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RESUME

Les enfants de moins de cinq ans constituent une des populations les plus vulnérables au
paludisme. La chimioprévention du paludisme saisonnier (CPS) cible les enfants de moins de
cing ans des zones ot la morbidité palustre est supérieure a dix cas sur cent au cours de la saison
de transmission. Son efficacité a été prouvé dans les travaux de plusieurs auteurs en Afrique de
’Ouest. C’est dans le but d’étudier I’effet de la CPS au Burkina Faso que nous avons mené
notre €tude en nous focalisant sur son influence sur les paramétres parasitologiques et
hématologiques. Des enfants de 3 a 59 mois ont regu une dose unique de sulfadoxine-
pyriméthamine accompagnée d’un traitement de trois jours avec 1’amodiaquine une fois par
mois pendant les mois d’aofit a novembre a I’Ouest de Bobo-Dioulasso. Des prélévements de
sang veineux ont été effectués sur les enfants recrutés et inclus dans I’étude entre le 14°™ et le
21°™ jour aprés administration des médicaments. Des gouttes épaisses et frottis minces ont été
réalisés pour estimer la prévalence et la densité parasitaire. La mesure des paramétres
hématologiques a ét¢ faite a I’aide d’automate ABX PENTRA 60. Ces paramétres ont été
ensuite comparés avec ceux d’une population contrdle (sans CPS). Un total de 301 enfants de
moins de cing ans vivants dans les villages ruraux de Houndé ont été recrutés et inclus dans
[’étude. L’analyse des paramétres parasitologiques a révélé une faible prévalence du
Plasmodium tant au stade asexué (2,94%) qu’au stade sexué (3,43%) chez les enfants sous
chimioprévention alors que la prévalence du controle est élevée (48,59% et 79,14%). Les
analyses hématologiques ont montré une hausse du taux moyen d’hémoglobine (11,308g/d!) et
du nombre moyen de globules rouges (4,465 10%/mm?®) chez les enfants sous chimioprévention
par rapport & ceux du controle (10,023 g/d! ; 3,9375 10¢/mm?®). Cette étude a montré que la CPS
contribue & la réduction de la charge parasitaire et des anémies chez les enfants de moins de

cing ans pendant toute la période de haute transmission du paludisme au Burkina Faso.

Mots clés : Paludisme, anémie, chimioprévention, Houndé¢, Burkina Faso.



ABSTRACT

Children under five years are the most vulnerable populations to malaria. The seasonal malaria
chemoprevention (SMC) targets children under five years old in areas where malarja morbidity
is greater than ten cases percent during the transmission season. Its effectiveness has been
proved in the works of several authors in West Africa. In order to study the effect oflSMC in
Burkina Faso, our study focused on its influence on parasitological and hematological
parameters. Children aged 3 to 59 months received a single dose of sulfadoxine-pyrimethamine
accompanied by a three-day treatment with amodiaquine once a month during the months of
August to November in west of Bobo-Dioulasso. Venous blood samples were taken from
children recruited and included between the 14th and the 21st'day after drug administration.
Thick and thin blood smears were used to estimate prevaléncedand parasite density. The
hematological parameters were measured using ABX PENTRA.60. These parameters were then
compared with those of a control population (without SMC). A total of three hundred and one
children under five years living of in the rural yillages of Hounde were recruited and included
in the study. Analysis of parasitological parametgts revealed a low prevalence of Plasmodium
in both the asexual stage (2.94%) and the sexual stage (3.43%) in children under
chemoprevention, while the prevalence ofycontrol was high (48, 59% and 79.14%).
Hematological analyzes showed an inerease in mean hemoglobin (11.308 g / dl) and in the
average number of red blood cell§)(4.465°10° / mm®) in children under chemoprevention
compared to controls (10.023 g /dl;39375 10° / mm?®). This study showed that SMC is
contributing to the reduction of parasitic load and anemia in children under five years during

the period of high malariaransmission in Burkina Faso.

Key words: Malaria, anemiaghemoprevention, Hounde, Burkina Faso.



Introduction

Le paludisme est une parasitose causée par un parasite du genre Plasmodium. 11 est transmis
a 'homme par la piqire d’un moustique femelle infecté du genre Anopheles (Aubry et Galizére,
2015b). Selon les estimations de I’Organisation Mondiale de la Santé (OMS), 214 millions de
personnes sont touchées par le paludisme avec 438000 cas de décés (OMS, 2015b). Environ,
80% des cas cliniques surviennent en Afrique subsaharienne ou les enfants de moins de cing
ans et les femmes enceintes sont les plus touchés (OMS, 2015b). Sur le plan mondial, une baisse
considérable du poids du paludisme a été enregistrée ces 15 derniéres années (OMS, 2015a).
Au Burkina Faso, le paludisme représente 'une des préoccupations importantes de santé
publique car il est le premier motif de consultation (46,5%), d’hospitalisation (61,5%) et de

mortalité (30,5%) dans les formations sanitaires (Ministére de la santé, 2014).

Il existe plusieurs espéces de parasites du Plasmodium, seulement cing (05) sont retrouvées en
pathologies humaines. I s’agit du Plasmodium falciparum, P. malariae, P. ovale, P. vivax et
P. knowlesi. Ces parasites ont été depuis longtemps décrits, seul le P. knowlesi est la plus
récente (Figtree et al., 2010). P. falciparum est I’espéce majoritaire retrouvée dans plus de 90%
des cas de paludisme au Burkina Faso (Ministére de la santé, 2014).

En Afrique subsaharienne, les vecteurs connus comme vecteurs majeurs dans la transmission
du Plasmodium sont : Anopheles gambiae, An. coluzzii, An. arabiensis, An. nili et An. funestus
(Pages, Orlandi-Pradines, et Corbel, 2007, Robert et al., 1985). Au Burkina Faso, 4n. gambiae,
An. arabiensis et An. funestus sont les plus majoritaires (OMS, 2015a).

La lutte contre cette maladie repose essentiellement sur la lutte antiparasitaire et la lutte
antivectorielle. La lutte antiparasitaire est basée sur I’utilisation de la chimiothérapie. Quant &
la lutte antivectorielle, elle repose essentiellement sur l'utilisation des moustiquaires
imprégnées 4 longue durée d’action (MILDA) et les pulvérisations intra-domiciliaires
d’insecticides a effet rémanent (PID). En Afrique subsaharienne, de nombreux cas de paludisme
ont €té évités entre 2001 et 2015 avec 69% grace & Iutilisation des MILDA, 10% di au PID et
21% grice aux CTA (OMS, 2015a). Ces deux (02) stratégies de lutte ont réduit de 32%
Iincidence du paludisme en Afrique subsaharienne depuis 2000 (OMS, 2015b). Malgré ces
moyens de lutte, on observe une plus grande mortalité chez les enfants de moins de 5 ans (OMS,
2015a). Face 4 cette préoccupation sanitaire, I'OMS a approuvé en 2012 la mise en place de la
chimioprévention du paludisme saisonnier (CPS) chez les enfants de moins de 5 ans vivant dans

les zones de paludisme & transmission saisonniére (McGibney, 2016). Elle est déployée dans



les zones ou I’incidence du paludisme est supérieure a 60% pendant quatre mois par an et ou
Pefficacité de la sulfadoxine/pyriméthamine (SP) et de 1’amodiaquine (AQ) demeure (Zongo
et al, 2015). La CPS, autrefois appelée « traitement préventif intermittent du paludisme chez
les enfants », est définie comme « I’administration intermittente d’un traitement complet par un
médicament antipaludique pendant la saison de haute transmission du paludisme pour éviter la
maladie (OMS, 2011). Son objectif est de maintenir des concentrations thérapeutiques de
médicament antipaludique dans le sang pendant la période ol le risque de contracter le
paludisme est plus élevé. La stratégie de la CPS consiste 4 administrer un maximum de quatre
cycles de traitement de sulfadoxine/pyriméthamine et de I’amodiaquine (SP + AQ) a intervalles
d’un mois & des enfants 4gés de 3 a 59 mois dans les régions de forte transmission saisonniére
du paludisme (OMS, 2011). Le choix de cette molécule est basé non seulement sur son
efficacité clinique et sa bonne tolérance (faible risque de toxicité) mais également sur son
accessibilité a la grande majorité des africains (Michel, 2013). L’efficacité de cette stratégie a
été prouvée dans les travaux de plusieurs auteurs en Afrique (Cisse et al., 2006; Dicko et al.,
2008; Kweku et al., 2008; Zongo et al., 2015). La combinaison utilisée a une action tant sur les
composantes sanguines que sur le Plasmodium qui est a I’origine des troubles hématologiques
(Kayentao et al., 2009; Kweku et al., 2008; Maiga et al., 2015).

En raison de la haute saisonnalité de la transmission dans la quasi-totalité du pays, le Burkina
Faso a bénéficié de la mise en ceuvre de cette nouvelle approche (Zongo et al., 2015). Depuis
2014, un essai clinique dénommé Seasonal Malaria Chemoprevention (SMC) mesurant
Pefficacité de la CPS sur la mortalité et la morbidité des enfants recevant le traitement a
commencé au Burkina Faso, dans la localité de Houndé a I’ouest de Bobo-Dioulasso. Il nous
ait paru nécessaire de nous interroger sur I'effet de la CPS sur les paramétres parasitologiques
et hématologiques dans cette partie du Burkina Faso. Ce travail repose sur le projet SMC et a
pour objectif général d’étudier 'influence de la CPS sur les paramétres parasitologiques et
hématologiques. Plus spécifiquement, il s’agit de déterminer I’effet de la CPS sur les especes
de Plasmodium ainsi que sur les stades du parasite et enfin, de déterminer I’effet de la CPS sur

les paramétres hématologiques d’une population avec et sans CPS.



