Il y a beaucoup de moustiques qui
ingerent une faible quantité de sang (1 pl) et trés peu qui ingérent plus d“l pl, aussi bien en

DIR qu“en DMFA.

3.3.3. Les études épidémiologiques

Les études épidémiologiques se comptent sur les doigts d“une main. Différentes zones
endémiques ont été¢ ciblées, mais des méthodologies et des indicateurs différents ont été
utilisés, ce qui fait que les comparaisons sont difficiles.

L“infectivité d“un échantillon de population a été utilisée comme principale méthodologie au
Liberia (Muirhead-Thomson, 1957), Kenya (Githeko et al. 1992) et Burkina (Boudin et al.,
1993). En Gambie et Tanzanie (Drakeley et al. 2000), un échantillon de porteurs de
gamétocytes a été préféré, sans que 1“on sache comment il a été¢ sélectionné. Au Kenya,
Liberia, Cameroun et en Papouasie Nouvelle Guinée, 1“infection directe sur la peau (DIR) a
été la méthode de choix, tandis qu“en Gambie, Tanzanie et Burkina c“est le DMFA (IM) qui a
été utilisé, apreés une prise de sang intraveineuse. Dans la plupart des zones, 1“&ude a été
menée sur 1 a 2 ans, tandis qu“au Kenya elle s“est déroulée pendant la saison du maximum de
transmission. Les études ont aussi présenté des différences sur la technique de lecture des
gouttes épaisses, sur le nombre de moustiques disséqués et sur 1“onigine géographique de ces

moustiques.

Nous avons tout de méme essayé de faire quelques comparaisons en ne tenant compte que des
trés grandes différences. Les observations sont résumées dans le tableau suivant. Quelques
indicateurs ont pu €tre estimés par nous a partir des données des auteurs et nous les signalons

par un astérix sous toute réserve.




Zones Niveau d“endémicité Eff B b C K

% % % %
LIBERIA Intense permanent 347 9.2 ND 21.0 1.9%
TANZANIE  Intense permanent 117 3.9% 41.9 ND ND
CAMEROUN | Intense permanent 798 7.0 43.4 29.9 2.1
KENYA Intense permanent 383 11.2* ND 9.0%* 1.0*
PAPOUASIE | Modéré permanent 201 4.0 45.2 37.9 1.5%
GAMBIE Intense saisonniére 134 5.7* 58.2 ND ND
BURKINA Intense saisonniere 322 48.4 ND 11.5 5.5%

Tableau 1 : Transmission home — moustique dans différentes zones endémiques

Eff = effectif

B = proportion de sujets infectants (** dans cette étude [“estimation a été faite par calcul IG x b)
b = proportion de porteurs de gamétocytes infectants

C = proportion de moustiques infectés sur sujets infectants

K = proportion de repas sanguin infectants

* Estimation a partir des observations des auteurs

Zone de forét | |

Zone de savane | ]

Le plus souvent, la proportion de sujets infectants (B) a un moment donné est faible (< 12%),
sauf dans le cas particulier du Burkina. Il ne semble donc pas y avoir de différence notable
entre zones de forét et zones de savane. Le cas particulier du Burkina n“a pas encore recu de
confirmation. La proportion des porteurs de gamétocytes infectants (b) est proche de 50%.
Donc le pourcentage de porteurs non infectants est loin d“étre négligeable dans les conditions
naturelles. Les proportions de moustiques infectés sur sujets infectants (C) semblent trés
variables d“une zone a [“autre. Mais le nombre de moustiques disséqués étant lui-méme trés
variable, il faut rester prudent dans cette comparaison. Si cette diversité s“avére vraie, il y a
probablement une forte disparité de la TRA naturelle dans ces zones. Il ne semble pas y avoir
de relation linéaire entre B (pourcentages de sujets infectants) et K (probabilité d“un repas
sanguin infectant). On remarque toutefois que K est relativement voisin de 1“indice
sporozoitaire, bien qu“inférieur dans la plus part des cas. Ceci serait peut étre dii au mode
d“estimation de ces 2 indices.

La difficulté d“interprétation dans ces quelques exemples montre bien la nécessité de

standardiser la méthodologie dans les prochaines études.




Conclusion

Au terme de cette revue bibliographique trés ciblée, on se rend compte que malgré le nombre
imposant d“¢tudes de terrain, nous sommes encore incapables d“explorer correctement la
transmission dans une zone. Le plus souvent nous ignorons le role de la prémunition et de la
TRA naturelle, et presque toujours un seul aspect de cette transmission est exploré par les
entomologistes. Dans ces conditions on comprend bien qu“il est impossible de comprendre les
relations qui existent entre TMH, morbidité, gamétocytémie, TRA et THM.

Au Sud Cameroun, en zone de transmission permanente forestiere et urbaine, une étude a été
menée pour tenter de comprendre ces relations. Cette étude a intégré des renseignements sur la
gamétocytémie, la TRA naturelle, la morbidité, la parasitémie asexuée, la transmission
moustique-homme et homme-moustique (Bonnet et al. 2002 ; Bonnet et al, 2003 ; Boudin et
al. 2004). Des relations intéressantes ont été observées.

En zone de forét la transmission moustique - homme est plus forte qu“en ville, I'acquisition de
la prémunition est probablement rapide, comme [“indique 1“absence quasi compléte de
morbidité chez [“adulte et la rareté des acces graves apres 5 ans. Cette prémunition limite la
morbidité donc la gamétocytémie dans la population. Comme il y a théoriquement une
relation entre présence de gamétocytes et anticorps antigamete, on s“atend a une TRI
modérée. Dans ces conditions, la transmission homme - moustique devrait étre é€levée.
Cependant 1“immunité antisexuée (TRI) n“est pas le seul facteur limitatif de la transmission
locale. La circulation de certains médicaments antipalustres doit étre aussi prise en compte
pour expliquer les niveaux de TRA mesurée. Dans la zone rurale étudiée, seule la chloroquine
est largement utilisée. Elle n“a pas d“incidence sur la TRA.

En zone urbaine, la transmission moustique - homme est faible au moins dans les quartiers
centraux. La morbidité est forte comme [“atteste la fréquence des consultations pour
paludisme dans les dispensaires. La gamétocytémie est plus importante qu'en zone rurale. La
TRI devrait donc étre plus forte qu'en zone rurale. On observe cependant en ville une forte
utilisation de la sulfadoxine-pyriméthamine qui pourrait encore augmenter la TRA mesurée.
C*est justement ce qu“on observe, bien que la différence entre zones rurale et urbaine ne soit
pas significative. La transmission homme - moustique n'a pas été étudiée dans ce facies urbain
difficile a sensibiliser a notre méthodologie.

L hypothése de travail pourrait donc €tre la suivante. Plus la transmission est faible, moins il
y a d“acquisition d“une immunité protectrice au sein de la population et plus il y a de

morbidité, donc de gamétocytémie. Par voie de conséquence, la TRI naturelle ou la TRA




mesurée devraient étre fortes et la transmission homme — moustique faible. C*est cette
hypothése que nous allons tenter de vérifier. Nous allons mener au Sénégal rural, dans une
zone sahélienne a transmission courte et faible, le méme type d“étude qu“au Cameroun et
nous comparerons les résultats afin d“en déduire une certaine logique relationnelle entre les

différents ¢léments de la transmission palustre.




MATERIELS ET METHODES

Nous avons eu 3 objectifs différents : [“éude de la morbidité, de la THM et de la TRA dans
une zone sahélienne du Sénégal ; afin d“identifier les relations entre ces 3 entités. Pour ce
faire, nous allons décrire dans un premier temps les méthodes d“études communes, puis nous

rentrerons dans les détails méthodologiques de chacun des objectifs.

1. Zone d’étude

L“¢tude s“est déroulée dans la région de Thies, situé a 90 km au nord de Dakar. La zone
d“étude proprement dite se situe a 20 km a I“est de Thies sur la route de Diourbel et
comprends 32 villages répartis autour des dispensaires de Hanéne, et de Pout Diack. Plus de
60% de la population de la région vit en milieu rural ou la culture du mil et de [“arachide et un
peu d“¢levage représente 1“activité principale. Les ethnies principales sont le wolof et le
Sérére. Le climat est de type sahélien et comporte deux saisons : une courte saison des pluies
allant de Septembre & Novembre avec moins de 400 millimétres de pluies et une longue
saison seche, allant de Décembre a Aotlt. L“humidité relative est en moyenne de 15% en
saison seche et de 75% en milieu de saison humide. La transmission du paludisme est donc
saisonniere courte de Septembre a Décembre comme dans la plus part des régions
septentrionales du Sénégal. Le vecteur principal est Anopheles arabiensis. Pas de vecteur
secondaire comme A. gambiae ss et A. fumestus. Les gites larvaires sont
généralement/uniquement alimentés par les pluies (Robert et al., 1998). Le traitement des
acces palustres simples se fait au niveau des dispensaires ou de la famille. Ces acces ont été
traités le plus souvent par le mépris ou du paracétamol, comme bien souvent en Afrique. Le
gouvernement a décidé de préconiser 1“association sulfadoxine-pyriméthamine + amodiaquine
de 2004 a 2005, avec en pratique, prescription de sulfadoxine-pyriméthamine seule, faute
d“approvisionnement en amodiaquine. Ensuite une association amodiaquine + artémisinine a
été recommandée en 2006. Ces principales molécules ont un role non négligeable sur la

gamétocytémie.
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Figure VIII: Carte de la zone de Thiés

2. Dépistage des sujets infectés

Des enquétes transversales ont été réalisées, pendant la saison de transmission de 2002 a
2006, dans les villages et les écoles de la zone d“¢tude. Seules des personnes volontaires,
préalablement sensibilisées par nos enquéteurs sur place, ont été incluses pour réaliser des
gouttes épaisses (GE) systématiques lors des différents passages et éventuellement des

infections artificielles de moustiques chez les porteurs de gamétocytes.

Figure IX : dépistage des porteurs de gamétocyte par gouttes épaisse
Les gouttes épaisses ont été faites a partir de trois gouttes de sang capillaire prélevé au bout

du doigt. Aprés séchage, 1“éalement a été coloré verticalement pendant 20 minutes avec une




solution de Giemsa diluée a 10% dans de 1“eau tamponnée a pH 7,2. La détermination des
especes parasitaires et la détection des fortes charges parasitaires ont été réalisées sur le

terrain, avec une lecture semi-quantitative au microscope optique (photo).

Figure X : Détection des porteurs degametocyte au microscope

Il est assez facile de détecter plus d“un parasite asexué de Plasmodium par champs et de
nombreux gamétocytes en banane de P. falciparum avec une lecture rapide sur le terrain (50
lames par lecteur dans 1“aprés-midi). Cette méthode nous a permis d“identifier les acces
palustres probables qui ont été¢ systématiquement traités selon les recommandations du
programme national de lutte. Parallélement, nous avons identifié aussi des « gros » porteurs
de gamétocytes (plus de 5 gamétocytes par traversée d“une GE) pour réaliser le lendemain des
infections expérimentales de moustiques d“¢levage dans le cadre de 1“étude sur la TRA. Les
GE ont été ensuite relues au laboratoire central de Dakar pour détecter toutes les infections
avec faibles densités parasitaire. Le seuil de lecture des formes asexuées et sexuées du

parasite a été respectivement de 6 et 2 parasites par microlitre de sang.

3. Les infections expérimentales

L*infectivité¢ d“individus volontaires ou de « gros » porteurs de gamétocytes a été analysée a
I“ade de deux méthodes de gorgement que nous décrivons plus loin.

Dans les deux cas, des femelles de moustiques, dgées de trois jours et maintenues a jeun de
jus sucré depuis prés de 12 heures ont été placées dans des gobelets fermés par un voile de
moustiquaire. Tous les gorgements ont ét¢ réalisés sur le terrain dans une piece d“un

dispensaire ou d“une villa louée, nous servant de laboratoire et de dortoir (photo).




Figure XI : Laboratoire de terrain

Apres chaque gorgement les moustiques ont été relachés dans une petite cage moustiquaire et
seules les femelles franchement gorgées ont été conservées. Les moustiques non ou mal
gorgés ont été tués. Les petites cages ont été maintenues pendant 7 jours dans les conditions
d“¢levage précédemment décrites. Apres une semaine d“incubation des moustiques gorgeés, les
estomacs ont d“abord été disséqués sous loupe binoculaire dans une goutte de solution de
mercurochrome diluée & 3% en tampon PBS. Puis les oocystes ont ¢été recherchés et

dénombrés par observation microscopique (x40) (photo).

