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INTRODUCTION




Le paludisme pose toujours un probléme majeur de Santé Publique dans les pays en
développement malgré tous les moyens déployés pour lutter contre cette maladie.
L’Organisation Mondiale de la Santé, dans son rapport de 2017, fait état de 216 millions de
cas notés dans le monde en 2016. En dépit de ces progres, 1’incidence du paludisme a
augmenté de fagon significative entre 2014 et 2016 dans la région Amériques de
I’Organisation Mondiale de la Santé (OMS), et de maniére plus marginale, dans les régions
Afrique, Asie du Sud-Est et Pacifique occidental de ’OMS. Le nombre de décés dus au
paludisme a été estimé a 445 000, contre 446 000 en 2015 [56].

Cependant depuis 2010, I’Organisation mondiale de la Santé recommande que tout cas
suspect de paludisme soit confirmé par un test de diagnostic parasitologique pour informer
la décision de traitement [40]. Les tests de diagnostic recommandés sont, notamment,
I’examen au microscope optique de frottis sanguins et la détection d’antigénes du parasite
par des tests de détection rapide (TDR). Depuis leur introduction dans les années 1990, les
TDR ont considérablement facilit¢ le diagnostic des cas cliniques de paludisme et ils
représentent aujourd’hui le principal moyen de diagnostic du paludisme dans le monde [40].
En 2016, 312 millions de tests de diagnostic rapide (TDR) ont été livrés dans le monde, dont
269 millions dans la région Afrique de ’OMS. Le nombre de TDR distribués par les PNLP
a augmenté entre 2010 et 2015, mais a baissé entre 2015 et 2016, passant de 247 a 221
millions. Cette diminution était uniquement causée par la baisse des livraisons en Afrique
subsaharienne sur cette période, de 219 millions de TDR en 2015 a 177 millions en 2016.
[56].

De maniére générale, les TDR offrent une limite de détection similaire a celle de la
microscopie optique, avec I’avantage qu’ils sont plus simples a effectuer et que leur temps
de réponse est plus court.

En effet la grande majorité des TDR utilisés pour le diagnostic de Plasmodium falciparum
sont fondés sur la détection de la protéine riche en histidine 2 (HRP2). Cette protéine est
spécifique a P. falciparum et elle est secrétée a une concentration relativement €élevée par les
globules rouges infectés. Cette sécrétion facilite la détection du parasite parce que la
protéine s’accumule dans le plasma pendant I'infection et elle permet de détecter une
infection méme lorsque le parasite est séquestré hors de la circulation périphérique et
devient difficile a détecter par la microcopie. L’un des inconvénients de ce biomarqueur est
la persistance de sa circulation aprés 1’élimination du parasite qui empéche 1’utilisation de

TDR basés sur ’'HRP2 pour le suivi de I’efficacité du traitement et qui peut produire des



résultats cliniques faux positifs (c’est a dire la détection de la protéine HRP2 en I’absence de
parasites P. falciparum).

La persistance de la HRP2 apres le traitement et 1’élimination du parasite a été décrite par de
nombreuses études [5, 8, 26, 28, 30, 52]. Des études in vitro ont également été effectuées
pour mesurer la production et la sécrétion d’HRP2 sur des échantillons de culture de P.
falciparum en laboratoire, et ont été utilisées pour des études de modélisation [19, 20, 36].
Cependant, aucune évaluation de la persistance post-traitement d’HPR2 n’a encore été faite
de manicre quantitative et au-dela de 42 jours de suivi puisque les études réalisées sont
souvent associ¢es a des études d’efficacité de médicaments qui, généralement, n’excedent
pas ce délai. En effet, de maniére générale, les études évoquent la persistance d’HRP2 sous
I’angle qualitatif uniquement, sur la base de la positivit¢ des TDR seulement jusqu’a 28 ou
42 jours apres traitement. La quantification d’HRP2 a été rapportée dans une étude
transversale de Dondorp et al mais sans qu’un suivi n’ait été effectué pour mesurer
I’¢élimination d’HRP2 de maniére quantitative [20].

Nous nous proposons de combler ce gap dans notre connaissance de P. falciparum en
conduisant une étude longitudinale qui nous a permis de mesurer quantitativement la
persistance d’HRP2 apres le traitement de cas cliniques de paludisme a P. falciparum
confirmés et 1I’élimination du parasite. Cette étude s’est appuyé sur le test sérologique
nouvellement développé qui affiche une limite de détection dans la plage de pictogramme,
qui offre un niveau de sensibilité beaucoup plus élevé (TDR HS) que les tests d’immuno-
absorption enzymatiques (ELISA) classiques [47].

Objectif principal: Quantifier la persistance post-traitement de I’HRP2 chez des individus

avec une infection a P. falciparum confirmée.

Objectif secondaire: Mesurer la période de latence de positivité des TDR aprés traitement par

rapport aux niveaux de HRP2 et de parasitémie a l'inclusion.