Chapitre 1 : Généralité
1.1. Présentation de PIRSS

En 1997, I'Institut de Recherche en Sciences de la Santé (IRSS), I’'un des quatre instituts du
Centre National de la Recherche Scientifique et Technologique (CNRST) a été créé suite a
Padoption du plan stratégique national de recherche scientifique et technologique en 1995 par
le gouvernement burkinabé. Deux ans plus tard (1999), la Direction Régionale de I’Ouest de

I’'IRSS (IRSS-DRO) sise a la Rue 399, Avenue de la Liberté a ét¢ créée a Bobo-Dioulasso.

La création de I’IRSS traduit la volonté de faire de la recherche un outil de prise de décisions
éclairées pour |’élaboration et la mise en ceuvre de la politique sanitaire, dans la lutte contre les
maladies, les endémies et les €pidémies. L institut est structuré en deux départements (Le
département Biomédical et Santé Publique (BIOMEDICAL/SP) et le département Médecine,
Pharmacopée Traditionnelle et Pharmacie (MEPHATRA/PH)). LIRSS s’est vu assigné comme
mission, d’apporter, par la recherche des solutions aux problémes prioritaires de santé du
Burkina Faso. La Direction Régionale de ’Ouest de I'IRSS posséde huit (08) laboratoires (y
compris le laboratoire d’Infections Expérimentales), un insectarium, une station expérimentale
a Bama et une parcelle expérimentale pour la culture de plantes médicinales située a Farako Ba

(figure 1).

Le laboratoire d’Infections Expérimentales est doté d’une salle ELISA (Enzyme Linked
ImmunoSorbent Assay), d’une salle de microscopie, d’une salle de prélévement, d’une salle
d’infections expérimentales et d’un insectarium post-infection. Les premicres infections

expérimentales y ont été réalisées en 2007.



Figure 1: Organigramme des laboratoires de I’IRSS-DRO

1.2. Généralité sur le paludisme
1.2.1. Epidémiologie

1.2.1.1 Répartition géographique

Le paludisme est de loin la maladie parasitaire préoccupante pour la santé publique. Son
aire de distribution géographique intéresse les 2/3 de la population mondiale repartie
essentiellement dans toutes les régions chaudes mais aussi dans quelques pays résiduels en zone

tempérée.

Le paludisme est la principale cause de morbidité et de mortalité au Burkina Faso. 1l y a
trois (03) niveaux de transmissions saisonniéres qui augmentent du nord vers le sud du pays.
La région sahélienne au nord est prédisposée aux épidémies a transmission saisonniére courte
de deux ou trois mois. La région centrale soudano-sahélienne a de longues transmissions
saisonniéres de quatre d six mois et la région du sud-ouest soudano-sahélienne connait une
transmission permanente avec une augmentation de la transmission pendant la saison des pluies
(PNLP, 2007). Le centre urbain du pays a une prévalence faible. Le nord, le sud et une partie

de Iouest ont une prévalence élevée du paludisme (figure 2) (Samadoulougou et al,, 2014).
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Figure 2: La prévalence du paludisme chez les enfants de moins de cing ans au Burkina Faso
en aout 2010 (Samadoulougou et a/., 2014).

1.2.1.2. Agent pathogéne (parasite)

1.2.1.2.1. Taxonomie du parasite

Le Plasmodium responsable du paludisme est un protozoaire parasite intracellulaire, colonisant
les hématies et produisant du pigment. I1 présente au cours du cycle évolutif, une alternance de
reproduction asexuée (schizogonie) évoluant chez I'hdte vertébré et de reproduction sexuée
(sporogonie) ayant lieu chez I'hote invertébré (Molez, 1993). Cet hématozoaire fait partie du
phylum des Apicomplexa, & la classe des Sporozoea, a I’ordre des Haemosporida et a la famille
des Plasmodiidae (Molez, 1993). On en distingue cinq (05) especes en pathologie humaine. Il
s’agit du Plasmodium falciparum, P. ovale, P. malariae P. vivax, et P. knowlesi (Aubry et
Gatizere, 2015b). Le Plasmodium falciparum est ’espéce la plus virulente (Aubry et Gaiizere,

2015b).

1.2.1.2.2. Biologie du parasite
Deux (02) hotes sont nécessaires pour I’accomplissement du cycle plasmodial (figure 3). On
distingue deux (02) phases dans le cycle de vie des Plasmodium :

» Une phase chez I’h6te intermédiaire, I’homme (phase asexuée) ;

» Une phase chez ['hote définitit, le moustique anophéle (phase sexuée).



% Cycle de développement parasitaire chez ’lhomme

La multiplication chez I'homme comporte successivement une phase hépatique
(développement exo-ou pré-érythrocytaire) puis une phase sanguine (cycle érythrocytaire).
» La phase hépatique
Au cours de son repas sanguin, I’anophéle femelle infesté injecte avec sa salive des centaines
de parasites sous forme de sporozoites fusiformes. Les sporozoites inoculés par I"anophéle
femelle lors de son repas sanguin restent pendant une trentaine de minutes maximum dans la
peau, la lymphe et le sang. Beaucoup sont détruits par les macrophages mais certains
parviennent a gagner les hépatocytes. Ils se transforment en schizontes pré-érythrocytaires ou
« corps bleus » (formes multi nucléées) qui, aprés quelques jours de maturation, éclatent et
libérent des milliers de mérozoites dans le sang (10 000 a 30 000 mérozoites en fonction des
espéces). La schizogonie hépatique est unique dans le cycle, la cellule hépatique ne pouvant
étre infectée que par des sporozoites.
» La phase sanguine

Les mérozoites libérés lors de I’éclatement des schizontes hépatiques, arrivent dans le sang. Ils
envahissent les érythrocytes et marque ainsi le début de la réplication érythrocytaire. Les
mérozoites pénetrent dans les érythrocytes. Aprés quelques heures de maturation, ils se
transforment en trophozoites puis en schizontes érythrocytaires (48 ou 72 heures en fonction de
I’espéce). Les schizontes érythrocytaires détruisent les globules rouges (érythrocytes) de I’hote
et libérent 8 & 32 mérozoites. Ces mérozoites pénetrent dans de nouveaux globules rouges et
débutent un nouveau cycle de réplication. Cette partie du cycle correspond a la phase clinique:
la parasitémie s’éleve, le sujet devient fébrile, c’est I’acces palustre. En I’absence de traitement,
tous les parasites évoluent progressivement au méme rythme (on dit qu’ils deviennent
synchrones). Tous les schizontes érythrocytaires arrivent & maturation au méme moment,
entrainant la destruction d’un grand nombre de globules rouges de maniére périodique, toutes
les 24 heures (pour P. knowlesi), 48 heures (fievre tierce de P. falciparum, P.vivax ou P. ovale)
ou toutes les 72 heures (fi¢vre quarte de P. malariae). En pratique on observe que la fievre
tierce a P. falciparum est rarement synchrone. Aprés un certain nombre de cycles
érythrocytaires, certains mérozoites subissent une maturation d’une dizaine de jours,

accompagnée d’une différenciation sexuée : ils se transforment en gamétocytes males et
pag

femelles.
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< Cycle de développement parasitaire chez I’anophéle femelle|[(sporogonie) |

En prenant son repas sanguin sur un sujet infecté, ’anophele ingere les différents stades du
parasite. Les éléments asexués (trophozoites et schizontes) sont digérés. Seuls les gamétocytes
poursuivent leur développement. La reproduction sexuée ne se déroule qu’une fois les
gamétocytes a Uintérieur de 1’anophele. Les gamétocytes males, apres trois (03) divisions
successives donnent huit (08) noyaux fils, puis par le phénomene d’exflagellation, libérent huit
(08) microgamétes haploides. Ceux-ci fécondent les gamétocytes femelles qui par expulsion
des corpuscules chromatiniens se transforment en macrogameétes et forment un zygote mobile
appelé ookinéte. L’ookinéte pénetre a I'intérieur des cellules du tube digestif et s’enkyste entre
la lame basale et la membrane plasmique. 1l se forme un oocyste dont I’hémolymphe est son
nutriment principal. Selon la température extérieure et les nutriments prélevés dans
I’lhémolymphe du moustique, I’oocyste se développe neuf a quinze jours et se divise plusieurs
fois pour donner des sporozoites (plus de 10 000 sporozoites) (Robert & Boudin, 2002). Ils sont
libérés par rupture de 1’oocyste dans la cavité générale de I’anopheéle et seront ensuite injectés
a I’homme lors d’une piqare ultérieure. Tl faudra alors moins de 45 minutes aux sporozoites

pour gagner le foie et disparaitre de la circulation sanguine (Rabé, 2003).
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Figure 3: Cycle biologique du Plasmodium (White et al., 2014).
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1.2.1.3. Le vecteur

1.2.1.3.1. Taxonomie systématique du vecteur

Le Plasmodium est transmis par les moustiques femelles du genre Anopheles. Ces derniers font
partie de I’embranchement des arthropodes, de la classe des insectes, de I’ordre des diptéres, du
sous-ordre des nématocéres, de la famille des Culicidae et de la sous-famille des Anophelinae.
La répartition des espéces se fait selon la région et I’environnement. Il y a approximativement
500 espéces d’anophéles dont vingt (20) assurent ’essentiel de la transmission du paludisme
dans le monde. L’espéce An. gambiae est I’espéce majoritaire en Afrique (Pages et al., 2007).
Toutes les espéces importantes vectrices du paludisme piquent entre le crépuscule et I’aube.
Les anopheles prennent des repas sanguins pour la maturation de leurs ceufs. C’est ce repas
sanguin qui lie 'homme au moustique dans le cycle de vie du parasite. Les anophéles survivent

assez longtemps pour permettre aux parasites de compléter leur cycle chez le moustique.