Figure VII : Recherche des oocystes au microscope et preparation des gobelets de moustiques




Deux paramétres d“évaluation de 1“infection ont été établis: le pourcentage de moustiques
infectés parmi les moustiques survivants disséqués et le nombre moyen d“oocyste par tube
digestif infecté pour chaque lot. Pour avoir une précision suffisante du pourcentage et de la
densité oocystique moyenne, seuls les lots ayant au moins 20 anopheles survivants au
septiéme jour ont été disséqués.

Deux techniques de gorgement artificiel ont été utilisées : le gorgement direct des moustiques
sur la peau d“un individu (DIR) et le gorgement artificiel avec manipulation du sang (OWN-

AB).

3.1. Gorgement direct (DIR)

Le but de cette technique est de savoir si un individu porteur ou non de gamétocytes est
infectant pour les moustiques, & un moment donné.

Un gobelet contenant un lot de 30 femelles agressives et saines a été appliqué sur le bras ou la
cuisse du patient pendant une dizaine de minute (photo). Pour une bonne réussite du
gorgement, il est important que le sujet évite de bouger. Ceci peut étre obtenu chez le jeune
enfant en [“occupant et en lui distribuant des sucettes. Apres le gorgement, une désinfection a

I“acool et un étalement de pommade antihistaminique ont été réalisés.

Figure XIII : gorgement direct des moustiques sur la peau (au niveau du bras)
Cette technique est bien supportée par les sujets de plus de 5 ans et a condition d“avoir fait

une démonstration préalable sur nous-méme et de ne pas dépasser 30 femelles par gobelet.




3.2. Gorgement sur membrane de parafilm®

Le but ici est de savoir si le plasma des porteurs de gamétocytes contient des « substances »
inhibitrices de 1“infection chez le moustique. Pour cela nous avons utilisé le test du DMFA
classique. Un appareillage de gorgement artificiel en verre, fermé par une membrane de
Parafilm ® et chauffé a 37°C par un courant d“eau chaude provenant d“un bain marie
(Rutledge et al., 1964). Ce courant d“cau chaude a 37°C a permis de retarder 1“exflagellation
des gamétocytes et donc de sauver leur infectivité. Le sang a été introduit dans 1“appareil et
déposé a sa base, sur la membrane. Les moustiques ont piqué a travers cette membrane pour

aspirer le sang.

Figure XIV : Gorgement artificiel des moustiques 4 travers une membrane de parafilm
Nous avons réalisé une prise de sang hépariné au pli du coude dans un vacutainer de 5 ml
préalablement chauffés a 37°C. Immédiatement apres le prélevement 1 ml de sang a été
dépos¢ dans une des cellules de gorgement en verre pour réaliser une infection immédiate
(IM) avec le sang total, afin de savoir s“il est infectant. Le reste du sang (4 ml) a été aliquoté
dans 2 tubes de 2 ml préchauffés a 37°, puis centrifugé a 37°C pendant 5 minutes a 2500
trs/min, dans wune centrifugeuse a [“intrieur d“une étuve bactériologique. Apres
centrifugation, le plasma a été aspiré dans les 2 tubes et conservé a 37°C dans le bain-marie.
Dans le premier tube (OWN), 1 ml du plasma a été rapidement rajouté au culot globulaire.
Dans le deuxiéme tube (AB) c“est 1 ml de sérum AB (témoin sain) préchauffé¢ a 37°C, qui a

été rajouté au culot globulaire. Le tube AB est un témoin sans substance sérique inhibitrice.




Ainsi avons nous obtenu une série de 3 cellules de gorgement remplies respectivement de
sang total non manipulé (IM) de sang reconstitu¢ (OWN) et de sang témoin (AB).
Les gobelets contenant les moustiques ont alors été placés sous les cellules et les anopheles se

sont gorgées a travers la membrane de parafilm® pendant une période de 15 minutes.
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Figure XV: Série de gorgement sur membrane (Technique d“infection expérimentale)
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Figure XVI : Principe du Gorgement OW-AB

rendement du cycle sporogonique dans les conditions naturelles :

*

*

Il n'y a généralement pas de corrélation linéaire entre densité gamétocytaire et

infectivité pour le moustique.

I faut utiliser des gros porteurs de gamétocyte pour multiplier les chances d“obtenir

des infections positives. Un « gros » porteur présente plus de 5 gamétocytes sur une

traversée de goutte épaisse.

I1 faut manipuler a 37°C et éviter au maximum le contact avec 1“ar, donc travailler

rapidement.

Les moustiques doivent étre affamés avant gorgement pour augmenter la quantité de

sang ingéré.

Il ne faut pas manipuler les moustiques gorgés qui sont tres fragiles

.



¢ Un repas sanguin complémentaire n“est pas nécessaire chez ces moustiques infectés
pour accroitre la maturation oocystique.

Sept jours aprés gorgement artificiel, les moustiques survivants ont été disséqués et les
pourcentages d‘infection entre les lots OWN et AB ont été comparés. Nous n“avons pas
utilis€é la moyenne des charges oocystiques comme parametre de comparaison, car elle est
généralement faible et de distribution hétérogéne. Si le % OWN est significativement
inférieur a celui de AB, c“est que le plasma du sujet testé contient des substances inhibitrices.
On utilise un degré de signification de 1% pour avoir une différence suffisamment grande et
donc reproductible entre OWN et AB. Il faut disséquer au moins 20 moustiques dans chaque

lot pour avoir une bonne sensibilité de la comparaison.

4. Etude de la morbidite

Une étude sur la morbidité palustre et la chimiorésistance des parasites locaux a différents
antipaludiques a été menée sur [“année 2004 dans le plus gros village de la zone (Hanene,
1500 habitants). Le principe était de détecter tous les acces palustres dans une population, au
cours de [“année, afin de déterminer 1“incidence palustre par tranches d“age et le portage de
gamétocytes apres traitement.

Nous avons formé des enquéteurs chargés de passer tous les jours, de case en case, pour
interroger les gens, le matin avant le départ aux champs. L“interrogatoire a porté sur les
quelques symptomes évocateurs de 1“acces palustre simple ou grave. Devant tout signe de
gravité, 1“enquéteur envoyait directement le malade au dispensaire du village pour prise en
charge. Devant tout acces fébrile rapporté, 1“enquéteur effectuait une prise de température le
matin tot et en fin d“aprés midi, avec une goutte épaisse systématique. Celle-ci était alors
colorée et lue par un responsable l“aprés-midi et les résultats et 1“éventuel traitement
antipalustre étaient donnés au malade lors de la deuxieme prise de température. Pour toute
autre maladie, le sujet était envoy¢ au dispensaire. La lecture des gouttes épaisses se faisait en
semi-quantitatif comme décrit plus haut et un acces palustre était défini par 1“association

d“une fievre avec une charge parasitaire de plus d“un trophozoite par champ de goutte épaisse.




Figure XVII : Coloration des gouttes épaisse au Giemsa

L*efficacité du traitement était contrdlée a J3, J7 et J14 aprés absorption controlée du
médicament. La sulfadoxine-pyriméthamine a été a utilisée.

A la fin de [“enquéte nous avons pu déterminer 1“incidence palustre par tranche d“dge et le
nombre moyen d“acces palustres par an et par tranche d“dge. Parallélement le niveau de
chimiorésistance a été estimé par les taux de résistances de niveau I, II et III selon les critéres
de I"OMS, sur la tranche d“age des sujets non ou peu prémunis (6 mois a 12 ans). Enfin nous

avons pu estimer le pouvoir gamétocytogene de la sulfadoxine pyrimethamine.

5. Etude de la transmission homme-moustique (THM)

Le principe a été de dépister les sujets infectant les moustiques dans un échantillon
représentatif de la population, a un moment donné. L“&ude n“a porté que sur la période de
transmission de septembre a novembre 2010. En effet, les porteurs de gamétocytes sont
exceptionnels, les vecteurs du paludisme sont absents et la transmission peut étre considérée
comme nulle en saison seche.

Nous avons recensé la totalité de la population de trois villages dans la zone, en attribuant un
numéro d“identification a chaque famille et a chaque individu. Ces villages ont été choisis sur
la taille de la population (> 300 individus), sur la diversité relative des facies écologiques dans
la zone et sur [“autorité des notables. Une forte sensibilisation a été faite par nous-méme et
nos enquéteurs, afin d“expliquer aux villageois les buts de notre étude, ses avantages et ses
contraintes. Apreés sensibilisation, nous avons sélectionné environ 25 familles (nucléaires)

volontaires de plus de 5 personnes, afin d“avoir un échantillon représentatif sur 1“4ge. Une




goutte épaisse systématique et un gorgement direct ont été réalisés chez chaque individu
inclus. L“infection a ét¢ faite sans tenir compte de la gamétocytémie des individus. Les
familles ont été récompensées avec des moustiquaires imprégnées et les fortes charges
parasitaires asexuées ont été traitées avec 1“association sulfadoxine-pyriméthamine -+
amodiaquine.
Apres infection des moustiques, des gouttes €paisses ont realisées sur chaque sujet testé. Les
moustiques ont €té disseques 7 jours plus tard. Vingt moustiques ont été disséqués pour
chaque individu. Nous avons pu ainsi €tablir un certain nombre de parameétres sur 1“infectivité
d“une population humaine et sur [“infection d“une population de moustiques. Ces parameétres
ont été précédemment décrits dans le § 3.3.1. Il s“agissait :

» du pourcentage de sujets infectants pour les moustiques pendant la période d“étude (B)

» de I"indice gamétocytaire (IG) ou la densité gamétocytaire moyenne (DGM) en

moyenne géométrique.

de la contribution d'un groupe de population au réservoir de moustiques infectés : Fi / XFi,
avec Fi = Ai * Bi * Ci (Githeko et al. 1992). Expliquons cette formule. (i) se rapporte a une
tranche d“age de la population. Pour chaque tranche d*dge, on calcule 3 parameétres : (1) Ai
qui est la proportion d'une tranche d'age dans la population générale, obtenue a partir d“un
recensement récent. (2) Bi est la proportion de sujets infectant dans cette tranche d'age. (3) Ci
est la proportion de moustiques infectés par des oocystes, 7j apres gorgement, sur les sujets
infectants de cette tranche d'age.

» de la proportion moyenne de moustiques infectés sur sujets infectants (C).

» de la proportion de repas sanguins infectants (K).

6. Etude de la « Transmission Reducing Activity » (TRA)

L“¢tude sur la TRA a été réalisée dans la plupart des villages et €coles de la zone entre 2003 et
2006. Le principe a été de dépister les sujets dont le sérum est inhibiteur de 1“infection des
moustiques. Le test d“infection artificielle utilisé ici a été le « direct membrane feeding
assay » (DMFA classique). Comme il était nécessaire d“avoir de fortes infections, aussi bien
en OWN qu“en AB, malgré les exflagellations de gamétocytes pendant la manipulation du
sang, ou I“inhibition d“infection due au sérum, nous n“avons sélectionné que des « gros »
porteurs (plus de 40 gamétocytes/mm?). Ainsi la TRA n“a été étudiée que dans un échantillon
de gros porteurs de gamétocytes. Pour des raisons de facilité des prises de sang intraveineux,

nous n“avons retenu que des porteurs de plus de 5 ans.
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Apres les infections, des moustiquaires imprégnées ont été distribuées aux sujets inclus.
Aucun traitement anti-gamétocyte n“a été donné a cause des risques de toxicité avec les
amino-8-quinoléines.
Un sujet a été considéré comme inhibiteur quand 1“infection en OWN a été significativement
(risque 1%) inférieure au lot AB. Nous avons pu ainsi déterminer un certain nombre de
parameétres épidémiométriques qui ont été précédemment expliqués (voir § 3.2.3). Il s“agissait
de:

* La proportion de sujets inhibiteurs

* L"intensité¢ moyenne de la TRA.

* Le poids de la TRA sur |“inhibition totale.

Au terme de cette étude, nous avons obtenu un certain nombre dindicateurs de morbidité,

de THM et de TRA, que nous allons maintenant analyser dans le chapitre suivant.




RESULTATS

Dans ce chapitre sont exposés les principaux résultats obtenus. Tout d“abord nous donnons
une image de l“infection parasitaire dans la population. Puis nous décrivons la morbidité
palustre dans le plus gros village de la zone, suivi pendant 1 an. Dans un troisiéme temps nous
abordons la gamétocytogenése post-thérapeutique. Enfin, sont successivement abordés la

description de la TRA et de la THM dans cette zone.