GENERALITES




1. DEFINITION
Le paludisme (du latin palus = marais) ou malaria (mauvais air), est une maladie parasitaire

due a des protozoaires, hématozoaires du genre Plasmodium responsables d’une
érythrocytopathie, transmise d'homme a homme par la piqure infectée d'un insecte vecteur

appartenant au genre Anopheles.

2. EPIDEMIOLOGIE
2.1. Agents pathogénes [6, 9, 11, 14, 16, 22, 23, 37]

2.1.1. Taxonomie
Les plasmodies appartiennent au régne des protozoaires [43]. La classification est détaillée au

tableau I:

Tableau I: Classification des plasmodies

Phylum : Apicomplexa
Classe : Sporozoea
Sous classe : Coccidiasina

Ordre : Eucoccidiida
Sous ordre : Haemosporina

Famille : Plasmodiidae

Genre : Plasmodium

Plasmodium falciparum
Plamodium vivax

Especes : Plasmodium ovale

Plasmodium malariae

Plasmodium knowlesi

Les especes plasmodiales ont des caractéristiques différentes sur les plans morphologiques,
biologiques et génétiques, des manifestations cliniques dont elles sont responsables, de leur

comportement vis-a-vis des antipaludiques, et de leur répartition géographique.



2.1.2. Morphologie des Plasmodium
Les Plasmodii sont des protozoaires dont la forme et les dimensions sont trés variables, allant
de 1 um a 60 pum, suivant les stades évolutifs. Certaines de ces formes sont multinucléées et
constituent de véritables plasmodes, d’ou dérive la dénomination du genre.

La morphologie des formes intra-érythrocytaires, seules utiles au diagnostic parasitologique, est

différente selon 1’espece (Tableau II).

Tableau II: Criteres d’identification des espéces de Plasmodium

P. falciparum

P. vivax

P. ovale

P. malariae

Taille identique

Plus grandes que les

Plus grandes que

Plus petites que

Hématies . hématies non les hématies non Lo
., aux hématies non s , . les hématies non
parasités . parasités Déformés | parasités Forme o
parasités S X parasités
irréguliérement ovale ou frangée
Trophozoite Anneau
PR . Anneau Anneau Anneau
(forme jeune : cytoplasmique cytoplasmique épais | cytoplasmique cytoplasmique
forme en mince. Petit noyau p que cp plasmiq CYIOP d
LY Gros noyau mince épais Gros noyau
bague) souvent divisé
. Forme en bague
Corps amoeboide : rme en bag
. Corps trés épaisse ou
. Forme en bague | cytoplasme digité ou .
Trophozoite o , amoeboide : forme en drapeau
n plus élargie voire fragmenté + gros .
(forme agée) , . . . cytoplasme et (rectangulaire)
déformée noyau +/- déformé + . -
) . noyau fragmentés Gros pigment
fin pigment noir noir

Tache de Maurer

Granulations de

(tache rouge Granulations de Schiiffner a la
Piements sombre en coup Schiiffner a la surface de
g d’ongle a la surface de ’hématie I’hématie
surface de (granulations fines) (granulations
I’hématie volumineuses)
caracti?ggeue en Arrondi (5-6um),
banane (151 m) Arrondi (10-12pum), | Arrondi (7-8um), | cytoplasme bleu
HITY, cytoplasme bleu cytoplasme bleu pale ou mauve,
. amas central de A A . :
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2.2. Réservoir de parasites

L’homme est le principal réservoir de parasites, le seul ayant un intérét épidémiologique.

L’anophele femelle ou se déroule le cycle sexué est considéré comme 1'hote définitif.

2.3. Mode de contamination

Les circonstances de la contamination sont représentées par 1’inoculation lors de la piqire

d'anoph¢les femelles infectées [43].

I1 peut aussi se faire par injection de sang provenant de donneurs infectés. Le stade parasitaire
infectant est alors le trophozoite. Ce mode de transmission est observé dans les paludismes

post-transfusionnels et chez les toxicomanes.

La transmission peut aussi se faire par voie transplacentaire chez le feetus, pouvant réaliser un

paludisme congénital.

2.4. Vecteurs

Les vecteurs, du paludisme, appartiennent au régne des métazoaires (Tableau III). Seules les

anopheles femelles peuvent héberger le cycle extrinseque des parasites [42].
Parmi les plus de 450 especes d’anopheles, environ 70 a 80 sont vectrices.

Tableau III: Classification des anophéles

Phylum Arthropodes
Classe Insectes
Ordre Dipteres
Sous ordre Nématoceres
Famille Culicidae
Sous famille Anophelinae
Genre Anopheles
Espéces An gambiae ss, An funestus, An arabiensis




Les anopheles males se nourrissent exclusivement de suc des plantes.
Seule les femelles sont hématophages.