1.2.1.3.2. Cycle de développement des anophéeles

Les Anopheles pondent leurs ceufs dans ’eau. Ces ceufs éclosent deux (02) a trois (03) jours en
larves apres la ponte. Les larves évoluent en nymphes. Les nymphes deviennent des moustiques
adultes. Aprés I’émergence, les femelles sont fécondées puis partent a la recherche d’un repas
de sang. Les méles restent a proximité des gites larvaires attendant I’émergence de nouvelles
générations de femelles pour les féconder (Pages et al., 2007). Ils se nourrissent de nectar et
autres jus sucrés. Les femelles s’alimentent de jus sucrés (qui procurent I’énergie nécessaire
pour le vol) et de sang humain et/ou animal pour la maturation des ceufs. Elles sont
hématophages. C’est au cours d’un repas de sang qu’elles ingérent et/ou transmettent le
parasite. Le cycle de maturation des ovocytes débute avec le repas de sang et se termine par la
ponte. C’est le cycle gonotrophique (figure 4). Le processus dépend de la température et prend
habituellement deux (02) ou trois (03) jours dans les conditions tropicales. Une fois que les
ceufs sont entiérement produits, la femelle les pond dans les gites larvaires et reprend la
recherche d’autre hdte pour un autre repas sanguin. Le cycle se répéte jusqu'a ce que la femelle
meure. La durée de vie des femelles est d’environ un mois (Pages et al., 2007). Leurs chances
de survie dépendent de la température et de 'humidité, mais également de leur capacité de se
procurer un repas sanguin tout en évitant les défenses de [’hote. Certaines espéces préférent
Peau douce et les empreintes laissées par les sabots d’animaux, que I’on trouve en abondance

pendant la saison des pluies dans les pays tropicaux.
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Figure 4: Cycle biologique de I’anophele.

(Sources : www.ird.fi/content/download/9312/96905/version/5/file.)

1 : (Euf. 2 : Larve. 3 : Nymphe. 4 : Devenu adulte, [’anophéle s’envole. 5 : Accouplement. 6 :
La femelle anophele cherche un repas de sang pour assurer le développement de ses ceufs. 7

Elle pique un individu qui peut étre infecté par le paludisme. 8 : Elle a ingéré le sang contenant
le parasite du paludisme. 9 : Elle pond ses ceufs dans I’eau. 10 : La femelle anophele, parasitée,
va prendre un autre repas de sang et, lors de la piqlre, peut transmettre des parasites a une

personne.

1.2.1.4. Biologie de la transmission

La transmission du Plasmodium est un processus complexe qui nécessite la présence de trois
(03) organismes a savoir, I’hote vertébré, le parasite et le moustique vecteur. Ce processus se
déroule en quatre (04) phases : 1) le développement parasitaire chez I’homme, ii) la transmission
homme-moustique, iii) le développement sporogonique chez le moustique, iv) la transmission

moustique-homme.

1.2.1.4.1. Développement parasitaire et mode d’action des antipaludiques chez I’homme
Le développement parasitaire est un processus qui commence depuis la migration des

sporozoites vers le foie jusqu'aux gamétocytes, en passant par le cycle érythrocytaire asexué.



Les antipaludiques agissent & chaque étape de développement. Ainsi, les schizonticides
hépatiques et les hypnozoiticides (primaquine, tafénoquine, atovaquone) inhibent le
développement et la libération des mérozoites dans la circulation sanguine. Une fois les
mérozoites arrivées dans le sang, les schizonticides érythrocytaires (sauf la tafénoquine)
agissent en réduisant la parasitémie et en limitant le phénoméne de production des gamétocytes
(gamétocytogénése). Certains trophozoites immatures peuvent amorcer directement la
gamétocytogénese. Ce processus peut étre dii a un traitement a doses sub-curatives, a Ieffet
d’un traitement antipaludique 4 action lente (sulfadoxine-pyriméthamine), ou aussi a un retard
au traitement de l'acces palustre. La primaquine est le seul antipaludique ayant un effet sur les
gamétocytes matures, limitant ainsi la transmission « homme-moustique ». Quant aux

gamétocytes jeunes, ils sont sensibles aux combinaisons a base d’artémisinine (CAT).

1.2.1.4.2. Transmission
Seuls les porteurs des gamétocytes matures peuvent infecter les anophéles. Cependant, tout
porteur de gamétocytes n’est pas nécessairement infectant. Cela dépend des facteurs liés au
parasite, & [’homme et au moustique. IIs peuvent étre diis 4 :
» L'absence d'infectivité des gamétocytes encore trop jeunes ;
> L'impact d'un traitement préalable du porteur de gamétocytes par un antipaludique. La
sulfadoxine-pyriméthamine augmente la gamétocytémie chez les patients traités mais,
elle est diminuée chez I’anophéle (Beavogui et al., 2010);
> La nature des hémoglobines du porteur de gamétes influence le développement des
gamétocytes chez le vecteur. Les travaux de Gouagna et al. (2010) ont montré que le
pourcentage de moustiques infestés par les gamétocytes était deux fois supérieur avec
le sang & hémoglobine AS par rapport au sang & hémoglobine AA (Gouagna et al,,
2010).
» Des anticorps expérimentaux anti-tube digestif du moustique peuvent empécher, ou
inhiber infectivité du moustique, en bloquant les récepteurs tissulaires de 1’ookinéte

(Robert et Boudin, 2002).

1.2.1.4.3. Développement sporogonique
La phase sporogonique débute avec l'ingestion des gamétocytes au cours d'un repas de sang et
se termine par 1'éjection de sporozoites a I'extrémité du canal salivaire, lors d'une autre piqfre.

Le cycle sporogonique ou extrinséque varie de dix (10) & dix-huit (18) jours.



1.2.1.4.4. Infection de ’homme

L’infection est I"inoculation des sporozoites & I’homme aprés pigtire par ’anophéle infecté. Elle

est asymptomatique et correspond au stade pré-érythrocytaire.

1.2.2. Diagnostic biologique du paludisme

1.2.2.1. Diagnostic direct

Le diagnostic direct du paludisme repose essentiellement sur la réaction de polymérisation en
chaine (PCR) et 'examen microscopique d'une goutte épaisse et frottis mince colorée au giemsa
a 10% pour la plupart. Il permet de rechercher le parasite en cause ou un de ses composants

(antigéne, génome) (Aubry et Gaiizere, 2015a).

1.2.2.1.1. Réaction de Polymérisation en Chaine (PCR)

L’amplification génique par PCR est actuellement la technique la plus sensible. Néanmoins,
c’est une technique longue et onéreuse. Son indication se justifie principalement en cas de
difficulté du diagnostic microscopique. Elle est utilisée en cas de faibles parasitémies ou pour
I’identification de I’espéce plasmodiale en cause. Elle est également d’un apport appréciable

dans I’étude des génes de résistance aux antipaludiques (Siala et al., 2010).

1.2.2.1.2. Examen microscopique

Cet examen est une technique basée sur la réalisation de goutte €paisse et frottis mince sur une
lame porte-objet. La lame est colorée selon la méthode de May-Grunwald-Giemsa ou par du
giemsa apres fixation a I’alcool (méthanol) du frottis sanguin mince. Les parasites sont reconnus
lors de la lecture & ’objectif 100X a ’huile & immersion, 2 travers les couleurs rouges de leur
noyau et bleues de leur cytoplasme. C’est la technique standard. L’examen microscopique
permet d’identifier I’espéce plasmodiale en cause et d’évaluer la parasitémie. Il permet
également de poser le diagnostic et la conduite thérapeutique. Cependant, la fiabilité de cet

examen exige une expérience du biologiste. 11 est opérateur dépendant.

1.2.2.2. Diagnostic indirect

Le diagnostic indirect met en évidence la réponse de I'hdte a l'infection par la détection
d'anticorps spécifiques ou diagnostic sérologique (Aubry et Gaiizére, 2015a). Le diagnostic
indirect comprend essentiellement la détection d’antigeénes palustres par test de diagnostic
rapide (TDR) et le test de d’immunofluorescence indirect. Le TDR repose sur I"utilisation des
bandelettes sensibilisées par des anticorps monoclonaux détectant des antigénes plasmodiaux

(Siala et al., 2010). Quant au test d’ immunofluorescence indirecte, il permet de déterminer les

Ao e



niveaux d'anticorps apres l'infection palustre (Duo-Quan et al., 2009). Ce test repose sur

I"utilisation de fluorochrome (acridine orange) capable de se fixer sur le noyau du parasite (Siala
etal., 2010).