1. Niveaux de la parasitémie dans la population

Au cours des enquétes transversales répétées, pour dépister des porteurs de gamétocytes, nous
avons réalis€ un grand nombre de gouttes épaisses, pendant la saison de transmission de
Septembre a Décembre. Les principaux résultats sont analysés dans le premier paragraphe.

Lors de 1“&ude de la morbidité sur 1 an dans le plus gros village de la zone, nous avons aussi
obtenu un profil parasitaire de la population. Mais |“éhantillon était différent puisquil
s“agissait de sujets se plaignant d“une pathologie évocatrice d*“acces palustre. Cependant il a

permis une analyse sur 1 an.

1.1. La parasitémie globale dans la zone d’étude

De 2001 a 2006, des gouttes épaisses ont été collectees et lues en semi-quantitatif.

Les principaux résultats sont résumés dans le tableau 2:

% « gros »

Classes d’age Effectif IP (%) I1G (%) % (= +++) portewrs
0-5 1473 15,7 5,9 8,7 0,8
6-10 3923 10,6 4.4 5,8 0,5
11-15 1513 15,0 4.9 7,9 0,8
16-30 946 8,9 4.4 52 0,3
>30 1098 11,9 3,2 6,1 0,4
2-9 ans 4100 12,8 5,3 7,1 0,6

Tableau 2 : Répartition des indices parasitaires dans la zone en fonction des classes d“age




Lecture des gouttes épaisses en semi-quantitatif sur 1 diamétre de 1“étalement (environ 600 globules blancs, donc seuil de
lecture approximative de 10 parasites/mm”)
(= +++) fortes charges parasitaires (un ou plus d*un parasite par champs de goutte épaisse)

« gros » porteur = plus de 4 gamétocytes par traversée d“une goutte épaisse

Les résultats montrent que les prévalences asexuées sont généralement faibles en période de
transmission, avec un indice plasmodique observé de 12,8% chez les 2-9 ans, ce qui confirme
bien le niveau hypoendémique de la zone. L*indice gamétocytaire est aussi assez faible avec
en moyenne 5,3% seulement chez les 2-9 ans. Mais la lecture semi-quantitative sous estime
les faibles charges gamétocytaires et donc 1“indice gamétocytaire. Il y a une prévalence
relativement importante des fortes charges parasitaires asexuées, avec 7,1% en moyenne chez
les 2-9 ans (plus du double de I“indice plasmodique global). La fréquence des « gros »
porteurs (plus de 4 gamétocytes / traversée de goutte épaisse) est relativement faible, puisque

nous n“observons en moyenne que 6 « gros » porteurs pour 1000 gouttes épaisses.

Indice plasmodique et fortes charges chez les 2-9 ans
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Figure XVIII : Répartition des indices plasmodiques et fortes charges parasitaires pendant les

4 mois de transmission chez les 2-9 ans.
+++ fortes charges parasitaires asexuées (> 1 parasite/champs de goutte épaisse)
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Indice gameétocytaire et gros porteurs chez les 2-9 ans
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Figure XIX : Répartition des indices gamétocytaires et « gros » porteurs pendant les 4 mois

de transmission chez les 2-9 ans.
+++ « gros » porteurs de gamétocytes (> 4 par traversée de la goutte épaisse)

La répartition des indices parasitaires en fonction des 4 mois de transmission montre que les
prévalences asexuées deviennent importantes a partir d“Octobre, soit 2 mois apres le début de
la saison des pluies. D“autre part, il existe encore des porteurs de gamétocytes au tout début
de la saison de transmission (1%), ce qui explique la rapide montée des indices plasmodiques

des Septembre quand les populations anophéliennes deviennent véritablement vectrices.




1.2. Parasitémie dans I’échantillon de morbidité.
Durant [“année d“¢tude de la morbidité un total de 1300 gouttes épaisses a été¢ confectionné.
L*observation microscopique de ces gouttes épaisses a révélé la présence d“hématozoaire chez
544 sujets, soit un indice plasmodique d'environ 42% et un indice gamétocytaire de

seulement 1,5%.




Classes d’age Effectif IP (%) % (= +++)
0-5 291 38,0 25,1
6-10 284 52,9 32,4
11-15 215 46,6 30,7
16-30 255 37,2 19,5
> 30 255 36,3 19,0
Total 1300 42,1 25.5

Tableau 3 : Répartition de la parasitémie de P.falciparum en fonction de 1*age

(> +++) fortes charges parasitaires (un ou plus d“un parasite par champs de goutte épaisse)

IP = indice plasmodique

IG = indice gamétocytaire



Le tableau 3 ne montre pas de différence importante entre les indices plasmodiques chez les
enfants et les adultes. Plus de 35% de ces derniers sont porteurs de parasites sur 1 an de suivi.
Ceci traduit probablement deux choses: un manque d‘immuno-protection ou/et un
échantillonnage biaisé par le recrutement de « malades ». On doit aussi noter que dans cet
échantillon biaisé on observe 25% de fortes charges asexuées, au lieu des 7% observés dans
un échantillon tout venant (Tableau 1).

L“TP est « surévalué » par rapport aux enquétes dans la zone, probablement parce que nous
nous sommes adressés a des sujets « malades », mais aussi parce que les classes d*age de
moins de 16 ans dominent dans cet échantillon.

L“intérét du suivi annuel est qu“il permet de suivre 1“évolution de la parasitémie en fonction

du cycle de transmission.
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Figure XX : Evolution des prévalences parasitaires sur 1 an
Fortes = fortes parasitémies (> 1 parasite/champs)
Faibles = faibles parasitémies (< 1 parasite/champs)

Neg = sujets négatifs




Les prévalences et charges parasitaires sont faibles de février a juin (en général < 5%). Dés le
mois de juillet, les fortes charges (acces palustres potentiels) commencent a apparaitre, pour
atteindre un maximum en Octobre — Novembre et disparaitre en fin janvier. Mais la
prévalence globale reste inférieure ou égale a 20%. Nous sommes donc bien en zone

hypoendémique, et la période de transmission probable s“¢tale de Juillet a Janvier.

2. La morbidité palustre

La morbidité palustre a été¢ étudiée dans la population de Hanéne, le plus gros village de la
zone (1500 habitants) pendant [“année 2004. Cette étude a été effectuée sur 12 mois, afin de
tenir compte des fluctuations saisonni¢res de la transmission. Elle a permis de déterminer
I“incidence palustre et le nombre moyen d“acces palustres par individu et par an, dans la zone.

Toute la population sédentaire était suivie quotidiennement.

2.1. Les fébriles parmi les consultants

C*“est un parametre important a déterminer dans le cadre santé publique. Ceci va permettre
d“estimer la surestimation de la morbidité, notamment pendant la période de tres faible
transmission.

Au total 420 acces fébriles ont été observés par nos enquéteurs sur les 1242 sujets suivi en
permanence dans le village chaque jour. La répartition mensuelle est résumée dans le

graphique XXI.
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Figure XXI : Répartition mensuelles des acces fébriles

Les chiffres en haut des barres correspondent a 1“effectif des consultations.

Comme attendu, le maximum des acces fébriles est observé pendant la saison de transmission
(Juillet a Décembre). Le pourcentage des fébriles parmi les consultants atteint en moyenne
40% a cette période. Mais nous remarquons qu‘‘une petite proportion de sujets fébriles est
considérée comme acces palustres pendant la saison de tres faible transmission (Février a
Juin) alors que la morbidité est nulle a cette période, comme nous le verrons plus loin (voir
Figure XXIII). A I"absence dun test de dignostic rapide, seulement 30 acces fébriles sur 420

(7%) seraient indiment traités.

2.2. Taux d’incidence palustre

Nous rappelons que le taux d“incidence exprime la proportion (en millieme) d“individus
malades parmi les sujets examinés, en un temps bien déterminé. Nous rappelons aussi qu“un

acces palustre se définit comme une association de fievre (> 37,5°C) et une forte parasitémie




arbitrairement fixée a au moins 1 parasite par champs de la goutte épaisse (sur le terrain) ou

3

1000 parasites/mm” aprés lecture différée des gouttes épaisses. Dans ces conditions,

I“incidence palustre mensuelle a pu étre estimée (figure XXII).
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Figure XXII : Evolution du taux d“incidence mensuelle sur 1 an de surveillance
Ce graphique montre que la période classique de morbidité palustre s“échelonne entre Juillet
(début de la saison des pluies) et Janvier, avec un maximum en Octobre et Novembre qui

dépasse les 50 cas d“acces palustres sur 1000 individus examinés.

2.3. Proportion d’acces palustres fébriles et non fébriles

L*“nfirmier ne considérait que les accés fébriles comme potentiellement des acces palustres. La
définition d“un accés palustre associe a la fois une fiévre et une forte parasitémie. Mais la fiévre
palustre est de courte durée et souvent nocturne. Il est donc possible de passer a c6té d“un acces
palustre, méme avec 2 prises de température par jour. Nous avons donc voulu connaitre la proportion
de fortes charges parasitaires (> 1000 parasites/mm3) parmi les sujets non fébriles, charges parasitaires

qui auraient dues étre aussi traitées dans cette population partiellement prémunie (figure XVI).
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Figure XXIII : Proportion des poussées parasitaires chez les fébriles et non fébriles.

Ici, AP signifie acces palustre potentiel.




Nous remarquons qu“environ 5,6% des fortes charges parasitaires ne déclenchent pas de
fievre. Mais cette proportion peut aller jusqu™a 20% au pic de morbidité. Ce pourcentage de
fortes charges parasitaires non prises en charge n‘est donc pas négligeable dans une
population peu prémunie, surtout en saison de transmission. Cependant on peut s“attendre a ce
que ces fortes charges finissent par déclencher un acces fébrile dans les heures ou les jours

suivants.

2.4. La densité d’'incidence palustre

Nous rappelons qu“il s“agit du rapport du nombre de nouveaux cas en un temps donné, sur le
total des durées d“exposition au risque (ou la somme du temps d“observation de chaque
individu non malade). La densit¢ d“incidence par classe d"4ge est illustrée dans la

figure XXIV.
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Figure XXIV : Densité d’incidence par classes d’ages

Nous obtenons la méme allure évolutive de la morbidité que dans le graphique du taux
d“incidence. Ce sont les classes des 1-4 et 5-9 ans qui payent le plus lourd tribu a la morbidité
palustre. Bien que 1“incidence soit faible chez les adultes, les acces palustres sont encore

possibles, ce qui traduit une inefficacité partielle de I“immunité antipalustre.

2.5. Le nombre moyen d’acces palustres par individu et par an

Ce paramétre pourrait illustrer le « poids » du paludisme « maladie » dans la population.

C*est une simple fréquence des acces palustres que nous donnons pour chaque classe d“age.




Figure XXV : Fréquence théorique des accés palustres par individu et par an en fonction de 1“age.

Le maximum des acces palustres est enregistré chez les 6-10 ans avec pres de 0,25
AP/personne/an donc environ 1 acces palustre/personne tous les 4 ans. Par ailleurs, les adultes
font encore en moyenne 1 accés palustre tous les 10 ans !

En fait, ce ne sont que quelques personnes qui font la quasi-totalité des acces palustres.

Nous résumons dans le tableau 4 la réalité des chifftres.

Classes d“age | Nombre d“acces /an | Effectif (*) | Nombre dacces / an / individu
0-5 53 45 1,1
6-10 67 59 1,1
11-15 45 40 1,1
> 15 52 47 1,1

Tableau 4 : Fréquence observée des accés palustres par individu et par an.

(*) effectif des sujets faisant véritablement un acces palustre.

On peut donc voir que les sujets exposés au paludisme maladie font un peu plus d“un acces
palustre par an, méme en ce qui concerne les adultes.

2.6. Densité parasitaire chez les acces palustres

Nous avons pu observer 217 acces palustres. Ici nous étudions la répartition des densités

parasitaires moyennes de ces acces palustres pour chaque tranche d*age (tableau 5).




Classes | Effectif Nombre Nombre de | Nombre de | Nombre de
dage d“AP +++ (%) (%) | (%)
0-5 291 53 24 (45.,3) 21 (39,6) 8 (15,1)
6-10 284 67 26 (38,8) 28 (41,8) 13 (19,4)
11-15 215 45 17 (37,7) 21 (46,6) 7 (15,5)
> 15 510 52 29 (55.,7) 19 (36,5) 4 (7,6)
TOTAL 1300 217 96 (44,2) 89 (41) 32 (14,7)

Tableau 5 : Répartition des densités parasitaires moyennes chez les acces palustres en

fonction des classes d*age.