Le cycle de reproduction comporte quatre stades : trois stades pré-imaginaux aquatiques (ceuf,

larve, nymphe) et un stade aérien, 1’adulte ou imago.

Apres fécondation, elles doivent effectuer un repas de sang pour permettre la maturation des
ceufs qu’elles déposent dans les collections d’eau ou ils se transforment en larves puis en

nymphes. La durée du cycle de reproduction des anopheles est de 10 jours a 25°C.

La durée du cycle gonotrophique, qui correspond a la période comprise entre deux piqures de

I’anophele, est de 48 a 72 heures. La durée de vie des femelles est de 2 a 4 semaines.

Les principaux caractéres du comportement des anopheles qui interviennent dans leurs rapports

avec I'homme sont les suivants:

- préférences trophiques : anthropophilie, amphophilie, zoophilie
- lieu du repas sanguin : endophagie ou exophagie

- lieu de repos : endophilie ou exophilie

- activité dans le nycthémere : nocturne (23H a 3H),

- situation des gites larvaires : péridomestique ou dans la nature

- dispersion : la dispersion autour des gites conditionne les contacts Homme-anophéle et permet

aussi la colonisation de nouveaux gites

Les especes anophéliennes les plus efficaces sont les especes anthropophiles, endophages,
exophiles (car se soustraient a 1’action des insecticides intra-domiciliaires) et dont les gites

larvaires sont péridomestiques.
2.5. Cycle biologique des plasmodies humaines

Le cycle évolutif comprend une phase de multiplication asexuée (schizogonie) et une phase de
multiplication sexuée (sporogonie) [37, 43]. Il nécessite 2 hdtes: ’homme, dans 1’organisme
duquel a lieu la multiplication asexuée et le début de la multiplication sexuée (ou gamogonie);

et I’anophele, dans le corps duquel se termine la sporogonie (figurel).



Figure 1: Cycle évolutif du Plasmodium falciparum chez ’homme et 1’anophéle

2.6. Indices paludométriques

IlIs constituent des indicateurs de 1’infection palustre et permettent d’évaluer les niveau

d’endémicité de I’infection dans des zones géographiques différentes.

2.6.1. Chez ’Homme
Deux indices permettent de mesurer I’infection plasmodiale chez I’homme

e L’indice plasmodique (IP) qui donne une photographie de 1’infection dans une population
humaine. Il est défini par la proportion de porteurs de formes asexuées des parasites dans le
sang périphérique au sein d’une population, a un moment donné, dans une zone

géographique déterminée.

Pour classer les régions palustres on se réfere a I’IP selon les propositions de Matselaar et Van
Thiel en 1959. Les zones d’endémicité sont classées selon la valeur de I’IP des enfants de 2 a 9

ans comme suit:

- [P inférieur a 10% : zone hypo-endémique
- IP entre 11 et 50% : zone méso-endémique
- IP entre 51 et 75% : zone hyper-endémique
- IP supérieur a 75% : zone holo-endémique


http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/4/47/Malaria_LifeCycle(French_version).GIF

e L’indice splénique (IS): c’est le pourcentage d’enfants examinés présentant une
splénomégalie. 1l est apprécié chez les enfants de 2 a 9 ans non soumis a une

chimiothérapie.

e L’indice gamétocytique (IG) qui permet d’évaluer le potentiel parasitaire d’infection de la
population humaine. Il est défini par la proportions de porteurs de formes sexuées
(gamétocytes) du parasite dans une population, a un moment donné, dans une zone

géographique déterminée.
2.6.2. Chez I’anophele
L’importance du rdle des anopheles dans la transmission est évaluée par deux indices:

e L’indice sporozoitique (IS) qui permet de mesurer le potentiel parasitaire d’infection de la
population anophélienne. Il est défini par la proportion d’anophéles femelles ayant des
sporozoites dans les glandes salivaires. On détermine préférentiellement cet indice chez les

femelles d’anopheles capturées sur homme.

e Le taux d’inoculation entomologique (TIE) est un indicateur de la transmission de
I’infection. Il est défini par le nombre de piqures infectées d’anopheles regues par un
individu dans une unité¢ de temps déterminée (PI/H/an). Il est le meilleur indicateur de la
dynamique de la transmission du paludisme. Selon le niveau de la transmission, les zones
d’endémicité ont été classées dans la zone afro-tropicale en Facies épidémiologiques
(Mouchet, 1993).

e L’indice oocystique (I0): c’est le pourcentage d’anopheles disséquées hébergeant des
oocystes.

2.7. Facteurs favorisants

v Facteurs environnementaux: Température et humidité élevées, Pluviométrie, présence de

gites larvaires,
v" Facteurs socioéconomiques: Faible niveau de développement
v’ Facteurs anthropiques: Irrigations, bassins de rétention, aménagements,
2.8. Répartition géographique
Le paludisme sévit & I’état endémique du 35 degré de latitude nord au 25°™ degré de latitude

sud (figure 2) [17, 39, 41].
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- En Afrique, le paludisme sévit en Afrique du nord sous formes de foyers ou existent surtout
P. vivax, et trés rarement P. malariae. 1l est endémique dans toute 1’ Afrique intertropicale
ou I’on rencontre P. falciparum responsable de 80 a 100% des acces, P. malariae et plus
rarement P. ovale. P. vivax est quasi absent sauf a Madagascar.