1.2.3. Lutte contre la maladie

1.2.3.1. Lutte antivectorielle
La lutte antivectorielle est le principal moyen pour prévenir et réduire la transmission du
paludisme. Si la couverture par les interventions de lutte antivectorielle est suffisamment élevée

dans une région donnée, I’ensemble de la communauté sera protégé. Cette lutte repose sur :
e L’utilisation des moustiquaires imprégnées a longue durée d’action (MILDA) ;

» La pulvérisation intra domiciliaire (PID) ;

e L’assainissement du milieu de vie de I’homme.

Malgré efficacité de cette lutte, une résistance des moustiques aux pyréthrinoides, principaux
insecticides utilisés, a fait son apparition dans de nombreux pays. Heureusement, cette
résistance n’a que rarement été associée a une baisse de I’efficacité des moustiquaires (OMS,
2015b), Pour la PID, il est recommandé d’utiliser différentes classes d’insecticides en

alternance afin d’éviter la résistance (OMS, 2015b).

1.2.3.2. Lutte antiparasitaire

La lutte antiparasitaire est une stratégie chimiothérapeutique qui permet de prévenir ou de guérir
les personnes exposées a ’infection au Plasmodium. Cette lutte repose sur |'utilisation des
antipaludiques spécifiques aux différents stades évolutifs du parasite (figure 5). Un
antipaludique est un médicament de syntheése administré par voie orale ou parentérale ou encore
rectale, & dose unique ou a dose répétée, permet de détruire le parasite ou de bloquer sa
croissance dans le but de prévenir ou de guérir la maladie. Il existe différentes classes
d’antipaludiques. Ce sont les endoperoxides, les 4-aminoquinoleines, les 8-aminoquinoleines,

les antifolates, les sulfamides, les antibiotiques, les amino-alcools, etc.

Selon la cible des antipaludiques dans les étapes du cycle, on distingue : les schizonticides, les

gamétocyticides et les sporonticides.

1.2.3.2.1. Les schizonticides

IIs sont classés en fonction de leurs rapidités a atteindre leurs cibles. Ce sont :



¢ Les 4-aminoquinoléines : Ce sont la chloroquine, I’amodiaquine, la debaquine et la
sentonine. Ils ont une action rapide sur les schizontes. Ainsi I’amodiaquine, commercialisée
sous le nom de Flavoquine® ou le Camoquin® sont rapidement absorbées dans le tractus-
gastro-intestinal. L’amodiaquine interfére avec le parasite en perturbant la détoxification de
I’heme et est efficace contre les parasites chloroquines-résistants tel que le P. falciparum.
Ses effets secondaires sont des troubles hépatiques et d’agranulocytose. Sa demi-vie
plasmatique est de 9 & 18 jours.
¢ Lesamino-alcools : Ce sont la Quinine, Mefloquine (Lariam®), Halofantrine Luméfantrine
(Halfan®),
* Les antimétabolites : Ce sont les antifoliques et les antifoliniques.
La sulfadoxine et la pyriméthamine font partie respectivement des antifoliques et antifoliniques.
Elles sont absorbées dans le tractus gastrointestinal et ont une action schizonticide lente. La
sulfadoxine et la pyriméthamine sont commercialisées sous le nom de Fanasile et
Daparim®/Malocid®. La sulfadoxine, faisant partie des antifoliques inhibe la dihydroptéroate
synthase (DHPS). Cette enzyme est responsable de I’incorporation de I’acide p-
aminobenzoique dans la synthése de P’acide folique. La demi-vie d’élimination de la
sulfadoxine est de 4-9 jours. Elle traverse le placenta et est faiblement éliminée dans les urines.
Quant a la pyriméthamine, faisant partie des antifoliniques, inhibe la dihydrofolate réductase
(DHFR). Cette derniere est responsable de la transformation de ’acide folique en acide
folinique chez le parasite. Sa demi-vie plasmatique est de quatre (04) jours. Elle est efficace

contre chacune des espéces plasmodiales humaines.

¢ Les associations schizonticides :

Il existe plusieurs combinaisons antipaludiques telles que :

Sulfadoxine + Pyriméthamine commercialisées sous le nom de Fansidar®. 1l a des propriétés
schizonticides a dose unique en inhibant le métabolisme de 1’acide folique dont I’hématozoaire
a besoin pour sa croissance. Sa demi-vie plasmatique est d’environ 4 jours pour la
pyrimethamine et 8 jours pour la sulfadoxine. Son usage est contre-indiqué durant le premier
trimestre et le neuviéme mois de la grossesse.

1l existe d’autres associations schizonticides tel que le Fansimef® (Méfloquine + Sulfadoxine-
pyriméthamine), le Savarine® (Chloroquine + Proguanil), le Coartem® (Artémether +
luméfantrine), I’Artéquin® (Artésunate + Méfloquine), le Co-arsucam™ (Artésunate +

Amodiaquine), I’ Asunate® Denk (Artésunate + Sulfaméthoxypyrazine-pyriméthamine)



e Artémisinine et dérivés : Artémisine, Artésunate, Artémether.
Ces produits appartiennent & une nouvelle classe d’antipaludique dont la structure différe des

autres antipaludiques connus ce jour. lls possédent peu d’effets secondaires et ont une action

schizonticide rapide.

1.2.3.2.2. Les gamétocyticides

Les 8-aminoquinoleines (exemple, la Primaquine, Tafenoquine) sont les seuls capables de
rompre le cycle de la transmission du paludisme en inhibant la transformation des gamétocytes
du sang humain en gamétes chez ’anopheéle. Ils ont une activité significative sur les formes
exo-érythrocytaires de Plasmodiums vivax et ovale. Leur toxicité (hémolyse chez les déficients
en G6PD) limite leur prescription. L’artémisinine et ses dérivés agissent sur les jeunes

gamétocytes en réduisant les gamétocytes matures.

1.2.3.2.3. Les sporonticides
Ils inhibent le développement des sporozoites chez le moustique vecteur. Les sporonticides les

plus utilisés sont : la Pyriméthamine, le Proguanil et le Trimétoprime.



ANTIMALARIAL DRUGS PARASITE DEVELOPMENT
AND THEIR EFFECTS" Some will re-enter
erythrocytes and develop
Inlo schizonts (asexual cycle
Chloroquine* When
owWine” 1 sensitive s
Amodiaquine /," ‘\ .
Sulfadoxine- - s \ fay
pyrimethamine*® E::} (e ’0 ¢ ) ! " S
Sngmis_inin \ . ) / \ -
vatives* / i
erivati X \\ 5 \M‘-!__-I L]
SCHlZONT\/ o
When MEROZOITES
resistant _
+ Some will re-enter erythrocytes

and develop into gametocytes

Sulfadoxine-
pyrimethamine* [:_-—I_J> In

human
Artemisinin N blood | \ YOUNG GAMETOCYTE ;
derivatives = \| SEQUESTED IN TISSUES
N
8-10 days

!  MATURE GAMETOCYTE IN

Primaquine I = INFECTIVE TO MOSQUITOES
. FOR 10-14 DAYS “

Sulfadoxine- : Inthe

pyrimethamine® E:> mos‘qu,. to
+

Chloroquine C::>

= PERIPHERAL CIRCULATION, --.

* Treatment of the asexuai biood
infection witf abolish the source

of gametocytes

* However, young gametacytes
already present will continue 1o
mature and become infective
weeks later

+ The continued use of a failing
drug will increase
gameétocytogenesis and
gametocytes wall contain and
transmit drug-resistant genes

* Sulfadoxine-pyrimethamine
enhances gametocytogenesis

« Artemisinin desivatives and, to
a far lesser extent, chioroquine
will act against young
gametocytes. and thereby
reduce the number of mature
infective gametocytes

* Primaquine is the only rfrl,n.;
known to act on malure
gametocytes (which are
present in the circulotion of
the time the patient presents
for treatment)

« The parasite undergoes
fertilisation and further
development in the midgut
and the salivary glands of
the mosquito

Figure 5: Les antipaludiques et leurs effets sur Plasmodium falciparum (OMS, 2010)

1.2.4. Chimioprévention du paludisme saisonnier (CPS)

1.2.4.1. Définition

La CPS, autrefois appelée « traitement préventif intermittent du paludisme chez les enfants »,
est définie comme « I’administration intermittente d’un traitement complet par un médicament
antipaludique pendant la saison de haute transmission du paludisme pour éviter la maladie

(CPS, 2013).

1.2.4.2. Période d’administration

La CPS est appliquée pendant la période de forte transmission du paludisme, lorsque I’ incidence
de la maladie est importante. Elle est administrée a des enfants dgés de 3 @ 59 mois a un (01)
mois d’intervalle (cycle de CPS) jusqu’a un maximum de quatre cycles par an (campagne de
CPS). La CPS avec SP + AQ procure un degré élevé de protection jusqu’a un mois, ensuite la
protection diminue rapidement. 11 est par conséquent important de respecter un intervalle d’un
mois entre les cycles de CPS afin d’obtenir un niveau de protection élevé et de minimiser

I"apparition d’une résistance a SP + AQ. La période d’administration de la CPS est définie de



manicre a cibler la période durant laquelle le risque de contracter le paludisme est le plus élevé
pour les enfants. AuBurkina Faso, elle est administrée en aolt, septembre, octobre et novembre.,
Le calendrier d’administration se répartit comme suit :

Premier cycle (aout)

Jour 0 : dose unique de SP + premiere dose d’amodiaquine (par un agent de sant¢)

Jour 1 : deuxiéme dose d’amodiaquine (parent ou tuteur)

Jour 2 : troisieme dose d’amodiaquine (parent ou tuteur)

L’administration dans les autres cycles est similaire au premier.