Sur les 217 acces palustres, 14% ont une densité de 5 croix, ce qui correspond a une densité
parasitaire moyenne de 75823 p/mm’. 41% ont une densité de 4 croix, soit 20586 p/mm?>. 44%
ont une densité de 3 croix, soit 5155 p/mm’. Les densités parasitaires sont donc relativement
fortes chez ces acces palustres, méme chez les adultes.

On ne remarque pas de diminution franche de la fréquence des 3, 4 ou 5 croix en fonction de
1“age. Ceci peut évoquer une absence presque compléte d“immuno-protection dans toutes les

tranches d“age.

3. Chimiorésistance aux antipaludiques

Dans cette partie la résistance des souches a été déterminée selon 2 méthodologies différentes.

La premiére a estimé la chimiorésistance sur le suivi post-thérapeutique de la parasitémie

résiduelle (RI, RII et RIII). La deuxieme méthodologie a estimé 1“efficacité thérapeutique en

tenant compte de la parasitémie post-thérapeutique et de la fievre résiduelle. Cette dernicre

méthode explore 1“efficacité thérapeutique chez des malades.

3.1. Chimiorésistance a la sulfadoxine pyriméthamine (SP)

La sulfadoxine pyrimétamine (SP) a été testée in vivo chez 89 porteurs de plus de 1000
parasites/mm?’, fébriles ou non. Les résultats ont donné une résistance globale 4,5% (89). Il
n‘y a pas eu de résistance RIII dans la zone. La répartition des taux de résistance en fonction

des clases d*age est donnée dans le tableau 6
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Classes d’age Sensibles Résistance R1 Résistance R2 % de résistants
0-5 33 0 1 2,9
6-10 35 3 0 7,9
11-15 24 2 0 7,7
>15 26 2 0 7,1

Tableau 6 : Répartition des SP résistances en fonction des classes d“age

Il n"y pas de diminution progressive des taux de résistance en fonction de 1“4ge. Finalement
nous allons retenir un taux de chimiorésistance a la SP d“environ 7% dans la zone.

Apreés avoir ¢étudié la chimiorésistance de la sulfadoxine pyrimethamine sur un suivi
uniquement parasitologique, nous allons maintenant explorer 1“efficacité thérapeutique a la SP

en tenant compte aussi de la clinique. Ici nous avons a faire avec des sujets malades.

3.2. Efficacité thérapeutique a la sulfadoxine-pyriméthamine (SP)

Vingt sept sujets de moins 6 ans ont été testés. On a observé seulement un cas d“échec
thérapeutique tardif, soit un pourcentage de 96,3% de guérisons cliniques apparentes. Ce test

confirme donc les bons résultats observés en chimiorésistance.

4. Gamétocytogénese et antipaludiques

La gamétocytogenese est le processus par lequel, se forment les gamétocytes, aprés une
« souffrance » parasitaire. Ce processus est parfois influencé par la chimiorésistance qui fait
souffrir le parasite sans le tuer ou par 1“action de certains médicaments comme la SP. Mais
elle peut aussi résulter d“une forte poussée asexuée accompagnée d“une poussée
inflammatoire, comme dans [“acces palustre, et qui fait souffrir le parasite, entrainant une

déviation vers la gamétocytogénese.

4.1. Gamétocytogenése et résistance ala SP

On a cherché a comparer le pouvoir gamétocytogéne des souches SP sensibles et résistantes
et parmi les souches résistantes, comparer la gamétocytogénese en fonction du niveau de
résistance. Théoriquement, plus le niveau est élevé plus la souffrance devrait étre importante,
donc plus il devrait y avoir de poussées gamétocytaires.

Les principaux résultats sont donnés dans le tableau 7




Sujet Résistant Sujet Sensible
Effectif 8 118
% Pgam 62,5% 58,5%

Tableau 7 : Fréquence des poussées gamétocytaires en fonction de la SP-résistance
L-effectif de souches SP résistante est insuffisant pour estimer la gametocytogenese de la

souche.

4.2. Relation entre traitement a la SP et poussée gamétocytaire

Ici nous comparons les fréquences des poussées gamétocytaires post-thérapeutiques apres
traitement a la CQ, qui va servir de gold standard et apres traitement a la SP (tableau 8). Nous
rappelons que les poussées gamétocytaires prises en compte ici ne sont que des néo-poussées
avec JO et J3 négatifs et que nous ne tenons compte que des souches parasitaires sensibles

pour éviter toute interférence de la chimiorésistance sur la gamétocytogénese.

Sujets sensibles Sujets sensibles

traités a la CQ traités a la SP
Effectif 74 84

13,5% 58,3%

% Pgam

Tableau 8 : Fréquence des poussées gamétocytaires chez les souches CQ ou SP sensibles.

Nous observons une différence significative entre les fréquences des poussées gamétocytaires
post-CQ et post-SP. Donc la SP est nettement plus gamétocytogene que la CQ choisie comme

gold standard.

4.3. Relation entre densité parasitaire asexuée et poussée gamétocytaire

Ici nous cherchons a analyser la relation pouvant exister entre la parasitémie asexuée a JO et la
parasitémie sexuée 7 jours apres traitement a la CQ. Pour clarifier le graphique nous n“avons

retenu que les sujets ayant présenté une poussée gamétocytaire patente.
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Corrélation entre densités asexuées (JO) et sexuées (J7)
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Figure XXVI : Corrélation linéaire entre densités asexuées et sexuées 7 jours apres traitement

de I*“acces palustre

Cette figure montre globalement qu“iln“y a pas d“alignement du nuage de points le long d"un
axe linéaire, donc qu“il n"y a pas de corrélation entre la densité asexuée a JO et la densité

sexuée a J7 (coefficient de corrélationr=0,15; F=1,9 ;p=0,17).

4.4. Infectivité des gamétocytes post-thérapeutiques

Si certains médicaments antipalustres sont gamétocytogenes, il n“est pas certain que tous ces
gamétocytes post-thérapeutiques soient infectants pour les moustiques. L“&ude de
I“infectivité des gamétocytes post CQ a été largement décrite dans la littérature. Nous nous
intéresserons donc uniquement au Fansidar, pour qui les résultats sont encore contradictoires.
Pour étudier ce probléme, il faut tenir compte d““un certain nombre d*“impératifs.

- L*infection du moustique dépend grossicrement de la densité gamétocytaire, méme si
certains facteurs inhibiteurs du cycle sporogonique sont connus. Donc il faut utiliser des
densités sexuées suffisantes pour affirmer ou non que les gamétocytes sont infectants.

- Seuls nous intéressent ici les gamétocytes post-thérapeutiques. Il faut donc €liminer tous les
individus ayant déja des gamétocytes a JO ou J3.

- 11 faut prévoir 2 jours de maturation infectante lors des néo-poussées gamétocytaires qui
apparaissent 7 jours apres traitement. Donc nous avons infecté a J9.

- Enfin il faut un nombre suffisant de moustiques disséqués pour pouvoir affirmer que les

gamétocytes ne sont pas infectants.




Tous ces impératifs expliquent pourquoi 1“effectif des infections post-SP est relativement

faible par rapport aux poussées gamétocytaires post-SP.

Les principales observations sont notées dans le tableau 9

Densité Moustiques | Prévalence | Charge
N° | Age |gamétocytaire J9 |disséqués |d’infection |oocystique
1 (14 |2250 20 0.740 42.0
2 |8 390 44 0.410 34
3 (10 |70 25 0.400 2.9
4 |7 2500 23 0.350 5.8
5 (15 |250 36 0.330 1.9
6 (17 |108 57 0.250 21
7 |13 |160 48 0.210 1.9
8 [17 |53 26 0.120 1.7
9 (13 |520 22 0.090 25
108 50 37 0.050 2.0
1110 |[220 47 0.040 25
125 160 40 0.030 1.0
135 95 47 0.000 0.0
14113 |270 44 0.000 0.0
15121 |230 42 0.000 0.0
16 |8 163 41 0.000 0.0
1715 1010 40 0.000 0.0
1812 |390 40 0.000 0.0
1914 |380 40 0.000 0.0
20 3000 32 0.000 0.0
21 220 32 0.000 0.0
2225 |410 25 0.000 0.0
23|22 |250 23 0.000 0.0
24115 |800 21 0.000 0.0
2510 |500 21 0.000 0.0
26 |8 130 20 0.000 0.0

Tableau 9 : Infections des moustiques post-thérapeutiques au Fansidar®

Au total, 26 porteurs ont été testés. La moyenne des densités gamétocytaires a été de 561
gamétocytes/mm’, avec un écart de 50 a 3000. Ceci nous permet de penser que toutes les
infections devaient étre théoriquement positives. Le nombre de moustiques disséqués a été

constamment supérieur ou égal a 20. Ceci nous permet de penser qu“en cas d“infection
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négative, le résultat n“¢était pas di a un effectif trop faible de moustiques disséqués. Douze
« gros » porteurs ont infecté les moustiques (46,1%), ce qui montre qu“environ un porteur sur
2, traité au Fansidar® est capable d“infecter les moustiques.

Cette observation nous enseigne que 1“utilisation du Fansidar® pour le traitement des acces
palustres simples, devrait etre faite avec beaucoup de précaution, (1) a cause de son pouvoir
gamétocytogene, mais aussi (2) a cause du pouvoir infectant de ces amétocytes pour les

moustiques.

5. Transmission Reducing Activity (TRA)

Nous rappelons que la TRA est due a des facteurs inhibiteurs de 1“infection du moustique,
d“origine humaine. Parmi ces facteurs on peut différencier les facteurs immunologiques
couramment appelés TBI ou TRI (Transmission Blocking/Reducing Activity) et les facteurs
non sériques comme les médicaments sporontocides.

Pour estimer la TRA dans la zone, 30 DMFA interprétables (voir M & M) ont été pratiqués
sur de « gros » porteurs de gamétocytes agés de 6 a 55 ans. Nous donnons dans ce paragraphe
les principaux résultats concernant le niveau de TRA et la relation pouvant exister entre TRA
et densité gamétocytaire ou age des sujets. En effet, la TRA est théoriquement a majorité
immunologique. On doit donc observer une relation entre la réponse immunologique anti-
sexuée et la densité gamétocytaire, principal stimulus antigénique ; mais aussi entre la TRA et
1“age des sujets, s“il y a accumulation progressive de cette immunité en fonction de

“expérience palustre.

5.1. Pourcentage de sujet inhibiteur de I'infection chez le moustique

Sachant que les facteurs bloquants sont dans le sang et sont aborbés au cours du repas sanguin
du moustique avec les gamétocytes. On peut donc estimer le pourcentage de sujet inhibiteur
en comparant le degré d'infection chez le moustique avec le sérum du sujet (OWN) par

rapport a un sérum témoin certainement non inhibiteur (AB).

Les résultats de nos infections artificielles en DMFA classique (OWN/AB) sont donnés dans
le tableau 10




NUM | AGE |GCT |IM prev (n) |OW prev (n) |AB (n) TBI 1%
3CM (10 |365 |0.000(20) |0.100 (20) 0.650 (20)
59-9 |6 171 |0.040 (25) |0.000 (20) 0.667 (21)
8CP |7 220 |0.050 (20) |0.050 (20) 0.500 (20)
127 221 |0.091 (44) |0.054 (34) 0.714 (21)
124 (14 |505 [0.133(30) |0.000 (31) 0.750 (32)
61 8 48 |0.200 (20) |0.000 (20) 0.652 (23)
13 14 | 1066 | 0.250 (20) |0.000 (20) 0.550 (20)
112 |9 122 |0.263 (38) |0.179 (28) 0.605 (38)
15 11 6600 | 0.286 (28) |0.243 (37) 0.886 (44)
5 8 216 |0.300 (20) |0.000 (20) 0.700 (20)
85 13 |292 |0.447 (38) |0.400 (20) 0.955 (22)
38 12 |1880(0.611 (36) |0.354 (48) 0.870 (23)
120 |35 |641 |0.700(20) |0.250 (20) 0.733 (30)
69-6 |7 643 |0.724 (29) |0.500 (20) 0.870 (23)
78 55 |42 |0.000 (48) |0.060 (50) 0.100 (30)
32 7 51 |0.000 (53) |0.000 (28) 0.125 (24)
93-6 |8 495 |0.000 (28) |0.000 (29) 0.167 (30)
( )
( )
( )
( )
( )
( )
( )
( )
( )
( )
( )
( )
( )
( )