- En Amérique, on le trouve en Amérique centrale et en Amérique du sud, dans la zone
amazonienne. P. falciparum et P. vivax est le plus souvent en cause.

- En Asie, il existe pratiquement partout (Moyen Orient, Inde, Indonésie, Asie centrale et du

sud-est) ou prédominent P. falciparum et P. vivax.

Figure 2: Répartition du paludisme dans le monde

2.9. Immunité dans le paludisme

2.9.1. Immunité innée

L’immunité innée se distingue de I'immunité acquise par le fait qu’elle s’active tres
rapidement, sans immunisation, sans vaccination préalable. Elle se met en place des le début de
toute infection et se maintient jusqu’a la mise en place de I’'immunité acquise. L’immunité
innée est ainsi considérée comme la premiere ligne de défense de 1’organisme. Elle aide a la

mise en place de I'immunité acquise qui est plus ciblée et spécifique du pathogene.
Elle se voit chez les porteurs d'hémoglobinopathies: HbAS, Thalassémie, hémoglobine fcetale

L’hémoglobine S et C protégent des formes séveres par diminution de la cytoadhérence des

hématies parasitées. Le groupe sanguin O diminue le rossetting.
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2.9.2. Immunité acquise : Prémunition

C’est une immunité acquise progressivement dans le temps en 5 ans et plus (au prix d’une
mortalité infantile élevée), labile, qui disparait en 12 a 24 mois chez le sujet immun qui quitte
la zone d’endémie.

Les populations semi-immunes sont ainsi moins sujettes aux acces simples et mieux protégées

contre 1’évolution vers un acces grave.

Elle n’empéche pas la présence de parasites dans 1’organisme : c’est justement cette présence
régulicre, renouvelée ou renforcée a chaque piqire infectante qui la fonde. Plus la transmission
du paludisme dans une zone est importante, c’est-a-dire plus les piqlres infectantes sont

nombreuses, plus la prémunition développée par la population sera forte.

La prémunition fait totalement défaut aux sujets « neufs », expatriés et voyageurs venant de
zones sans paludisme, et en zone d’endémie palustre, partiellement défaut aux femmes
enceintes, aux enfants, aux personnes atteintes de déficits immunitaires (VIH notamment) et les
splénectomisés. Elle est également peu développée chez les sujets vivant en zone de paludisme
instable.

Elle est incompléte et transitoire. Elle persiste seulement par les ré-infestations en un temps

variable selon les faci¢s épidémiologiques.

3. DIAGNOSTIC DU PALUDISME
3.1. Diagnostic clinique

3.1.1. Acces simple de primo-invasion

Il survient chez les sujets non immuns, enfants de 4 mois a 4 ans en zone d’endémie de

paludisme stable.

La symptomatologie clinique de I’acces palustre simple est celle d’une gastro-entérite fébrile

céphalalgique:

- fievre > 39°C, continue en plateau ou rémittente,

- malaise général : céphalées, sueurs, frissons, myalgies,

- troubles digestifs : anorexie, nausées, vomissements, diarrhée.

L’acces simple, correctement et rapidement traité, évolue vers la guérison en 48 heures [3, 9,
24]. En l’absence de traitement la fiévre persiste et évolue vers [’accés de reviviscence

schizogonique.
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3.1.2. Acces de reviviscence schizogonique a fiévre périodique

Ils sont liés a I’éclatement synchrone de schizontes mdrs.

Ils sont caractérisés par une fiévre intermittente dont la périodicité dépend de I’espéce en

cause :

- Pour P. falciparum, P. ovale et P. vivax elle est de 48 heures (fievre tierce)

- Pour P. malariae elle est de 72 heures (fievre quarte).

Le déroulement des acces est stéréotypé [4] :

- Frissons qui durent une heure au cours de laquelle la température augmente

- Chaleur, période de 3 a 4 heures pendant laquelle la température continue de s’¢lever
jusqu’a 40-41°C

- Sueurs qui durent de 2 a 4 heures au cours desquelles se produit une défervescence, la

température tombant < 37°C, avec parfois une hypothermie.

Le traitement amene une guérison rapide.

Des rechutes ou acces de reviviscence tardive peuvent survenir dans un délai de 2 a 5 ans en
cas d’infection a P. ovale et P. vivax. Des recrudescences ont €té observées dans un délai de

plus de 10 ans pour P. malariae. Elles sont exceptionnelles pour P. falciparum.