L’objectif est d’administrer un traitement complet de 3 jours par cycle de SP +AQ (figure 7) a
chaque enfant ¢ligible (figure 6) au moins trois fois durant la période de forte transmission du
paludisme. La protection contre le paludisme clinique est associée a I’administration des
deuxi¢me et troisiéme doses d’amodiaquine. Par conséquent, il importe qu’un enfant regoive
les doses complétes de SP + AQ pendant chaque cycle de traitement de CPS.

On peut administrer quatre cycles de traitement au maximum, selon le profil de transmission
du paludisme. Si un enfant manque un cycle de traitement de CPS parce qu’il est malade ou

absent, il devrait recevoir les médicaments du cycle suivant s’il est présent et bien portant.

SPAQ-cO.  12-59==
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Figure 6: Présentation de SPAQ Figure 7: Identification de AQ et SP

1.2.4.3. Régions appropriées pour la mise en ceuvre

La CPS est recommandée dans les zones de forte transmission saisonni¢re du paludisme ou la
morbidité palustre est la plus €levée chez les enfants. Les régions appropriées pour une mise en
ceuvre de la CPS avec SP + AQ sont celles dans lesquelles I’efficacité¢ de I’association reste

supérieure a 90 %. La CPS est déployée dans les zones ou la morbidité palustre est supérieure



a dix cas sur 100 (10/100) au cours de la saison palustre. En 2014, les pays de la région sub-
saharienne de I’ Afrique & avoir mis en place cette stratégie sont la Gambie, la Guinée, le Mali,

le Niger, le Sénégal et le Tchad (OMS, 2015a).

1.2.4.4. Résistance

Dans les pays du Sud et de I’Est de I’ Afrique, une CPS avec SP + AQ n’est pas recommandée
en raison du niveau élevé de résistance de P. falciparum a |’amodiaquine et/ou 4 la SP. Le suivi
du développement de cette résistance a la fois in vivo et in vitro est donc essentiel dans les pays

ot elle est recommandée (CPS, 2013).



Chapitre 2 : Matériel et méthodes

2.1. Site de I’étude

L’étude a été conduite dans les villages de la province du Tuy (Chef-lieu, Houndé), dans la
région des Hauts-Bassins. Le chef-lieu de cette province, Houndé, est située & 105 km de Bobo-
Dioulasso et est localisée entre la latitude 11° 30° nord et la longitude 3° 30’ ouest. Deux zones
ont été sélectionnées. Une zone CPS ayant 4 sites d’intervention et une zone contrdle. Ces zones

sont a une distance de 58 a 130 Km de Bobo-Dioulasso.

2.2, Population d’étude

La population cible sont des enfants de 24 a 59 mois repartis en trois (03) groupes d’enfants.
Le premier était sous CPS. Le second, un contrdle de la zone CPS pris uniquement au premier
cycle (cycle 1) et le troisieme groupe €tait un contrdle externe (hors de la zone de couverture
de la CPS). La composante des populations est multiethnique. Les habitants sont des Bwaba,
des Peuls et des Mossés. Les langues les plus parlées sont le Bwamu et le Mooré. Les religions
pratiquées sont |’islam, le christianisme et I’animisme. Les activités menées sont : le commerce,

[*agriculture, I’élevage et I’orpaillage.

2.3. Durée de ’étude
L’étude a été¢ d’une durée de quatre (04) mois repartis en quatre (04) cycles. Ces cycles

correspondent aux périodes de hautes transmissions du paludisme.

o Cycle | :aolit 2015

o Cycle2 : septembre 2015
e Cycle3 : octobre 2015

o Cycle 4 : novembre 2015

2.4. Matériel

La réalisation de nos travaux a nécessité |'utilisation des matériels suivants (figure 8) :

)

. aiguilles a ailettes

b. un garrot ;

C. un corps vacutané;

d. des tubes héparinés de 4ml pour les analyses parasitologiques ;

e. des tubes éthylénes diamine tétra acétique (EDTA) de 4ml pour les analyses
hématologiques ;

f. des lames de verre pour la réalisation de la goutte épaisse et frottis mince ;



g. le méthanol pour fixer le frottis ;
h. Le giemsa, pour la coloration des lames ;
1. de I’huile a immersion pour augmenter la résolution du microscope ;

J.des compteurs manuels pour la réalisation des densités parasitaires ;
Les appareils suivants ont été utilisés :

a. un automate ABX PENTRA 60 pour la mesure des paramétres hématologiques ;
b. une imprimante pour I’impression des résultats hématologiques ;

c. des microscopes optiques de marque LEICA pour I’identification et la détermination de

I’espece et stade parasitaire ;

Corps vacutané

Tube EDTA

Tube hépariné

Garrot

Aiguille a ailette

Figure 8: Les différentes composantes du matériel de prélévement

2.5. Méthodologie

2.5.1. Collecte d’échantillon

Les enfants ont ét¢ sélectionnés apres signature d’un consentement du parent ou du tuteur. lls
ont été réunis au centre de santé et de promotion du site concerné. Les infirmiers des sites
effectuaient les administrations conformément aux directives de la CPS. Entre le 14°™ jour et
21%"¢ jour aprés traitement, des prélévements de sang veineux ont été effectués sur les enfants
recrutés et inclus dans |’étude (figure 9). La réalisation de ces prélévements a nécessité des
sorties sur les sites concernés ou les enfants €taient réunis dans les centres de santé et de
promotion des sites. A cette période, les médicaments utilisés atteignent leurs plateaux
thérapeutiques. Le sang a ét¢ collecté dans deux (02) tubes différents. Un tube hépariné de 4ml

pour les analyses parasitologiques et un tube éthyléne diamine tétra acétique (EDTA) de méme




volume pour les analyses hématologiques. Les prélévements ont été ensuite transportés au
laboratoire de I'Institut de Recherche en Sciences de la Santé-Direction Régionale de I’Quest

(IRSS-DRO) dans une €tuve mobile qui maintenait la température a 37°C. Un thermométre y

ctait et permettait la mesure de la température (figure 10).

Thermometre

Tubes héparinés

Tubes EDTA

Figure 9: Echantillonnage Figure 10: Echantillons dans I'étuve mobile

2.5.2. Mesure des parametres

2.5.2.1. Mesure des paramétres hématologiques
L’automate ABX PENTRA 60 a servi pour la numération des €rythrocytes, des leucocytes, des

plaquettes et la détermination du taux d’hémoglobine.
e Principe de ABX PENTRA 60

L’analyseur utilise un principe multidistribution. Ce principe est basé sur la détection par
variation de résistance. Les cellules en suspension dans un liquide conducteur passent 1'une
apres ’autre a travers un micro-orifice séparant deux (02) chambres munies d’électrode. Ce
passage entraine une bréve variation de la résistance proportionnelle au volume de la cellule.

Le dénombrement et la mesure des volumes cellulaires sont alors déterminés.

*  Mode de fonctionnement de ABX PENTRA 60 Rggpor7- gratuit.com %}

LE NUMERD | MONDIAL DU MEMOIRES
L’automate ABX PENTRA 60 est entiérement automatisé. Il permet I’analyse diagnostique in

vitro d’échantillon de sang total humain. L’analyseur fonctionne en mode numération et
formule. Les échantillons sont acheminés a ’'IRSS. Les prélevements des tubes EDTA sont

transportés au laboratoire d’hématologie-biochimie et sont rapidement homogénéisés.



Une fois la mise en marche de ’appareil enclenchée, un nettoyage automatique s’effectue
d’abord. Lorsque la LED (Light Emitting Diode) verte s’allume, I’analyseur est prét a effectuer
le prélevement. Sur I’écran de contrdle s’affiche la date, I’heure, les paramétres d’analyse, les
différents cycles et la partie identité. Aprés avoir identifié I’échantillon a analyser (figure 11),
le mode « diff » est choisi. Ce mode permet de faire la numération et la formule et nécessite 53
ul de sang total. Une aiguille incorporée dans I’automate permet de faire le prélévement.
Lorsque la LED rouge et verte clignotent I'une aprés I’autre, I’analyseur effectue le
prélevement. Lorsque la LED rouge s’allume, I’analyseur effectue ’analyse. Quand la LED
verte s’allume de nouveau, I’analyseur est prét pour effectuer un nouveau prélevement. A la fin
de chaque analyse les résultats sont affichés sur I’écran de contrdle. L’automate ¢tant connecté

a une imprimante, les résultats sont imprimés au fur et a mesure.

ABX PENTRA 60

Ecran de contrdle

Aiguille de prélevement

Les LED rouge et verte

Tube en prélévement

Gachette

Figure 11: Description du fonctionnement de ABX PENTRA 60

2.5.2.1.1. Détermination des globules rouges, globules blancs et plaquettes

L’échantillon est dilué dans un diluant électrolytique (conducteur de courant) et entrainé dans
le micro orifice calibré. Lorsque la cellule passe dans ’orifice, le systeme électronique analyse
et élimine le bruit de fond (débits érythrocytaires, d’agrégats plaquettaires, d’érythroblastes,
d’artefacts). Les plaquettes qui ont un volume moyen approximativement dix (10) fois inférieur

au volume érythrocytaire moyen sont séparées des globules rouges.