18 |20 |74 |0.000 (36) |0.125 (32) 0.077 (39
5 33 [328 |0.032

31) |0.020 (49) 0.081 (37
117-5|6 |69 |0.050 (20) |0.000 (20) 0.200 (20
96 |10 |61 |0.063(32) |0.065 (31
45 |8 |60 |0.086(35) |0.077 (52
18 210 |0.132(38) |0.362 (47
62 |10 |966 |0.286(28) |0.185 (27
55-16 |16 |304 |0.391(23) |0.400 (20
100 |12 |2625|0.417 (24) |0.250 (24
77-18 808 |0.535 (43) |0.500 (20
24 |15 |124 |0.583 (24) |0.333 (27
82-6 |14 |1125]0.643 (24) |0.667 (27
45 329 |0.700 (20) |0.750 (20
1CI |6  |769 |0.750 (20) |0.750 (20
93 1177]0.762 (21) |0.950 (20

0.048 (21
0.139 (36
0.606 (33
0.280 (25
0.619 (21
0.429 (21
0.200 (20
0.545 (33
0.800 (20
0.900 (20
1.000 (20
1.000 (21)

O O] O] O O] O] O] O] O O O] O O] O] O O] O Of = = | A | Al A Al Al Al Al Al Al A
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)
)
)
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Tableau 10 : Résultats des DMFA classiques sur de gros porteurs de gamétocytes

(n) effectif des moustiques disséqués.
En gras les sujets bloqueurs

TBI (1%) = 1 quand il y a inhibition significative (p = 1%) de l’infection chez le moustique

Au total 32 DMFA réussis ont pu étre analysés. La densité gamétocytaire moyenne des

porteurs était de 706 gamétocytes/mm’ avec des valeurs extrémes de 42 et 6600
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gamétocytes/mm’. Au moins 20 moustiques ont été disséqués dans chaque infection. Ceci
nous permet d“espérer une sensibilité suffisante pour comparer OWN et AB. Nous avons
observé 14 sujets inhibiteurs sur les 32 sujets testés (43,7%). Autrement dit, a peu prés, un
gros porteur de gamétocyte sur deux, est potentiellement inhibiteur de 1“infection chez les
moustiques. Nous avons aussi observé 5 sujets bloqueurs parmi les 14 inhibiteurs, c'est-a-dire

ne donnant aucune infection en OWN, avec AB significativement plus élevé.

5.2. Intensité moyenne de la TRA chez les porteurs de gamétocytes

Nous rappelons que 1“intensit¢é moyenne de la TRA naturelle est obtenue par le calcul de la
moyenne des différences entre pourcentages OW et AB. Les principaux résultats sont résumés

dans la figure XXVII

Figure XXVII : Intensité moyenne de la TRA naturelle dans un échantillon de gros porteurs
de gamétocytes.

Cette figure montre que 1“inhibition moyenne est environ 6 fois plus importante chez les
inhibiteurs par rapport aux non inhibiteurs. Il montre aussi qu“on peut observer un certain
degré d“inhibition chez certains plasmas des sujets non inhibiteurs. Cette observation montre
bien qu“il faut toujours tester les sérums témoins AB que nous utiliserons dans le DMFA,
pour s“assurer qu‘ils n“ont pas une activité inhibitrice, méme minime.

I1 existe donc bien, des facteurs sériques inhibant le développement du plasmodium chez le

moustique chez certains sujets vivant en zone d“endémie.

5.3. Role relatif de la TRA par rapport a I'inhibition globale

I1 s*agit d“estimer ici le poids de [“inhibition sérique naturelle par rapport a 1“inhibition totale

(voir matériel et méthode).
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Figure XXVIII : Role relatif de la TRA par rapport a 1“inhibition globale

La TRA sérique chez les sujets inhibiteurs représente pres de 70% de 1*“inhibition globale due
aux facteurs humains, moustiques et parasites. Ce pouvoir inhibiteur sérique peut étre da a la
TRI naturelle ou a des substances inhibitrices dans le sérum. Le test du DMFA ne permet pas

de faire la part des 2.

5.4. Relation entre TBI/TRA et densité gamétocytaire

Il est toutefois logique de penser que la TRA est constituée pour une grande part par des
facteurs immunologiques. Elle pourrait donc étre liée au stimulus antigénique, c'est-a-dire la
densité gamétocytaire. C*“est ce que nous avons voulu étudier ici.

Pour cette étude nous avons regardé s“il existait une relation entre 1“intensit¢ de TRA et la
densité gamétocytaire. La figure XIX tente d‘illustrer cette relation. Mais nous avons aussi

calculé la moyenne des intensités de TRA par tranches de gamétocytémie (tableau 11)

.



Relation entre intensité de TRA et densité gamétocytaire
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Figure XIX : Relation entre TRA naturelle et densité gamétocytaire.

Le nuage de points ne s aligne ni sur une droite évidente, ni sur une toute autre courbe
(exponentielle, parabolique). Il ne semble donc pas y avoir de relation évidente entre ces 2
parametres.

Classes de densités | Effectif | Moyenne de
gamétocytairs I“intensité de TRA
42 —-74 7 0,145

122 — 495 13 0,395

505 - 966 6 0,275

1066 — 6600 6 0,345

Tableau 11 : Relation entre TRA naturelle et densité gamétocytaire.

Il ny a pas de croissance progressive de l“intensit¢ de TRA en fonction de la densité
gamétocytaire. Il n"y a pas non plus de maximum pour une certaine classe de densité
gamétocytaire. Donc les résultats du tableau confirment le graphique précédent.

Relation entre TRA et age des porteurs de gamétocytes

L“immunité protectrice s“accumule avec l“expérience palustre donc avec 1“age. Mais nous
savons aussi que certaines immunités spécifiques, notamment anti-maladie ou anti-
sporozoitaire, ne semblent pas s“accumuler progressivement. Nous allons donc voir s*“ily a

une relation entre TRA et expérience palustre (age).
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La figure XXX illustre ce propos. On ne peut pas faire de tableau parce que la grande majorité

des ages se situe entre 5 et 15 ans, ce qui rend impossible un découpage en classes.

Relation entre intensité de TRA et 4ge
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Figure XXX : Relation entre 1*4ge et [“intensité de TRA

On ne remarque pas de relation linéaire ou exponentielle ou parabolique entre 1“age et

I“intensité de TRA.

Conclusion

L“¢tude de la TRA a montré qu“il existait chez les gros porteurs de gamétocytes de la zone,
une certaine capacit¢ du plasma a inhiber le développement du Plasmodium chez le
moustique. La proportion de sujets vraiment inhibiteurs est de 43%. L intensit¢é moyenne de
la TRA ou la différence d“infection entre les lots OWN et AB est d“environ 57% chez les
sujets inhibiteurs. La part de la TRA due aux facteurs sériques humains, par rapport a
I“inhibition globale (inhibition due aux facteurs humains, parasite et moustique) est de 70%.
Par contre, on ne trouve pas de relation évidente entre 1“intensité de TRA et 1“4ge ou la densité

gamétocytaire.

6. La Transmission Homme moustique (THM)

L¢tude de la THM s“est déroulée dans une zone rurale du Sahel, au Sénégal. La

méthodologie utilisée a été volontairement identique a celle précédemment décrite dans la
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littérature pour une étude similaire au Cameroun rural en zone équatoriale. Ceci nous

permettra des comparaisons faciles.

L“analyse va porter sur la représentativité de notre échantillon de population, puis sur certains

indicateurs de 1“infectivité du réservoir humain de parasites et 1“infection chez le moustique.

6.1. Caractéristique de I’échantillon de la population

Toute la fiabilité de 1“estimation de la THM repose sur la représentativité de notre échantillon

par rapport a la population totale. Nous avons donc comparé les proportions de chaque

tranche ddge, entre cet échantillon et le recensement national dans la zone d“¢tude

(tableau 12).
Groupe d’age

0-4
5-9
10-14
15-24
25-44
> 44
Total

Proportion dans
I’échantillon (n)

ND

24,5 (47)

21,3 (41)

16,1 (31)

19,8 (38)

18,2 (35)
(192)

Proportion dans la Comparaison
population

(recensement)

19,3 ND

17,0 Sur-représenté
12,3 Sur-représenté
17,3 DNS

20,3 DNS

13,8 Sur-représenté

Tableau 12: Représentativité de notre échantillon de population.

Conclusion

Notre échantillon (192 sujets) ignore les tres jeunes enfants de moins de 5 ans, mais favorise

les enfants de 5 a 14 ans et les adultes agés. Il faut donc le corriger en standardisant nos

observations sur 1“age.

6.2. Caractéristiques de I’échantillon des porteurs de gamétocytes

Sur les 192 sujets inclus, nous n“avons pu interpréter la goutte épaisse que chez 187 individus.

Les résultats d“IG et de DG moyenne sont donnés dans le tableau 13
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Groupe d’Age
5-9 10-14 1524 | 25-44 > 45
N 45 44 31 33 34
Prevalence
: 53.3 452 34.2 4.1
%
asexuee, 7 45y | O3OCEI L qunty | 13n8) | (15534
(w/N)
Densité 4184 003 176.7 83.8 129.2
asexuée, MG | (00.5- | o 200l | (76.0- | (65.0- (56.0-
2192.5) 9503200 1 1980y | 119.0) 195.0)
Gametocyte 28.9
prevalence, % | (13/45) | 11.4(5/44) | 9.7 (3/31) | 53(238) | 8.8 (3/34)

Tableau 13 : Caractéristiques de la population étudiée

N: Proportion de chaque groupe d’age dans [’échantillon de population
*n: Nombre d’individu avec ds parasitémies asexuées

**n: Nombre de porteurs de gametocytes dans chaque groupe d’age.
MG: Moyenne Géometrique

Dans cette ¢tude 192 individus agés de 5 4 65 ans ont été enregistrés et examinés. La
prévalence parasitaire était de 49,0% (94/192). La prévalence gamétocytaire était de 13,5%
(26/192). Quant 4 la densité gamétocytaire (en moyenne géométrique), elle était de 53,7
gameétocytes par millilitre de sang. Trés peu de lames positives en gamétocytes ont €té
observées en microscopie pour permettre des analyses statistiques plus robustes pour ce qui
concerne la relation densité gamétocytaire et dge. En outre nous pouvons observer que la
densité gamétocytaire moyenne est nettement plus forte chez les enfants par rapport aux

adultes.

6.3. Contribution au reservoir humain infectant et probabilité de repas
sanguine infectant
Cent quatre vingt douze individus ont été exposés a la piqlire de moustiques sains d“¢levage.
Seulement 187 infections DIR ont pu étre analysables. Nous résumons dans les 2 tableaux (14

et 15) en dessous, les indicateurs de 1“infectivité d*un échantillon de population :

=



. Proportion
. Proportion
Proportion des . _
. des e Proportion | Contribution
des Indice . individus :
e s . individus . des relative au
individus | Gametocytaire infecant au . .
dans la . moustiques | reservoir
dans la . moins 1 . o f
population population mosquito 1n£e\;:tes, éo n elc)tant
recencement ’ n/N) =
(1’1) ((y - % (n/N) — ( ) ( ) ( )
o=@ | 0
<Sans |ND ND 19.3 ND ND ND
5-9 23.0 (43) 18.2 17.0 11.6 (5/43) | 1.6 19.7%
(14/860)
10-14 | 23.5 (44) 15.0 12.3 13.6 (6/44) | 2.3 19.9%
(20/880)
15-24 16.6 (31) 12.9 17.3 6.5(2/31) |[3.5 43.7%
(22/620)
25-44 19.8(37) | 5.1 20.3 2.7(1/36) | 0.4 (3/740) | 5.9%
> 45 17.1 (32) 15.1 13.8 12.5(4/32) | 1.1 (7/640) | 10.8%
Total (187) | 13.3 100.0 9.6% 1.8% 100%
(18/187) (66/3740)

Tableau 14 : Contribution au groupe d*age au reservoir humain infectant
ND = Non Determiné; P = contribution au reservoir infectant estimé par la formule:

Ce tableau montre que seulement 9,6% des individus de 1“échantillon testés sont infectants
alors qu“il y a environ 13% des porteurs de gamétocytes. Dans cette situation, on peut
conclure qu“il y*a une disproportion entre les sujets infectants et les porteurs de gamétocytes.