En cas d’infection a P. falciparum, en 1’absence de prise en charge thérapeutique rapide et
efficace, I’évolution peut se faire a tout moment vers un paludisme grave (d’ou le nom de
fievre tierce maligne). C'est un tableau de neuropaludisme avec convulsions, splénomégalie,

paleur des muqueuses (traduction de I’hémolyse aigué€) et hépatomégalie.
3.1.3. Paludisme de la femme enceinte

Tout paludisme chez une femme enceinte doit étre pris en charge rapidement pour éviter les
complications materno-feetales. Lorsqu’il s’accompagne de vomissements il doit étre considéré

comme un paludisme grave.

La fiévre reste le maitre symptome de I’infection. Les motifs de consultations sont médicaux

dans la moitié des cas : fiévre isolée ou associée a des vomissements, ictére, anémie.

Mais ils peuvent aussi étre obstétricaux : la fievre est alors associée a une manifestation
obstétricale : par ordre de fréquence des contractions utérines, une rupture prématurée des

membranes, des métrorragies ou plus rarement une €clampsie.
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3.2. Diagnostic biologique

3.2.1. Modifications hématologiques et biochimiques non spécifiques

Les modifications hématologiques concernent les trois lignées sanguines :

v Diminution du taux d’hémoglobine : anémie normochrome, mais souvent hypochrome a

cause des carences nutritionnelles associées chez les enfants en zone intertropicale

v Hyperleucocytose a polynucléaires neutrophiles chez I’enfant, parfois présence de
my¢loblastose, puis monocytose. La présence de polynucléaires et/ou mononucléaires
pigmentés (contenant de I’hémozoine) est fréquemment observée. Elle est associée au

paludisme grave mais peut aussi témoigner d’un acces palustre traité.

v" Thrombopénie (une thrombopénie < 150000 plaquettes/uL de sang est souvent associée au

paludisme et < 100000/uL au paludisme sévére).

Les modifications des constantes biochimiques portent sur les fonctions hépatiques et rénales et

dépendent de la gravité du paludisme:

- Elévation des transaminases hépatiques
- Augmentation de la bilirubinémie
- Hypoglycémie

3.2.2. Diagnostic parasitologique

v Prélévements
Le prélevement sanguin est réalisé au moment de 1’acces thermique par piqiire au bout du doigt

ou par ponction veineuse dans un tube contenant un anticoagulant (par exemple EDTA).

v" Technique
Elle repose sur I'examen microscopique d'un frottis sanguin (FS) mince ou épais et/ou d'une
goutte épaisse (GE) colorés par le Giemsa.
Le FS a I’avantage de pouvoir étre coloré et lu rapidement. La GE permet une concentration
parasitaire. Les délais de coloration et de lecture sont plus longs. Le résultat d’un FS peut étre

obtenu en quelques minutes, celui d’une GE requiert au moins 30 minutes.

v Résultats
L’examen du FS et de la GE permet de mettre en évidence les formes sexuées et asexuées des
parasites intra-érythrocytaires et de porter un diagnostic d'espece plasmodiale. La fiabilité du

résultat nécessite un technicien bien entrainé, et un équipement de bonne qualité.
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Pour faire le diagnostic d’espéce des plasmodies plusieurs caractéristiques sont prises en
compte : la taille et les modifications morphologiques de I’hématie-hote d’une part et, d’autre
part les caractéristiques des hématozoaires. Le stade (ou les stades) évolutif(s) des parasites,
leur forme, 1’abondance et I’aspect de 1'hémozoine ou pigment palustre, 1’aspect morphologique
des différents stades évolutifs, trophozoites, schizontes et gamétocytes sont étudiés pour aboutir

au diagnostic d’espece. (Figure 3)

L’examen révele la présence soit de trophozoites, soit de trophozoites avec des gamétocytes,
soit de gamétocytes. La présence de gamétocytes seuls ne signe pas 1’acces palustre. Elle
témoigne soit d’un traitement récent pour un accés palustre, soit de la circulation des

gamétocytes chez 1’hote, réservoir de parasites.
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Figure 3: diagnostic différentiel des espéces plasmodiales a la microscopie

v Intérét
Il permet un diagnostic de certitude du paludisme.

La numération des formes asexuées (trophozoites) de P. falciparum sur le FS ou la GE avant

I’administration du traitement antipaludique est indispensable, non seulement pour Ile
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diagnostic, mais aussi pour la classification de 1’acces palustre et le suivi des échecs

thérapeutiques.

3.2.3. La technique microscopique par fluorescence

La coloration fluorescente des acides nucléiques par I’acridine orange : le malaria-test QBC

(quantitaive buffy-coat) (Figure 4). Cette technique nécessite un équipement particulier. Sa

sensibilité est de 5 hématies parasitées/uL [32, 49].