2.5.2.1.2. Détermination du taux d’hémoglobine

La détermination du taux d’hémoglobine s’effectue avec deux (02) réactifs :

¢ Le premier est 'alphalyse. Ce réactif décompose la membrane cellulaire des érythrocytes
et libére ’hémoglobine contenue dans la cellule. L’hémoglobine ainsi libérée se combine
au cyanure de potassium du réactif de lyse pour former un composé cyanméthémoglobine
chromogene. Ce compos€ est ensuite mesuré par spectrophotométrie a une longueur d’onde
de 550 nm.

o Le second est le lysebio. Il permet la lyse érythrocytaire et la détermination sans cyanure de
’hémoglobine. Tout le fer héminique est oxydé et stabilisé, produisant des types

chromogenes pour la quantification par spectrophotométrie a une longueur d’onde de 550

nm.
Les valeurs de références sont contenues dans le tableau 1.

Tableau I: Les valeurs de références des parametres hématologiques avec ABX PENTRA 60

Parameétres Homme Femme

Globules blancs 4-10. 10%/pl 4-10.10%pl
Globules rouges 4,5-6,5.10%pl 3,80 — 5,80.10%/pl
Taux d’hémoglobine 13,0~17,0 g/dl 11,5-16 g/di
Plaquettes 150 — 500.10%/ul 150 — 500.10%/ul

2.5.2.2. Mesure des paramétres parasitologiques.
Des gouttes épaisses et frottis minces ont été effectuées pour la mesure des paramétres

parasitologiques. Les restes des échantillons ont été utilisés pour des infections expérimentales.
o Définition et principe

La goutte épaisse (GE) est une technique de recherche des parasites dans une goutte de sang
défibriné sur une lame porte-objet. Elle doit avoir un centimetre de diameétre. Cette goute est
ensuite colorée sans fixation a ’aide d’une solution de giemsa dilué a 10% pendant dix minutes
puis séché. Elle permet une altération de la morphologie cellulaire des hématies et une libération

de leurs contenus.



Le frottis mince (FM) est une technique d’étalement mince d’une goutte de sang uniformément
sur une lame de verre, fixée au méthanol puis colorée au giemsa 10% pendant dix minutes. Le

frottis n’altére pas la morphologie de la cetlule. Il sert a identifier I’espéce du Plasmodium.
» Confection de la goutte épaisse et frottis mince (figure 12)

Les prélévements de sang collectés dans les tubes héparinés ont ét¢ d’abord utilisés pour des
infections expérimentales (1ml) puis le reste a été utilisé pour la réalisation des confettis et des
gouttes épaisses et frottis minces dans le but de rechercher les parasites du Plasmodium. La

réalisation des GE et FM a nécessité les étapes suivantes :
1. étiquetage des lames par numéro d’identification unique de I’enfant avec la date.

2. dépot de 2 4 3 pl de sang pour la GE & lecm du bord de la lame et 2 pul de sang au milieu de

la lame pour le FM ;

3. GE : avec le coin d’une autre lame, nous avons étalé régulierement la surface de sang de |

cm de diametre en tournant ;

4. FM : avec une autre lame, nous avons appliqué sur le sang un angle de 45° ensuite le sang

est étalé a I’aide d’une autre lame ;
5. séchage des lames en position horizontale pendant 2 heures a température ambiante ;

6. fixation du frottis. Nous avons tenu la lame légérement inclinée de sorte que la GE soit vers

le haut puis A I’aide d’une pipette, nous avons versé du méthanol sur le FM ;

7. coloration des lames au giemsa 10% pendant 10 minutes puis lavage et séchage a Pair libre

ou au séchoir ;

8. lecture des lames a I’objectif 100X a I’immerston.



Portoir des lames

Frottis mince

Goutte épaisse

Date de réalisation

Identité de Venfan

Figure 12: Gouttes épaisses et frottis minces avant coloration au giemsa 10%

e Propriété du giemsa

Le giemsa est un colorant violet composé d’éosine-bleu de méthylene (7.0g/l), de méthanol
(50%) et de glycérine (50%). En raison de la présence de méthanol, le colorant est toxique et
inflammable. Il est dilué a 10% pour la coloration de parasites sur une goutte €paisse /frottis
mince. L’étalement de sang est séché a I’air libre (ou au séche-cheveux). Pour obtenir une
meilleure fixation sans excés de coloration, I’étalement doit €tre en couche mince et homogene.
Pour obtenir de bons résultats, la coloration est réalisée dans les deux (02) heures suivant la

préparation.

2.5.2.2.1. Identification de l'espéce en cause

Le frottis mince a permis de mettre en évidence tous les détails morphologiques du parasite et
de I'hématie parasitée. Il a permis d’identifier [’espéce en cause. La goutte épaisse quant a elle,

a permis un enrichissement important en parasites et une quantification plus facile des parasites.

2.5.2.2.2. Détermination de la parasitémie
La parasitémie se definit comme le nombre de parasites comptés par microlitre de sang des

enfants infectés. Sur la GE, elle a été calculée en multipliant le nombre de parasites comptés



par huit-mille (8000) et en divisant par le nombre de leucocytes comptés sur la goutte épaisse.
La parasitémie asexuée (principalement trophozoites) a été estimée sur 500 leucocytes, en
considérant un nombre moyen de 8000 leucocytes par microlitre de sang chez un sujet. La
parasitémie sexuée (gamétocytémie) a été estimée par le comptage du nombre de gamétocytes
pour 1000 leucocytes en considérant un nombre de 8000 leucocytes par microlitre de sang, Les
lames ont ét¢ déclarées négatives aprés lecture sur 100 champs.

La parasitémie asexuée sur la goutte épaisse (PGE) et la gamétocytémie (GGE) a ét¢ calculée

selon les formules ci-dessous :
Nombre de parasites comptésx8000
PGE = ( p == pté )

Nombre de parasites comptésx8000
GGE = ( 1000 : )

8000 : nombre moyen de leucocytes par microlitre (pl) de sang ;

500 : nombre de leucocytes comptés (seuil de détection des stades asexués) ;
1000 : nombre de leucocytes comptés (seuil de détection du stade sexué).

Le résultat s’obtient en nombre de parasite par microlitre (pl) de sang.

La densité parasitaire sur frottis mince (DPfm) a ét¢ calculée comme suit :

DPfm = (Nombre de globules rouges parasitésx4 000 000)
- Nombre de champs examinés x 400

4 000 000 : nombre moyen d’hématies par microlitre de sang

400 : nombre moyen d’hématies par champ examiné.

Trois lecteurs ont fait la lecture des lames. Si la différence entre deux lecteurs était supérieure
a 30%, les résultats du troisiéme étaient considérés. Des lettres A, B et C ont été attribuées aux

lecteurs. Les résultats ont ét€ validés en tenant compte des formules suivantes :

2]A-B|
A+B

X =

x 100

A : Premier lecteur
B : Deuxiéme lecteur
C : Troisiéme lecteur

X : Pourcentage de la parasitémie

Si X< 30%, la lecture est validée.



Si X> 30%, une troisi¢me lecture est nécessaire. La 3éme lecture est utilisée pour faire le méme

calcul avec A et B c'est-a-dire A+C et B+C, 13 ol la valeur est inférieure & 30%, la lecture est

validée a ce niveau.

2.5.2.3. Traitement des données

Les données ont été saisies avec le logiciel Excel 2007 et les analyses faites avec les logiciels

R (version 2.15.3) et Excel 2016. Un modéle linéaire généralisé (glm) avec une distribution

binomiale a été utilisée pour tester la prévalence des stades parasitaires (stades sexué et stade

asexu€). Le modele linéaire généralisé avec une distribution binomiale négative a été utilisée

pour la parasitémie (densité parasitaire) des parametres parasitologiques. L'importance des

variables a ét¢ établie a 'aide d'un test du rapport de vraisemblance (LRT), qui est distribué

approximativement comme une distribution 2. Les parameétres parasitologiques ainsi que les

moyennes arithmétiques des paramétres hématologiques ont ét¢ déterminés au seuil de

significativité de 5%.

e La prévalence est définie comme la proportion ou le nombre d’enfants ayant au moins un
parasite dans leurs sangs par rapport au nombre total d’enfants.

¢ La parasitémie représente le nombre de parasites comptés par microlitre de sang des enfants
infectés du Plasmodium.

e La moyenne parasitaire se définit comme le nombre moyen de parasites comptés par

microlitre de sang sur le nombre d’enfants infectés.



Chapitre 3 : Résultats

3.1. Résultats des paramétres parasitologiques

Au total, 301 enfants 4gés de 24 & 59 mois des cinq (05) sites ont été recrutés. Le nombre
d’enfants du Ctrl 1, Ctrl 2 et de la CPS (SMC) étaient respectivement de 25, 72 et 204. Les
parametres ont €1€ mesurés sur la base des prévalences et les densités parasitaires asexuées

(trophozoites et schizontes) et sexuées (gamétocytes) du Plasmodium.

3.1.1. Prévalence et parasitémie des formes asexuées du Plasmodium

3.1.1.1. Prévalence en Plasmodium en fonction du traitement et des cycles.

Le tableau Il nous donne les différentes prévalences des formes asexuées par espeéce

plasmodiale.