La contribution des différents ages groupe au reservoir hmain infectant pour le paludisme a
été estimée en incluant les recentes données demographiques de la zone étudiée. La validité
des estimations de la transmission palustre de 1“homme au moustique depend de la
representativité de notre échantillon de population. Nous avons comparé les proportions de
chaque groupe d“dge de notre échantillon de population et les données demographiques
nationales de notre zone d“¢étude. Il y“avait une différence significative entre 1“échantillon de
population et le recensement national. La sous-representativité des groupes d*age 5-14 ans et
et ceux au dessus de 44 ans étaient dues & 1“absence de certains ¢éleves du village durant
I“échantillonnage. L“absence des adultes au fait que la plupart travaille en dehors de la zone
d“¢tude. En standardisant nos observations sur 1“age par rapport 4 la population totale. On
observe que 51,5% de [“ensemble des moustiques infectés sont issus de repas sanguins
provenant des indivividus agés au moins de 5 ans, precis€ément ceux ayant 5-14 ans. Les
jeunes adultes agés de 15-24 ans contribuent 33,3% du total des moustiques infectés. Le reste
des moustiques infectés, 15,5% (10/66) a été contribué par les individus agés d“au moins 25

ans.
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Il y a 2 manieres d“estimer la proportion d“individus infectants dans une population. (1) Ce
peut étre la proportion d“individus infectants (B1) observée a partir d“un échantillon de
population, en effectuant des gorgements directs sur la peau. (2) Ce peut étre le produit de
I“indice gamétocytaire par la proportion de porteurs de gamétocytes infectants (B2). Cette
maniere est moins exacte car tous les porteurs ne sont pas infectants (13% de porteurs et 9%
de sujets infectants).

Nous avons déterminé B2 a partir des infections réalisées sur les sujets de 1“&ude. L indice
gamétocytaire est de 13% et la proportion de porteurs infectants est de 70,8%. Donc B2 est
égal a 9,2%. Ici les deux estimations des sujets infectants a un moment donné sont tres
voisines.

6.4. Probabilité de repas sanguin infectant

Groupe d’age (ans)  Proportion des Pourcentage de Probablité d“un repas

moustiques sujets infectants (%)  sanguin infectant = K
infectes, % (n/N)= =B (B*C)
(®)

5-9 1.6 (14/860) 11.6 (5/43) 0.0018

10-14 2.3 (20/880) 13.6 (6/44) 0.003

15-24 3.5 (22/620) 6.5 (2/31) 0.002

25-44 0.4 (3/740) 2.7 (1/36) 0.0001

>44 1.1 (7/640) 12.5 (4/32) 0.0013

TOTAL 1.8% (66/3740) 9.6% (18/187) 0.0017

Tableau 15 : Probabilité qu“un repas sanguin soit infectant

C : pourcentage de moustiques infectés sur sujets infectants
K : probabilité qu’'un repas sanguin soit infectant
B : proportion de sujets infectants

La proportion de moustiques infectés sur sujets infectants a été faible 1.8%), en rapport
semble t“ilavec la faible moyenne des densités gamétocytaires (7 gamétocytes/mma3).
La probabilité qu“un repas sanguin soit infectant (K) a ¢été estimée a partir des sujets
infectants (0,0017). Ceci signifie que 0,1% des repas sanguins dans la nature seraient
infectants pour le moustique dans notre zone d“¢tude.

Ce sont les enfants qui infectent le plus les moustiques. Les adultes de plus de 24 ans
ont une responsabilité marginale au réservoir infectant de 7,2% (voir tableau 16).

Pour tous les indicateurs, on ne trouve pas de diminution progressive avec 1“age,
comme ce a quoi nous pourrions nous attendre. On retrouve notamment une forte proportion

de sujets infectants chez les adultes agés.
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6.5. Relation entre densite ganetocytaire et pourcentage de moustiques
infecté

Figure XXXI : Relation entre densité gamétocytaire et pourcenage de moustique infecté

Cette figure montre une correlation positive entre la densite gametocytaire et le pourcentage
de moustiques infectes (r = 0.47, P < 0.0001). Cette relation apparait non lineaire et elle
montre des individus ayant de fortes densite gametocytaire et qui n“infectent aucun
moustique.

6.6. Différence d’infectivité entre les individus selon le statut
gametocytaire

Théoriquement, les porteurs de gamétocytes infectent les moustiques et tous les sujets
infectants sont porteurs de gamétocytes. En pratique il n“en n“est pas toujours ainsi. Certains
porteurs n“infectent pas, notamment ceux qui ont de trés faibles densités ou beaucoup de
TRA/TRI ou les porteurs traités avec un meédicament sporontocide ; et certains sujets
infectants n“ont apparemment pas de gamétocytes en goutte épaisse malgré un seuil de lecture
correct de 2 gamétocytes/mm’.

Nous avons donc examiné ces deux populations. Les résultats sont résumés dans le

tableau 16
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Groupe Proportion
?;isg)e Status Nombre d“individus Proportion de
. e . infectant au moustique infectes, %
gametocytaire | d“experience moins 1 (/N)
moustique (n/N)
5-9 Positive 12 25.0 (3/12) 5.0 (12/240)
Negative 31 6.5 (2/31) 0.3 (2/680)
10-14 Positive 5 80.0 (4/5) 15.0 (15/100)
Negative 39 5.1 (2/39) 0.6 (5/780)
15-24 Positive 3 66.7 (2/3) 36.7 (22/60)
Negative 28 0.0 (0/28) 0 (0/500)
25-44 Positive 2 50.0 (1/2) 7.5 (3/40)
Negative 35 0.0 (0/35) 0 (0/700)
> 45 Positive 3 33.3(1/3) 3.3 (2/60)
Negative 29 10.3 (3/29) 0.9 (5/580)
Total 187 9.6 (18/187) 1.8 (66/3740)
Tableau 16: Relation entre statut gamétocyaire et infectivité des individus en fonction de groupes

d'age

Le gorgement des moustiques en fonction du statut gametocytaire a montré que les individus
ayant des gametocytes visibles a la microcopie sont beaucoup plus infectants pour les
moustiques (P<0.001) et ces individus infectent plus de moustiques (P < 0.001). De tous les
individus ayant des gametocytes positives et detectés au microscope, 44.4 % (25) ont infecté
au moins 1 moustique et 10.8% (500) des moustiques sont infectés. Par ailleurs, tous les
individus ayant des gametocytes negatives par la methode microscopie, 4,3% (162) ont
infecté au moins un moustique et 0.4 % (3240) des moustiques ont ét¢ infectés.

Dans notre étude 18,2% (12/66) des moustiques infectés resultent de l'infection a partir
d'individus de trés faibles densités gametocytaires voire négatives au niveau microscopique.
Parmi les individus infectants dans notre échantillon, 7 n“avaient apparemment pas de
gamétocytes dans leurs gouttes épaisses. Le seuil de lecture étant de 2 gamétocytes/mm”, on
peut donc admettre qu“en fait ces porteurs avaient au moins 1 gamétocyte male et 1 femelle

par mm’, ce qui a suffit pour déclencher une infection.
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DISCUSSION

Dans 1*“¢ude de 1“éidémiologie du paludisme, la fiabilité des estimations dépend du choix de
la méthodologie et des indicateurs. Nous avons abordé succinctement cet aspect dans la
derniére partie des généralités. Nous avons montré qu“il existait de nombreuses fagons de
mesurer certains aspects de 1“¢pidémiologie du paludisme et que les indicateurs étaient
souvent trop nombreux, redondants et de fiabilit¢ inconnue. Le probléme est tellement
complexe qu“il est difficile, aprés 100 ans d“études épidémiologiques sur le paludisme de
dégager des concepts clairs. C*est la multiplication des méthodes et des indicateurs utilisés
qui rend impossible la comparaison des études entre elles. Il devient temps d“harmoniser et
c“est un des buts de ce travail que de dégager les avantages d“‘une comparaison structurée pour
mieux cerner les interactions entre les différentes composantes de 1“¢pidémiologie du
paludisme.

La morbidité, 1“effet gamétocytogeéne ainsi que la transmission homme — moustique (THM) et
la « Transmission Reducing Activity » (TRA) ont été analysées dans une zone sahélienne du
centre, au Sénégal. Le niveau de transmission moustique — homme (TMH) a lui, été extrapolé
a partir d“observations faites dans une zone voisine trés ressemblante. Cet ensemble de
données va €tre comparé a celui observé dans une zone de transmission permanente et intense,
au Sud Cameroun, ou la méme méthodologie a été utilisée par un des membres de notre
équipe, quelques années avant nous.

Le but de cette étude est de mieux comprendre les interactions entre les différentes
composantes de 1“¢pidémiologie du paludisme. Cette premiére comparaison va nous permettre
de vérifier ou non une hypothéese de travail que nous avons émise au début de notre manuscrit.
Cependant, 1l faudra ensuite la vérifier dans d“autres facies épidémiologiques et tenter de
modéliser les différentes interactions, a la fagon dont Mac Donald a modélisé la TMH il y a
plus de 50 ans. Ainsi nos connaissances sur 1“épidémiologie de la transmission du paludisme
et ses répercussions, ne seront plus cantonnées au seul aspect entomologique de la
transmission moustique — homme.

La transmission moustique-homme a ¢été principalement étudiée par Robert et al.,
(1998) dans plusieurs villages d“une zone voisine de celle de notre étude avec des facies
¢cologiques tres semblables a ceux observés dans notre zone. C*est pour cette raison que nous
n“avons pas jugé nécessaire de répéter cette étude. D“autant plus que les estimations chiffrées
varient du simple au double en fonction des années (Fontenille et al., 1997) et donc qu“une
quantification précise sur un an n“a pas beaucoup d“intérét pour une étude qui englobe

plusieurs années d‘observations. Au Cameroun, la TMH de la zone qui servira a la
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comparaison a été principalement étudiée par Meunier et al., 1999 dans un village de forét
dégradée et un autre de forét ombrophile, deux facies écologiques typiques de cette zone.
Nous pouvons retenir de ces deux études que la transmission moustique-homme est
trés saisonnicre en zone sahélienne (Juillet 8 Décembre) et permanente en zone de forét, avec
des fluctuations corrélées aux pluies. Elle est pourtant assez hétérogéne dans les deux zones
selon : (1) la présence de gites larvaires plus durables dans les bas fonds argileux en zone
sahélienne ou (2) la déforestation en zone équatoriale qui renforce les niveaux de transmission
a cause d“un ensoleillement important des gites larvaires. Les niveaux de TMH oscillent entre
9 a26 piqlres infectées par homme et par an au Sénégal et 17 a 170 piqares
infectées/homme/an au Cameroun. Les vecteurs principaux sont essentiellement A. arabiensis
en zone sahélienne et A. gambiae s.s et A. moucheti en zone de forét équatoriale. L“indice
sporozoitaire est proche de 1,6 a 1,8% en zone sahélienne, alors qu“il est voisin de 2 a 3% en
zone équatoriale. Le niveau de 1“indice sporozoitaire est important a connaitre car il va servir
de « gold standard » & un des indices de la transmission homme-moustique, la probabilité
qu“un repas sanguin soit infectant pour le moustique. Encore faut-il tenir compte de la
méthodologie qui a permis de mesurer cet indice sporozoitaire. Au Cameroun, il a été obtenu
par dissection des glandes salivaires. Au Sénégal il a été déterminé par ELISA CSP, qui a
tendance a surévaluer cet indice (Esposito et al., 1986 — Boudin et al., 1988 — Robert et al.,
1988).
Ces observations confirment bien qu“il y a une étroite relation entre TMH et facies
écologique, déterminant [“abondance des gites larvaires. Plusieurs équipes étudient
actuellement le risque d“impaludation en fonction de différents facies écologiques en Afrique,
pour tenter de modéliser les interactions et pour définir aprés une simple analyse
géographique par satellite le niveau d“endémie probable ou de mortalité palustre dans une
zone (Snow et al. 1999, Machault et al, 2012).
Nous avons profité de nos enquétes de dépistage des « gros » porteurs de gamétocytes pour
dresser un profil parasitologique des populations locales. Dans chacune des 2 zones, de
nombreux villages et écoles ont été choisis d“une année sur [“autre. Mais il faut tenir compte
de deux biais de méthodologie dans cette analyse : (1) les groupes d“adultes et d“adolescents
ont été moins explorés que le groupes des enfants ; (2) la lecture des gouttes épaisses sur le
terrain a été faite rapidement en semi-quantitatif, ce qui signifie que les faibles charges
parasitaires asexuées ou sexuées ont ¢été sous-estimées. La correction des observations par
standardisation sur 1“4ge a permis de contourner le probléme de la sous représentation des
adultes et des adolescents. Mais il reste impossible de compenser la sous-estimation probable

des faibles charges parasitaires.
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Les prevalences et densites parasitaires

Le niveau de transmission relativement stable au Cameroun (zone equatoriale), laisse
supposer de faibes repercussions sur 1“homme mais [“acquisition d“une immunite relativement
precoce. Cependant, la diminution des prevalences parasitaires a P.falciparum en fonction de
1“4ge des individus, ainsi que de fortes charges a P.falciparum indiquent 1“existence d“une
immunité non sterilisante qui s“acquiert avec 1“age.