Figure 4: Recherche de plasmodium par la technique QBC Malaria

3.2.4. Diagnostic immunologique spécifique

v" Recherche d'antigénes par immunochromatographie (Tests de Diagnostic Rapide,

TDRs)
» Principe

Ils se sont basées sur la mise en évidence soit de 1'Histidine Rich Protein 2, spécifique de P.
falciparum, soit de la Lactate Déshydrogénase du parasite, soit de 1’Aldolase [10].

Des anticorps monoclonaux dirigés contre ces enzymes sont fixés sur une bandelette de
nitrocellulose. Apres la mise en contact avec le sang, la présence de l'antigéne est visualisée par
action d'un deuxiéme anticorps révélateur (mono ou polyclonal selon le test utilis¢).

La réponse est rapide (moins de 15 minutes), visuelle sous forme d'un trait sur la bandelette et

ne nécessite donc pas d’étre réalisée par un technicien qualifié (Figure 5).
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Le prélevement est identique a celui effectué pour la réalisation d’un FS, par ponction de sang

capillaire au bout du doigt.

Figure 5: Exemple de test de diagnostic rapide de paludisme

> Les antigénes détectés

o HRP2 (Histidine Rich Protéine 2) est une glycoprotéine spécifique de P. falciparum.
Présente dans la membrane et le cytoplasme du parasite, elle est aussi sécrétée et se retrouve
dans le plasma [11]. Elle est produite uniquement par les formes asexuées et les gamétocytes
jeunes [12]. En revanche, cette glycoprotéine peut persister plus de 15 jours dans le sang
périphérique apres un traitement bien conduit, ce qui exclut une surveillance post-traitement
basée sur sa détection [13]. Les premiers anticorps monoclonaux anti-HRP2 étaient des IgG, ce
qui a conduit a de faux diagnostics positifs en présence de facteurs rhumatoides [14]. Avec les
tests actuels, ce phénomene a été drastiquement réduit par utilisation de monoclonaux IgM. La
sensibilit¢ des TDR est de 1’ordre de 100 parasites/uL. Cette sensibilité est variable car la
production d’HRP2 peut varier selon les clones parasitaires, de surcroit, il existe des variantes
antigéniques, expliquant certaines baisses d’affinité de I’anticorps monoclonal anti-HRP2. Ils
seraient plus fréquents dans la zone Asie-Pacifique [15].

o pLDH (Plasmodium lactate déshydrogénase) est une enzyme glycolytique produite par
les formes asexuées et sexuées de tout age [16]. Son activité est proportionnelle a la

parasitémie, et sa clairance rapide rend possible le suivi post-thérapeutique [17]. Il existe
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plusieurs iso- enzymes de la pLDH. Les trousses commercialisées détectent la pLDH de P.
falciparum, celle de P. vivax, ainsi que la Pan pLDH commune aux quatre espéces. Leur
sensibilité pour la détection de P. falciparum et P. vivax serait de 1’ordre de 100 a 300
parasites/uL, comparable a celle du frottis et donc acceptable [18]. En revanche, leur pouvoir
de détection des paludismes a P. ovale et P. malariae est médiocre [19]. En conséquence, il
n’est pas rare, en cas d’infection par une de ces deux espéces, d’avoir un frottis positif et un test
immuno-chromatographique négatif.

o Aldolase est une enzyme du cycle glycolytique des plasmodies. Parmi les différentes
iso enzymes existantes, seule celle de P. vivax et celle commune aux quatre espéces sont
détectées. Concernant le paludisme a P. vivax, les tests détectant 1’aldolase apparaissent moins
performants que ceux recherchant les pLDH. Pour les infections a P. ovale et P. malariae, la
détection de la pan-aldolase a de mauvaises performances, similaires a celles obtenues avec la

recherche des pLDH parasitaires

» Techniques

Plusieurs techniques sont disponibles actuellement: Parasight®, ICT Malaria P.f. Test,
OptiMal®, SD antigen®, SD Bioline Malaria®. Certains tests ne mettent en évidence que P.

falciparum, alors que d’autres permettent le diagnostic des quatre espéces.
> Résultats

La sensibilité des TDRs est bonne, en comparaison avec la GE, pour des parasitémies > 50/pL
de sang (Tableau IV). Actuellement, de nombreux tests sont mis sur le marché. Ils doivent étre
validés avant d’étre mis a la disposition des structures de santé en terme de sensibilité et de

spécificité.

Tableau IV: Sensibilité des différentes méthodes diagnostiques du paludisme
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> Intérét

Ils permettent un diagnostic rapide du paludisme ne nécessitant aucun équipement lourd. Leur
réalisation n’exige pas de technicien bien entrainé mais requiert seulement une formation qui
ne demande pas de compétences particulieres. L’intérét du test de détection de la LDH est de
permettre un suivi de I’évolution de la maladie aprés traitement car il n’est positif que si les
parasites sont vivants. Bien que le colt reste, pour certains, encore trés ¢élevé, une bonne
utilisation des TDRs permettrait d’éviter les diagnostics de paludisme par exces dans les fievres

et diminuerait la charge financiére des traitements administrés inutilement.
v" Recherche des anticorps spécifiques

Elle n’a aucun intérét pour le diagnostic d’urgence. Elle est réservée aux enquétes
épidémiologiques et a la détection du paludisme dans les poches de sang avant la transfusion.
Elle a une utilité pour le diagnostic du paludisme viscéral évolutif (PVE) [18].
L'immunofluorescence indirecte, en utilisant comme antigéne des frottis sanguins de sujets

parasités, est la technique la plus courante.