Tableau II: Prévalences des formes asexuées des espéces du Plasmodium

Traitement (n) Prévalence n(%)

Tf St Tm Sm To So Total
CPS (204) 6(294) 0 0 0 0 0 6
Ctrl 2 (72) 40(55.55) 0 5(6.94) 4(5.55) 6(8.33) 2Q2.77) 57
Ctrl 1 (25) 9(36) 0 1(4) 1(4) 0 0 11

Tf: Trophozoites du Plasmodium falciparum. Sf: Schizontes du P. falciparum. Tm:
Trophozoites du P. malariae. Sm : Schizontes du P. malariae. To : Trophozoites du P. ovale

So : Schizontes du P. ovale. n( ): effectif. % : pourcentage.

De fagon générale, il est ressorti que la prévalence du Plasmodium chez les enfants sous CPS a
été nettement inférieure quelque soit I’espéce. De plus, nous avons remarqué une baisse de la

prévalence en Plasmodium des enfants du Ctr] | par rapport a ceux du Ctrl 2.



La figure 13 illustre I’effet de la CPS sur la prévalence du Plasmodium en fonction des cycles.
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Figure 13: Prévalence du Plasmodium en fonction du traitement et des cycles

L’analyse statistique montre un effet du traitement sur la prévalence en Plasmodium (P<0,0001)
avec une baisse significative chez les enfants sous CPS quelque soit le cycle par rapport a ceux
du Ctrl 2. Elle a également montré une baisse de la prévalence du Plasmodium des enfants du
Ctrl 1 par rapport a ceux du Ctrl 2. La CPS a eu pour effet de baisser la prévalence des formes

asexuées.

3.1.1.2. Parasitémie en fonction du traitement et des cycles
Le tableau 111 donne les moyennes parasitaires de la parasitémie asexuée de chaque espece du

Plasmodium.



Tableau III: Parasitémie asexuée en fonction des espéces

Traitement Densité moyenne parasitaire/pl Total

(m) NO
Tf Sf Tm Sm To So

CPS (6) 33296 0 0 0 0 0 33296
(5549.33)

Ctrl 2 (57) 627970 0 5136 288 8201 360 641955
(11017.017) (90.105) (5.05) (143.87) (6.31)

Ctrl 1 (11) 58476 0 272 56 0 0 58804
(5316) (244.72) (5.09)

Tf: Trophozoites du Plasmodium falciparum. Sf: Schizontes du P. falciparum. Tm:
Trophozoites du P. malariae. Sm : Schizontes du P. malariae. To : Trophozoites du P. ovale

So : Schizontes du P. ovale. (n) : effectif des enfants. N : nombre de parasites comptés/ul. () :

densité moyenne parasitaire

Tout comme la prévalence, quelque soit I’espéce du Plasmodium les enfants sous CPS ont eu
une baisse de la parasitémie par rapport aux enfants du Ctrl 2. La parasitémie du Ctrl 1 a été

aussi plus faible que celle du Ctrl 2.

La figure 14 illustre la moyenne de la parasitémie en fonction des cycles
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Figure 14: Parasitémie en foncuon au traitement et des cycles

La CPS a eu un effet significatif sur la parasitémie (P<0.0001). Les enfants sous CPS ont eu

une baisse significative de leur parasitémie (5549,33 parasites/pL), par rapport aux enfants du



Ctrl 2 (11017,01 7parasites/uL). Une baisse de la parasitémie a ét€ aussi notée chez les enfants
du Ctrl 1 comparativement a ceux du Ctrl 2. Des variations de la parasitémie ont été observées
dans chaque cycle mais, elles n’ont pas été statistiquement significatives. Tout comme la

prévalence, le cycle n’a pas eu un effet significatif (P=0,25) sur la parasitémie des enfants

infectés.

3.1.2. Prévalence de la forme sexuée (gamétocytes) et gamétocytémie en fonction des cycles
Sur un effectif de 301 enfants recrutés, la prévalence en gamétocytes et la gamétocytémie pour

chaque espéce en fonction du traitement sont résumées respectivement dans les tableaux IV et
V.

Tableau IV: Prévalence en gamétocytes en fonction de ’espéce du Plasmodium.

Traitement (n)  Prévalence en gamétocyte N(%) Total

Gf Gm Go
CPS (204) 7(3.43) 0 0 7 (3,43)
Ctrl 2 (72) 28 (38.88) 5(6.94) 212.77) 35 (48 ,61)
Ctrl 1 (25) 5(20) 1 (4) 0 6 (24)

Gf: Gamétocytes du Plasmodium falciparum. Gm : Gamétocyte du Plasmodium malariae.
Go : Gamétocytes du Plasmodium ovale. (n) : effectif des enfants, N : nombre de gamétocytes,

(%) : pourcentage

I ressort que la CPS a eu un effet sur la prévalence en gamétocytes quelque soit I’espece du

Plasmodium.

Tableau V: Gamétocytémie en fonction de ’espece du Plasmodium

Traitement (n) Moyenne des densités gamétocytaires/ul N() Total
Gf Gm Go

CPS (7) 392 (56) 0 0 392

Ctrl 2 (35) 8024 (229.25)  2372(67.77) 160 (4.57) 10536

Ctrl 1 (6) 148 (24.66) 36 (6) 0 184

Gf : Gamétocytes du P. falciparum. Gm : Gamétocytes du P. malariae. Go : Gamétocytes du

P.ovale, (n) : effectif, N : nombre de gamétocytes comptés, ( ) : densité moyenne gamétocytaire

Les enfants sous CPS ont eu de faible gamétocytémie quelque soit I’espéce du Plasmodium par

rapport a ceux du Ctrl 2. Les enfants du Ctrl 1 ont aussi eu une faible gamétocytémie par rapport



au Ctrl 2. Quelque soit I'espece du Plasmodium on a eu une baisse de la gamétocytémie chez

les enfants sous CPS.

La figure 15 illustre la prévalence en gamétocytes et la gamétocytémie des enfants en fonction
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Figure 15: Prévalence en gamétocytes (a) et gamétocytémie (b) en fonction des cycles.

L’analyse de Ja figure 15 montre que la CPS a eu un effet significatif sur la prévalence en
gamétocytes (P<0.0001). Les enfants sous CPS ont eu une baisse significative de la prévalence
en gamétocyte (inférieure & 10%) par rapport a ceux du Ctrl 2 (supérieure a 20%) quelque soit

le cycle.

Une faible gamétocytémie a également ¢été observée chez les enfants sous CPS

comparativement a la gamétocytémie des enfants du Ctrl 2 pour le cycle 1.

Au cycle 1, une faible prévalence en gamétocytes ainsi qu’une baisse significative de la
gamétocytémie (P=0.046) ont été observées chez les enfants du Ctrl 1 par rapport & ceux du
Ctrl 2. Donc quelque soit le controle, nous avons observé une baisse de la prévalence en
gamétocytes et de la gamétocytémie chez les enfants de la zone CPS. Le cycle n’a pas eu un

effet significatif (P=0,64) tant sur la prévalence en gamétocyte que sur la gamétocytémie.

3.2. Résultats des paramétres hématologiques
287 échantillons ont été analysés et les résultats hématologiques ont ét€ obtenus. L’analyse

statistique a été effectuée sur les moyennes du taux d’hémoglobine, de la numération des



globules rouges, des globules blancs et des plaquettes. Le tableau VI nous présente les

moyennes obtenues.

Tableau VI: Résultats des paramétres hématologiques

Traitement Parametres hématologiques
HB (g/dl) GR (10mm?®  GB(103/mm3) Pla (103mm?3)
CPS 11,308 4,465 7,329 219,377
Ctrl 1 10,595 3,95 1,727 207,727
Ctrl 2 10,023 3,9375 7,716 256,361

HB : taux d’hémoglobine ; GR : globule rouge ; GB : globule blanc ; Pla : Plaquette

Il a été observé un HB supérieur chez les enfants sous CPS (11.308g/dl) par rapport a ceux du
Ctrl 2 (10.023g/d1). I en est de méme avec le nombre moyen de GR des enfants sous CPS
(4.465 108mm3) et ceux du Ctrl 2 (3.9375 10%/mm?>). Par contre, la tendance a été inversée au
niveau des plaquettes (CPS : 219.377 10°*/mm?*; Ctrf 2 : 256,361 10°/mm’*). Aucune différence
n’a €té observée au niveau du nombre moyen de GB dans tous les groupes de traitement. Le

traitement n’a pas eu un effet significatif sur le nombre moyen de GB.

La figure 16 est une transcription des moyennes du HB et de GR en fonction du traitement et

du cycle.
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Figure 16: Moyennes du taux d’hémoglobine et des globules rouges en fonction du traitement

et des cycles.



Les HB et de GR des enfants sous CPS ont été supérieurs a ceux du Ctrl 2 quelque soit le cycle
avec une différence significative de P<0,05. Il en est de méme avec les enfants du Ctrl 1 et ceux

du Ctri 2. Aucun effet cycle n’a été observé tant sur le nombre moyen des HB que sur celui des
GR.

La figure 17 illustre respectivement les moyennes des globules blancs et des plaquettes en
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fonction du traitement et du cycle.
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Figure 17: Nombre moyen des plaquettes et globules blancs en fonction du traitement et des

cycles.