Les prévalences parasitaires du Sénégal sont généralement inferieures a celles observées au
Cameroun. Ceci refléte vraisemblablement la différence de niveau de transmission
moustique-homme, en piqlres infectées/homme/an, plus faible au Sénégal qu“au Cameroun.
Les indices plasmodiques chez les 2-9 ans confirment bien que la situation épidémiologique
est hypoendémique au Sénégal et hyperendémique au Cameroun. Une relation linéaire a été
démontrée entre 1“indice plasmodique et le taux d“inoculation entomologique (h) en log
(Beier et al., 1999). Il faut théoriquement une grande variation du taux d“inoculation pour que
celle-ci se répercute sur 1“indice plasmodique. Cette « régle » a regu une confirmation avec
1“application de moustiquaires imprégnées d“insecticides, utilisées comme moyens de lutte en
campagne de masse (Graves et al. 1987). Elle semble aussi se confirmer dans 1“&ude du
Cameroun puisque Bonnet et al., (2002) ont montré que les indices plasmodiques étaient trés
peu différents alors que les niveaux de TMH variaient de 1 a 10. Voila encore une « régle »
qui semble valable sur les interactions THM et parasitémie.

Les densités moyennes sont paradoxalement équivalentes entre les 2 zones pour les formes
asexuées. Mais on peut douter de la sensibilit¢ de notre indicateur grossier. On note par
ailleurs des densités gamétocytaires et des prévalences de gros porteurs, nettement plus
importantes au Sénégal qu“au Cameroun. La fréquence des « gros » porteurs au Sénégal est 6
fois supérieure a celle du Cameroun. Pour expliquer cette différence, on ne peut, pour
I“instant qu“avancer 1“hypothése de souches parasitaires plus gamétocytogenes au Sénégal.

Cette observation a été confirmée au Burkina, un autre pays sahélien (Boudin et al., 1993).
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Morbidite palustre
Le dépistage des acceés palustres pendant un an de transmission a été fait avec la méme
méthodologie au Sénégal et au Cameroun. Cependant, nous n“avons sélectionné¢ qu“un tres
gros village de la zone sahélienne ; tandis qu“au Cameroun nous avons fait la moyenne des
observations entre un village de forét ombrophile et de forét dégradée. Pour définir un acces
palustre nos avons adopté la méthodologic de Armstrong-Schellenberg et al. en (1994) qui
mesure le risque de faire une fiévre pour un certain niveau de parasitémie. Au Cameroun,
nous avons défini le seuil pyrogénique a partir de 1500 parasites/'mm’ chez les enfants de
moins de 5 ans, puis nous avons estimé arbitrairement celui des adultes & 1000 parasites/mm”.
En effet, Rogier et al. (1996) ont montré que le seuil pyrogénique, déclenchant un accés
palustre, diminuait avec 1“4ge. Au Sénégal ce seuil pyrogénique a été¢ fixé empiriquement a
1500 parasites/mm’, aussi bien chez I“enfant que 1“adulte peu prémuni. Dans cette zone, nous
n“avons pas eu assez d“acces palustres pour permettre le calcul du risque de fiévre en fonction
du niveau parasitaire dans chaque tranche dage.
Quoi qu“il en soit, nous avons pu définir un accés palustre comme une forte parasitémie
(supérieure au seuil pyrogénique théorique) associ¢e a une fievre constatée. Cette définition
sous-estime certainement les niveaux de morbidité, car la fievre palustre est le plus souvent
transitoire et nocturne et peut donc passer inapercue.
Dans notre zone d“¢tude, la morbidité attribuée au paludisme est relativement faible (1 acces
palustr, tous les 5 ans). En general, en zone de faible transmission, on observe un leger pic de
morbidite chez les 6-10 ans et globalement le nombre d“acces palustre ne diminue que tres
progressivemet que chez les tranches d“age superieures (Trape and Rogier 1996). Dans ces
conditions, la transmission est sans doute trop faible pour que les individus puissent acquerrir
rapidement une protection immunitaire.
On note une diminution progressive des densités parasitaires moyennes (moyenne
geometrique apres lecture quantitative), au cours des acces palustres au Cameroun, ce qui
pourrait traduire [“acquisition progressive dune immunité protectrice. Au Sénégal cette
tendance n“est pas retrouvée.
L*“importance des charges parasitaires asexuées au Sénégal pourrait expliquer 1“importance
des densités sexuées qu‘on a rapportée précédemment a un pouvoir gamétocytogene renforce.
En effet, la gamétocytogénése est secondaire a une souffrance du parasite asexué. Lors des
acceés palustres a forte parasitémie asexuée, il y a des phénoménes inflammatoires qui
apparaissent, avec une abondante sécrétion de cytokines. Cette inondation cytokinique
pourrait faire souffrir le parasite et dévier son cycle vers la gamétocytogénese (Chen et al.,

2000) ; ce d“autant plus que le niveau de la densité asexuée est élevé.
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L*incidence est nettement supérieure dans cette zone par rapport au Cameroun. La diminution
progressive de l“incidence palustre en fonction de 1“4ge est bien observée au Cameroun
(Bonnet et al, 2002), tandisque que ce n“est qu“apres la classe d*age 0-10 ans qu‘elle devient
nette au Sénégal. Ceci peut traduire le retard d“acquisition de I“immunité protectrice au
Sénégal, ou sa perte partielle pendant la longue saison seéche, sans stimulus antigénique.

On a pu démontrer précédemment une relation de type exponentielle entre le niveau
d“incidence palustre et celui de la transmission moustique-homme (Charlwood et al., 1998 —
Smith et al., 1998). La relation exponenticlle existante entre le taux d“inoculation
entomolologique (EIR) et la prévalence parasitaire ou la morbidité explique pourquoi il faut
atteindre une forte décroissance de I“EIR pour espérer une faible variation de morbidité ou de
prévalence parasitaire. La modélisation de certaines interactions permet ainsi d“extrapoler
certaines conséquences en cas de modification de 1“un des deux parameétres de 1“interaction.
Quand les interactions sont multiples il faut s attendre a des perturbations plus ou moins
graves et surprenantes.

Nous avons observé que les enfants de 0-10 ans faisaient au Sénégal 0,2 accés palustres par
an (1 tous les 5 ans) ; alors qu“au Cameroun, ils faisaient plus d*un accés par an (Bonnet et
al.,, 2002). Ceci est contraire aux observations précédentes qui montraient un niveau de
morbidité supérieur au Cameroun, et pourrait refléter une mauvaise fiabilité de cet indicateur
classique de la morbidité. Il est classique de voir les acces palustres se concentrer chez
certaines personnes qui font 1 a 3 acces au Sénégal et 1 a 6 acces au Cameroun. On comprend
donc pourquoi I“indicateur du nombre daccés palustre rapporté a I“effectif du groupe
examiné n“aprobablement pas d“intéreét.

Chimioresistance

L*¢tude de 1"inefficacité thérapeutique en fonction des tranches d*4ge montre que la fréquence
des résistances diminue avec 1“4ge au Cameroun, tandis que ce phénomene n“est pas retrouvé
au Sénégal. Ceci peut s“expliquer par 1“installation progressive d“une immunoprotection qui
compense 1“inefficacité du traitement en tuant les parasites résistants (Bjorkman & Philipps-
Howard 1990).

On sait que plus le niveau de chimiorésistance augmente, plus le risque de poussée
gamétocytaire post-thérapeutique augmente (Robert & Trape, 1998 — Sokhna et al., 2001).
Cette observation pourrait expliquer le plus fort indice gamétocytaire enregistré au Cameroun,
par rapport au Sénégal. Parallelement, nous connaissons aussi 1“effet gamétocytogéne ou
gamétocytocide de certains antipaludiques. Il y aurait donc des facteurs qui pourraient
renforcer la densité¢ sexuée moyenne (pouvoir gamétocytogene des souches et intensité des

densités asexuées chez les acces palustres); et d“autres facteurs qui joueraient sur les
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prévalences gamétocytaires (chimiorésistance, stratégie médicamenteuse et niveaux
d“immunoprotection acquise). On comprend mieux pourquoi les indicateurs de la parsitémie
sexuée soient aussi variables d“une zone d“¢tude a 1 autre ; avec une forte prévalence au
Cameroun, mais une forte densité au Sénégal.

Transmission Reducing Activity

L“¢tude de la TRA a ¢été faite avec la méme méthodologie (DMFA classique) dans les deux
zones. Les porteurs de gamétocytes testés provenaient de toute la zone d¢tude, aussi bien au
Sénégal qu“au Cameroun. Nous rappelons que la TRA na été mesurée que dans un
échantillon de « gros » porteurs de gametocyte.

L analyse des differents indices d“evaluation de la transmission appliquee aux differentes
zones ¢étudiées montre que les individus sont plus infectants au Cameroun qu“au Senegal.
L“explication de cette difference d“infectivite des gametocytes entre les deux zones de
niveaux d“endemie differentes reste incertaine mais [“hypothese la plus probable est
I“existence d“une immunite naturelle susceptible de bloquer la transmission du plasmodium
de I“homme au moustique, stimulation antigenique plus importante au Senegal.

La TRA est plus importante au Sénégal qu“au Cameroun (Boudin et al, 2004) et ceci pour les
3 indicateurs utilisés. Cette observation pourrait s“expliquer par les différences de densité
gamétocytaire ou de prévalence des « gros » porteurs, plus importantes au Sénégal qu“an
Cameroun. Il y aurait donc une plus grande stimulation de la TBI naturelle. Cependant nous
sommes incapables de déterminer le role relatif de la TBI dans la TRA. Ce que nous
déterminons c‘est le role relatif de la TRA (facteurs inhibiteurs humains) par rapport a
I“inhibition globale de 1“infection chez le moustique (facteurs inhibiteurs moustique, homme
et parasite).

Pour mettre en evidence, [“hypothése d“immunite bloquant la transmission, des infections
experimentales (OWN / AB) ont été faites dans notre zone d*éude.

Les résultats ont montré que 44% des porteurs des gametocytes sont capables d“agir
negativement sur le développement du plasmodium chez le moustique.

Premawansa et al., 1994 ont aussi observé une différence de niveau de TRA entre des
sérums provenant du Sri Lanka et d“autres de Papouasie Nouvelle Guinée. Le test utilisé ici
¢tait le SMFA avec une seule souche parasitaire ne correspondant pas a 1 orgine
géographique des sérums. En outre les auteurs ne tenaient pas compte d*“un seuil d“inhibition,
mais considéraient comme sujet inhibiteur toute différence OWN < AB, quelque soit le
nombre de moustiques disséqués. Enfin les auteurs étudiaient des sérums de convalescents
d“acces palustre récent. Quoi qu“il en soit, ils ont aussi observé une différence de pourcentage

de sujets inhibiteurs entre les 2 zones. Cependant, ils n‘ont pas trouvé de différence
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significative entre les niveaux de TBI, mesurée indirectement en dosant des anticorps
antisexués. Donc la différence de TRA ¢était probablement due a des facteurs non
immunologiques inconnus.

Comme on peut le voir [“interprétation des résultats du DMFA est difficile a cause de
I“intrication de nombreux autres facteurs sériques inhibiteurs, non pris en compte dans
I“analyse, et qui peuvent agir sur [“infection du moustique. Parmi ces facteurs on peut citer
notamment 1“effet de certains médicaments sporontocides comme le Fansidar ® qui inhibe le
cycle sporogonique chez le moustique. Tout sujet ayant ingéré récemment du Fansidar va
présenter dans son sérum des substances inhibitrices de 1“infection du moustique. Donc OWN
sera inférieur a AB pour des raisons non immunologiques. Ceci n“est pas le cas dans nos deux
zones d“¢tude. Au Cameroun, seule la chloroquine a été utilisée pendant toute la durée de
I“enquéte. Au Sénégal, il y a d“abord eu la chloroquine (2001-2004) puis le Fansidar-
amodiaquine (2005) puis 1“amodiaquine-artémisine (2006). Donc la TRA dans les deux zones
a probablement été due principalement a la TBI.

Quelque soit la substance inhibitrice, on peut se demander si le DMFA ou le SMFA sont des
tests adaptés pour mesurer la TBI chez 1“homme dans les conditions naturelles. L“association
du DMFA et d“un dosage de certains anticorps antisexués peut permettre d“estimer le role
relatif de la TBI dans la TRA, mais le dosage d“une seule ou de deux catégories d“anticorps
sexués (Pfs 48/45 ou Pfs 230) ne refleéte probablement pas la totalité de la TBI qui dépend
aussi d“autres facteurs comme les cellules immuno-compétentes et le complément.