3.2.5. Diagnostic moléculaire

v' LaPCR

C’est la technique la plus sensible qui permet de détecter de trés faibles parasitémies de I’ordre
de 0.3 parasite/ul de sang avec une possibilit¢ de quantification de I’ADN plasmodial. Elle est
d’un apport appréciable dans I’identification des espéces plasmodiales, le suivi post-
thérapeutique et 1’étude des génes impliqués dans la résistance aux antipaludiques. Ses

exigences en matériel et son colit font qu’elle soit encore réservée aux laboratoires spécialisés.

v Amplification isotherme de I’ADN induite par boucle: LAMP

Il s'agit d'un test moléculaire qui s'appuie sur la technologie Loop-Mediated Isothermal
Amplification (LAMP - technologie d'amplification isotherme médiée par des boucles) qui
amplifie ' ADN et détecte la présence du parasite du paludisme [25]. II est simple et rapide et

peut se réaliser sur I'Illumipro-10" (Illumigene® Malaria) [33].
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4. TRAITEMENT DU PALUDISME [6, 12, 13, 45]

4.1. Traitement du paludisme simple

Le traitement repose sur les combinaisons thérapeutiques a base d’artémisinine (CTA).
Les CTA utilisés sont peu nombreux: Artésunate-Amodiaquine (AS-AQ); Artéméther-
Luméfantrine; Artésunate-Méfloquine. Ces médicaments sont indiqués exclusivement a visée

curative. Le traitement se fait en trois jours et la dose est fonction de la CTA.

4.2. Traitement du paludisme grave et compliqué

Artésunate 2,4 mg/kg de poids corporel administrés par voie intraveineuse (IV) ou
intramusculaire (IM) a I’admission (t = 0), puis 12 h et 24 h plus tard et, par la suite, une
fois par jour jusqu’a ce que le patient puisse prendre ses médicaments par voie orale.
Si on n’a pas d’artésunate injectable, il peut €tre remplacé par 1’artéméther ou la
quinine [41] :

e Artéméther : 3,2 mg/kg de poids corporel a ’admission puis 1,6 mg/kg par jour

e Dichlorhydrate de quinine : 20 mg de sel de quinine/kg (dose de charge) a

I’admission, puis 10 mg/kg toutes les 8 h.

5. PROPHYLAXIE DU PALUDISME

5.1. Chimio prophylaxie

5.1.1. Chimioprophylaxie des expatriés et des voyageurs

La prophylaxie médicamenteuse est indispensable pour les zones a P. falciparum. Elle n’est pas
efficace a 100 %. Elle doit étre prise pendant tout le séjour et apres le retour pendant une durée

variant avec 1’antipaludique.

La durée de la chimio prophylaxie a été modifiée : jusqu’ici limitée aux trois premiers mois de

s¢jour, elle a été prolongée a six mois.
5.1.2. Traitements préventifs intermittents

Les traitements préventifs recommandés par I'OMS comprennent le traitement préventif
intermittent (TPI) pour les femmes enceintes, le traitement préventif intermittent des enfants
(TPIn), et la chimioprévention du paludisme saisonnier (CPS). L'objectif de ces interventions
est de prévenir l'infection palustre en conservant des taux sanguins thérapeutiques pendant la

période ou le risque de transmission est le plus élevé.
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5.2. Lutte antivectorielle

v' Aménagements de ’environnement destiné a diminuer le nombre de gites anophéliens ;
v' Aspersions intra-domiciliaires d’insecticides a effet rémanent ;

v" Moustiquaires imprégnées d’insecticides (deltaméthrine, perméthrine);

v’ Ports de vétements imprégnés de perméthrine (utilisés par les armées);

v Répulsifs (insecticides ou répellents). Beaucoup de répulsifs sont disponibles sur le marché.

Deux produits sont recommandables en pratique : le DEET et le KBR 3023.

v Technique de l'insecte stérile : elle permet 1'éradication ou la diminution d'une population
d'insectes, les males irradiés par un rayonnement gamma (bombe au Cobalt 60) deviennent

sexuellement stériles a cause de mutations dominantes au niveau du sperme.

5.3. Vaccination

Les vaccins candidats sont basés sur les divers antigenes issus des différents stades du cycle

évolutif parasitaire [2]:

v Vaccin anti-stade pré-érythrocytaire: le vaccin RTS, S/AS01 (Mosquirix®); le plus avancé
des vaccins, actuellement en phase 3 de test [1];
v" Vaccin anti-stade sanguin asexué: (vaccin MSP/RESA);

v" Vaccin bloquant la transmission.