Les enfants sous CPS ont eu une baisse significative du nombre moyen de plaquettes (P=
0,0128) par rapport & ceux du Ctrl 1 et Ctrl 2. Aucune différence significative n’a été observée
au niveau des globules blancs (P=0.249). Aucun effet cycle n’a été observé tant sur lamoyenne
des plaquettes que sur celle des globules blancs. La CPS n’a pas eu d’effet sur les globules

blancs (GB) quelque soit le cycle.




Chapitre 4 : Discussion

4.1. Discussion des paramétres parasitologiques

Le but de notre travail a été de comparer les paramétres parasitologiques d’une population sous
CPS avec ceux d’une population contrdle (sans CPS). Cette comparaison a nécessité
I’évaluation de la prévalence et la parasitémie des formes asexuées (trophozoites, schizontes)

et celles sexuées (gamétocytes) du Plasmodium.

4.1.1. Prévalence du Plasmodium et parasitémie des formes asexuées

Une baisse significative de la prévalence et la parasitémie du Plasmodium chez les enfants de
la zone d’intervention par rapport aux enfants de la zone contrdle a été montrée. Ce qui montre
I'efficacité de I’association SP+AQ. Nos résultats sont similaires & ceux de plusieurs auteurs
qui ont démontré également que la CPS pouvait réduire de quarante a quatre-vingt-six pourcent
I’incidence du paludisme chez les enfants (Cisse et al., 2006; Dicko et al., 2008; Kweku et al.,
2008). La CPS avec la SP+AQ élimine les infections existantes dues au Plasmodium et a un
effet prophylactique préventif sur les nouvelles infections (Konate et al., 2011).

Une faible parasitémie du Plasmodium a été observée dans nos travaux chez les enfants sous
CPS. Ce qui montre V’efficacité de la combinaison SP+AQ dans la réduction de la parasitémie
chez les enfants. Ces résultats se rapprochent de ceux de Basco et al., (2002) qui ont montré
une faible parasitémie les J14 et J28 chez les enfants sous surveillance clinique aprés une
administration a SP+AQ. De plus, Konaté et al,, (2011) avaient montré une faible parasitémie
de la forme asexuée du Plasmodium chez les enfants sous SP+AQ confirmant ainsi nos
résultats.

Le cycle n’a pas eu un effet significatif tant sur la prévalence que sur la parasitémie en
Plasmodium pendant toute la durée de notre étude. Ainsi, I’efficacité de la CPS reste la méme
quelque soit la période d’administration durant toute la période de haute transmission. Elle
corrobore ainsi les résultats de Cissé et al. (2006) et Dicko et al. (2008) respectivement pour 13

et 16 semaines et 12 mois de suivi.

Une baisse de la prévalence en Plasmodium et de la parasitémie chez les enfants du Ctrl 1 a été
observée dans nos travaux comparativement 2 ceux du Ctrl 2. Les enfants du Ctrl 1 avaient de
faibles prévalences et parasitémies comparativement a ceux du Ctrl 2. C’est dire que méme sans
étre sous CPS on peut bénéficier de son effet. Cela pourrait s’expliquer par le fait que la CPS a

réduit le niveau de transmission du Plasmodium.



4.1.2. Prévalence en gamétocytes et gamétocytémie

La prévalence et la densité en gamétocytes chez les enfants recrutés et inclus étaient fonction
du traitement. Ces deux paramétres ont baissé significativement chez les enfants ayant recu la
CPS. Ainsi, la CPS pourrait contribuer a limiter le phénoméne de production des gamétocytes
(gamétocytogénese). En effet, parmi les facteurs de risques de la gamétocytogénése on peut
retenir entre autre les fortes charges parasitaires asexuées (Robert et Boudin, 2002). Or dans
notre étude nous avons montré que la parasitémie chez les enfants sous CPS a baissé par rapport
au contrdle. Ce qui pourrait donc expliquer la baisse de la prévalence en gamétocyte et de la
gamétocytémie chez les enfants. Konaté et al., (2011) puis Maiga et al,, (2015) montrérent que

la proportion d’enfants porteurs de gamétocytes aprés traitement a la SP+AQ était faible,

corroborant ainsi nos résultats.

Plusieurs études ont montré que la prise de la sulfadoxine-pyriméthamine induisait la
gamétocytogénese spécifiquement au niveau des souches résistantes (Maiga et al., 2015,
Tchuinkam et al., 1997). Les gamétocytes sont considérés comme un facteur de dissémination
de la résistance (Price et al., 1999). Pourtant, la prise de sulfadoxine-pyriméthamine n’a pas
entrainé une hausse de la prévalence et de la gamétocytémie dans nos travaux. Il est possible
que la combinaison de SP+AQ a permis de réduire la sélection de souches résistantes chez les
enfants sous CPS. Ce qui renforcerait d’avantage le choix de ces deux molécules dans cette

stratégie.

4.2. Discussion des parameétres hématologiques

Les enfants de la zone d’intervention ont eu un taux d’hémoglobine et de globules rouges
supérieurs a ceux des contrdles. Le Plasmodium détruit les globules rouges, en absence de
parasitémie, le taux d’hémoglobine se trouve alors amélioré. La destruction de I’hémoglobine
chez I’enfant est I'une des principales causes d’une anémie par carence en fer en période de
haute transmission. L’ augmentation concomitante de ces deux paramétres confirme |’efficacité
de la CPS a provoquer une baisse de I’anémie chez les enfants ; corroborant ainsi les résultats
d’études menées au Mali et au Ghana (Kweku et al., 2008; Maiga et al., 2015). Nos résultats
sont similaires a ceux de Kayentao qui a montré une augmentation du HB respectivement les

quatorziéme et vingt-huitiéme jour aprés un traitement & SP/AQ (Kayentao et al., 2009).

Une baisse du nombre de plaquettes chez les enfants sous CPS par rapport au contrdle a été
observée dans nos travaux. Malgré cette baisse nos valeurs ont été comprises dans le seuil de

{’automate ABX PENTRA 60 et des résultats de la numération plaquettaire de Schaison et al.



des enfants qui ont au plus dix ans (Armari, 2004). De plus, nos valeurs sont dans les normes

internationales des parametres biologiques (version du 22 juin 2004).

Une baisse du nombre moyenne de globule blanc chez les enfants sous CPS comparativement
a ceux du Ctrl 1 et Ctrl 2 qui ont eu des hausses similaires a été observée. Malgré cette baisse
nos valeurs sont dans les normes de 1’automate et de celles internationales. Le paludisme étant
une maladie parasitaire infectieuse, la hausse des valeurs observées chez les enfants du Ctrl 1
et Ctrl 2 s’explique d’une part par I’intensité élevée de I’infection et d’autre part, par I’espece
du Plasmodium en cause. Une augmentation de la prévalence asexuée du P. falciparum a été
montrée au niveau des paramétres parasitologiques. Cette espece étant la plus virulente, il serait
possible que I’augmentation des GB au niveau des contrdles soit due a I’intensité de I’infection
et a ’espéce du Plasmodium comme I’avait relevé ’étude de Tobdn-Castafio et al. (Tobon-
Castano, Mesa-Echeverry, et Miranda-Arboleda, 2015). Des cas d’agranulocytoses et de
leucopénies ont été décrits resspectivement suite & I’administration prolongée de AQ et associés
aux effets indésirables de la SP (Michel, 2013). Jusqu’a présent ces cas n’ont pas encore €té

remarqués sous CPS.



Conclusion et perspectives

Dans le cadre de la lutte contre le paludismesan dans le monde principalement chez les

personnes vulnérables, I’OMS, en mars 2012 a adopté une nouvelle stratégie de lutte dénommée

chimioprévention du paludisme faisonnier (CPS)| Elle cible les enfants de moins de cing ans

dans les zones de forte transmission de paludisme ol la morbidité palustre est supérieure a dix
(10) cas sur cent (100) enfants au cours de la saison de transmission. Elle a montré son efficacité
dans plusieurs pays de I’Afrique de 1’Ouest notamment le Mali, le Ghana et le Sénégal. Nos
travaux ont permis de déterminer I'influence de la CPS sur la variabilité des paramétres
parasitologiques ainsi que sur les paramétres hématologiques. Les analyses parasitologiques
révelent une faible prévalence du Plasmodium avec une baisse de la densité parasitaire chez les
enfants sous CPS tant sur les formes asexuées que celles sexuées. En outre, les analyses
hématologiques montrent une hausse du nombre de globules rouges et du taux d’hémoglobine

chez les enfants sous CPS.

En se basant sur I’ensemble de ces parametres, nous pouvons affirmer que pour le moment la
CPS est la meilleure stratégie de lutte antiparasitaire préventive chez les enfants de moins de

cing ans en période de haute transmission du paludisme.

Cependant, pour une meilleure lutte antiparasitaire préventive du paludisme au Burkina Faso,

nous souhaitons qu’un approfondissement de Iétude soit effectuée, notamment sur :

» les enfants de plus de cinqg ans afin d’évaluer I’effet de la CPS sur cette tranche d’age ,

» ["étude de la transmission homme-moustique dans le but de fournir des informations
sur ’effet de la CPS sur la transmission du paludisme ;

» ['étude des résistances du Plasmodium a la combinaison de sulfadoxine-pyriméthamine

et amodiaquine (SP+AQ).


http://www.rapport-gratuit.com/
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