La Transmission Homme Moustique

L“¢tude de la transmission homme-moustique a ét¢ menée avec la méme méthodologie, dans
3 villages de chaque zone, représentatifs des facies écologiques rencontrés localement. Nous
avons adopté le choix de familles volontaires, car il était difficile d“expliquer aux populations,
pourquoi nous allions récompenser uniquement des personnes tirées au hasard dans les
familles (traitement antipalustre, vitamines, fer, moustiquaire). Ce faisant, nous avons
légérement biaisé nos résultats, mais ils restent comparables d“une zone a l“autre. L*autre
méthodologie, qui consiste a sélectionner des porteurs de gamétocytes, n“a pas été retenue.
D*abord il est tres difficile d“obtenir un échantillon représentatif des porteurs de gamétocytes.
Ensuite, un certain nombre de sujets infectants ne sont apparemment pas porteurs de
gamétocytes. Et d“autres sont non infectants tout en hébergeant des gamétocytes. Ces
proportions sont variables selon les zones. C*est ainsi que nous avons pu en observer environ
5% d“infectants « sans » gamétocytes et 56% de porteurs non infectants au Sénégal, tandis
que ces proportions étaient respectivement de 21% et 65% au Cameroun rural (Bonnet et al.,

2003). Donc dans les zones ou la proportion de sujets infectants sans gamétocytes est
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importante, on peut s“attendre a des résultats complétement faussés si on s adresse a un
¢chantillon de porteurs seulement. C*est le cas de toutes les zones a forte transmission et forte
immunité qui donnent beaucoup de porteurs de gamétocytes, mais avec de faibles densités

incapable d“infecter les moustiques, comme au Cameroun.

Les parametres de la transmission homme moustique

Il est tres imprtant aujourd“hui d“apparier les moyens de lutte actulles contre le paludisme
avec une bonne connaissance du pouvoir infectieux d“une population pour les vecteurs. Ceci
est une condition sine qua none pour une lutte visant a bloquer la transmission du plasmodium
de I“homme au moustique.

Quelques études de terrain ont pourtant abordé le probléme de la THM en proposant des
méthodologies et des indicateurs différents (Githeko et al, 1992 ; Bonnet et al 2003 ;
Muirhead-Thomson, 1957). En effet, le manque de standardisation de ces methodologies
rend les comparaisons de ces études trés délicates. Cependant, une tendence semble se
degager avec des niveaux de transmission homme moustiques comparables entre les zones de
savane a transmission tres saisonnieres ou des zones transmission permanentes. Il est donc
urgent de standardiser ces differents outils affin de définir des moyens de lutte plus efficace.
L“indice gamétocytaire standardisé n“est pas tres éloigné de celui observé sur 1“échantillon
des enquétes pour dépister les « gros » porteurs de gamétocytes ; ceci aussi bien au Sénégal
qu“aun Cameroun. Ceci illustre le bien fondé de nos choix de lieux d“enquéte. Par ailleurs,
I“indice gametocytaire n“est pas un bon marqueur de 1“infectivité d“une population pour les
moustiques. Cet indice ne permettrait donc pas d“evaluer 1“efficacite de moyens de lutte visant
a bloquer ou inhiber la transmission chez le vecteur. En effet, au cours de nos études, un
certains nombre de porteurs de gametocytes se sont revelés incapables d“infecter les
moustiques alors que des individus identifiés comme non porteurs de gamétocytes ont conduit
a une infection des vecteurs.

Les densités moyennes des porteurs sont plus faibles au Cameroun qu“au Sénégal pour les
raisons indiquées dans les paragraphes précédents.

Paradoxalement, nous observons les mémes proportions de sujets infectants a un moment
donné, dans les 2 zones. Cette observation peut paraitre paradoxale alors que le niveau de TBI
est nettement plus élevé au Sénégal. Mais, nous avons fait notre enquéte au Sénégal, au
moment de la décroissance de la transmission (Novembre-Décembre), alors qu“au Cameroun,
nous avons tenu compte des résultats observés en saison de faible (Mars) et de forte
transmission (Juin-Juillet). Il y a donc peut étre une 1égere sous-estimation de 1“indicateur Bs

au Cameroun. D“autre part, la prévalence gamétocytaire est plus faible au Sénégal qu“au
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Cameroun, mais les densités moyennes sont nettement supérieures. Ainsi 1“effet d“un stimulus
antigénique probablement renforcé avec une TBI inhibitrice plus forte, aboutiraient au
Sénégal, a une proportion de sujets infectants du méme niveau qu“an Cameroun. Quoi qu‘il en
soit, il y aurait un effet épidémiologique évident de la TRA sur la THM et c“est la premicre
fois qu“il est mis en évidence.

La proportion de moustiques infectés sur sujet infectant est nettement plus faible au Sénégal
qu“au Cameroun. Ceci peut s“expliquer par le plus important niveau de TRA observé au
Sénégal par rapport au Cameroun. Il en est de méme pour le K qui prend en compte la
proportion de moustiques infectés. Nous pouvons observer que la probabilité d“un repas
sanguin infectant pour le moustique (K) est trés voisine de 1“indice sporozoitaire au Sénégal
(1,3% pour 1,6% en ELISA CSP; voir Robert et al., 1998) et au Cameroun (2% pour 2,1% en
moyenne ; voir Meunier et al., 1999). Ceci montre bien la fiabilité de cet indicateur qui fait
pourtant double emploi avec 1“indice sporozoitaire.

Ce sont les enfants qui forment la grande majorité du réservoir de sujets infectants pour les
moustiques dans les 2 zones. C“est logique, puisque ce sont eux qui ont les plus grandes
prévalences et densités gamétocytaires. Mais il faut toutefois noter que les adultes contribuent
aussi pour environ a prés de 60% des infections des moustiques. Donc un vaccin anti-
transmission devra aussi s adresser aux adultes si on veut vraiment interrompre la
transmission.

Au total, les indicateurs utilisés ici, pour caractériser différents aspects de la transmission
palustre et ses conséquences sont fiables. Certains indicateurs sont toutefois redondants ou
superflus et il faudra choisir les plus représentatifs. La plus part sont toutefois nécessaires
pour disséquer la complexité de la réalité épidémiologique.

Les méthodologies que nous avons utilisées ici semblent pertinentes, bien que parfois assez
lourdes a mettre en place. Elles permettent de vérifier certains résultats. Il n*y a que pour
“exploration de la TRA qu“il faudra changer de méthode. Nous aurons intérét a nous focaliser
sur un échantillon de sérums tiré au hasard dans la population. Ces sérums devront étre testés
ensuite en DMFA hétérologue, une fois la technique standardisée. On aura ainsi un reflet plus
réaliste de la situation dans la population générale. Une premicre étude menée dans la zone
sahélienne et a Dielmo (Sud Sénégal), a montré que la proportion de sujets inhibiteurs était du
méme ordre de grandeur dans la population générale et dans un échantillon de « gros »
porteurs de gamétocytes. Ceci nous permettra de ne travailler que sur un nombre relativement
restreint de sérums pour avoir un pourcentage fiable d“inhibiteurs. Il faudra coupler a [*“éude
de la TRA une méthodologie qui permette d“avoir une estimation précise du niveau de TBIL

Pour I“instant cette méthodologie n“est pas encore définie.
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Il reste trés important de choisir différents villages d“¢tude, représentatifs des différents facies
écologiques que 1“on peut rencontrer dans la zone d“¢tude. Ceci améliore la qualité des
résultats. Parallement, il est tout aussi important d“inclure toutes les tranches d*age. S“il existe
un déséquilibre entre les proportions de chaque tranche d“4ge dans la population générale
(recensement) ou dans les échantillons, on peut corriger les pourcentages observés par
standardisation sur 1“4ge et les moyennes en comparant tranches d“age par tranche d“age. Il
faudra toujours garder a 1“esprit que la représentativité des échantillons est essentielle a la
fiabilité des résultats et donc a la possibilité d*“extrapoler les observations.

Nous pouvons constater qu“en zone équatoriale, la transmission moustique-homme est forte et
permanente, ce qui explique les niveaux de la morbidité et des parasitémies dans les
populations locales. Mais un haut degré d“immunoprotection se développe progressivement,
ce qui limite les charges parasitaires asexuées et sexuées, surtout chez les adolescents et
adultes. La TRA/TBI est relativement faible, ce qui explique que les moustiques s“infectent
bien sur les sujets infectants. Du coup, certains indicateurs de la transmission homme-
moustique sont relativement élévés. Au Sénégal, la transmission moustique-homme est faible
et trés saisonniére, ce qui explique les faibles niveaux de morbidité et de parasitémie.
L“immuno-protection se développe assez peu dans la population et est probablement en partie
perdue pendant la longue période de saison seche. Ceci explique les fortes densités asexuées
et sexuées rencontrées dans cette zone. La TRA/TBI est beaucoup plus élevée qu“au
Cameroun, les moustiques s“infectent assez mal sur sujet infectant. Certains indicateurs de la
transmission homme-moustique sont donc logiquement faibles. Notre hypothése de travail est
donc vérifiée. Mais il n“est pas certain que la situation soit toujours aussi simple a comprendre
dans certaines zones ou des facteurs inhibiteurs non immunologiques et inconnus vont

compliquer [“analyse des comparaisons entre zone.
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CONCLUSION

1)

2)

3)

4)

5)

En dehors de la morbidité, 1“&ude a été réalisée uniquement pendant la saison de
transmission. Il faudra en tenir compte pour les comparaisons futures avec les autres
études.

La parasitémie chez les 2-9 ans confirme qu“il s“agit d“une zone hypoendémique.
L*indice gamétocytaire est faible (5%), mais en lecture semi-quantitative rapide qui
ignore une grande partie des faibles gamétocytémies. En outre, 0,6% de ces porteurs
étaient de « gros » porteurs.

La morbidité était trés saisonnicre et faible, avec un acces palustre tous les 3 ans chez
I“enfant et tous les 10 ans chez 1“adulte. Cependant la densité moyenne des parasites
asexués au cours des acces palustres était relativement forte. En fait la morbidité était
concentrée chez quelques sujets seulement, qui faisaient en moyenne un acces palustre
par an, sans diminution de cette fréquence en fonction de 1*4ge.

La TRA ou inhibition sérique était importante puisque 40% des « gros » porteurs
inhibaient significativement 1“infection chez le moustique. On ne connait toutefois pas
la part relative de la TBI vraie dans cette TRA. Mais [“inhibition sérique (TRA)
représentait pres de 70% de 1“inhibition globale rassemblant les facteurs moustique,
parasite et humain.

9% des sujets tout venant pouvaient infecter les moustiques sauvages a un moment
donné. Seulement 20% des moustiques gorgés sur sujet infectant étaient positifs. Les
adultes agés de 15-24 ans étaient responsables de 33,3% (22/66) des infections des
moustiques dans les conditions naturelles. La probabilité qu“un repas sanguin soit
infectant était de 1“ordre de 1,8%, ce qui la rapprochait de 1“indice sporozoitaire

couramment observé en zone sahélienne du Sénégal (1,6 a 1,8%).
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PERSPECTIVES

Les perspectives ultérieures de recherche s“averent passionnantes. Il faudra régler la question
de la part relative de la TBI vraie dans la TRA pour mieux comprendre les différences entre
zones et pouvoir ¢€liminer le role inhibiteur de certaines substances sériques non
immunologiques. Le dosage concomitant de certains anticorps anti-transmission ne nous
parait pas refléter correctement 1“intgralit¢ de la TBI, encore faudra t“il le vérifier. Le
probléme n“est probablement pas simple a résoudre et pourra faire 1“objet d“un véritable
programme de recherche. En outre, nous pouvons répéter ce type d“étude dans différents
autres facies épidémiologiques. L“ensemble des résultats va permettre de modéliser les
interactions entre les différentes composantes de 1“épidémiologie du paludisme. Cet aspect de
la recherche en paludologie commence a étre abordé, notamment avec les études sur la
relation entre morbidité et TMH (Snow et al., 1997) ou parasitémiec et TMH (Beier et al.,
1994) ou le calcul d“un risque d“infection palustre en fonction de critéres environnementaux
(Smow et al., 1999) ou la détermination du seuil pyrogénique en fonction du facics
épidémiologique (Rogier et al., 2002). Pour notre part, nous aimerions continuer notre étude
sur la relation entre TRA et THM. Un vaste champ d“investigations originales s“ouwvre donc

aux chercheurs et étudiants intéressés par 1“épidémiologie ou les statistiques.
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