Les antigénes variant de surface (AVS) exprimés par les parasites adhérents au placenta (AVS-
PAP) sont des candidats prometteurs pour une vaccination spécifique contre le paludisme de la

femme enceinte |7, 21, 46, 48, 50, 53].
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1. CADRE DE I’ETUDE

L’¢étude a été menée aux niveaux des postes de santé de Mako (zone méso-endémique avec
taux de prévalence parasitaire > 10%) et de Keur Socé (zone hypo-endémique avec taux de

prévalence parasitaire < 10%).
1.1. Poste de santé de Keur Socé

Il est situé¢ dans la zone de responsabilité du district sanitaire de Ndoffane, dans la zone centre

du Sénégal, a environ 20 kilometres de la ville de Kaolack (Figure 6).

Le climat est de type soudano-sahélien avec des températures oscillantes entre 24°C et 40°C ;
des extrémes de 15°C en janvier et 44°C en juillet. La pluviométrie est en moyenne de 632,7

millimeétres par an.

La transmission du paludisme au niveau de cette localité est strictement saisonniere, durant la

saison pluvieuse. Les principaux vecteurs appartiennent au complexe Anopheles gambiae.

La zone de Keur Socé présente un relief plat avec des dépressions inondables en saison
pluvieuse constituant de potentiels gites larvaires pour les anophéles. Dans cette localité sévit

un paludisme saisonnier avec une recrudescence pendant I’hivernage.

Figure 6: Situation géographique de Keur Socé
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1.2. Poste de santé de Mako

Le site a transmission élevée choisi était le poste de Santé de Mako. Il appartient au District
Sanitaire de Kédougou qui est situé dans le département de Kédougou qui fait office de chet-
lieu de région. Il a une superficie de 6149 km? et une densité de 10,6 hbts/Km?”. Ce département

est situé¢ a ’extréme sud-est du Sénégal (Figure 7).

La zone est constituée principalement de pistes souvent non praticables durant 1’hivernage.
Topographiquement, le district de Kédougou présente un relief trés accidenté, c’est une
succession de plateaux, de cours d’eau, de cascades et de collines. Le réseau routier est
défectueux, les routes nationales ainsi que les routes secondaires et les pistes sont en trés
mauvais état. Les moyens de transport sont rares. Pendant la saison des pluies, certains villages
restent isolés pendant plus de trois mois.

La zone est comprise dans les zones climatiques soudano sahélienne et soudano guinéenne,
avec une moyenne pluviométrique de 1199,7 mm/an, la plus élevée du Sénégal apres

Ziguinchor. La saison des pluies dure 4 a 5 mois. Il est soumis au Harmattan d’Octobre a Avril.

Mako

Figure 7: Situation de Mako dans la région de Kédougou
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2. TYPE ET PERIODE D’ETUDE

Il s’agissait d’une étude longitudinale qui s’est déroulée du 2 octobre au 9 décembre 2017.

3. POPULATION D’ETUDE

3.1. Taille de I’échantillon

La taille de 1’échantillon de la population retenue pour I’étude a été fixée a 120 individus, avec

un ratio de 1:1 entre les zones de transmission élevée et les zones de faible transmission.

Il n’y a pas de vérification d’hypothése associée a cette étude et, par conséquent, aucun calcul
de taille de I’échantillon n’a été fait. Le choix de la taille retenue est fondé sur la nécessité de
produire des données liées a la persistance d’HPR2 a partir d’'un nombre relativement ¢levé

d’individus pour générer des résultats présentant une bonne validité externe.
3.2. Critéres d’inclusion
Etaient inclus dans 1’étude des individus:
» Agés de 10 ans ou plus
» Les femmes non-enceintes
» Présentant une infection a P. falciparum confirmée par TDR et microscopie
» Avec une parasitémie inférieure a 100,000 p/uL
» Ne présentant pas de paludisme compliqué
3.3. Critéres de non inclusion
Etait exclus dans cette étude tout individu:
» De moins de 10 ans
» Toute femme enceinte
» Avec un TDR négatif et/ou une microscopie négative
» Avec une parasitémie égale ou supérieure a 100,000 p/pL

» Avec un paludisme sévére
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3.4. Critéres d’exclusion

» Etaient exclus de I’analyse des données les participants:
» Perdus de vue

» Présentant une recrudescence ou une réinfection

» Ayant retiré leur consentement

» Ayant une délétion PfAHRP2/3

4. COLLECTE DE DONNEES

4.1. Outils de collectes
L’outil de collecte de données était représenté par le formulaire de rapport de cas (CRF) qui

¢tait destinée a recueillir les informations sociodémographiques et biologiques des patients.

4.2. Suivi des sujets
Chaque participant s’est vu attribuer des rendez-vous de suivi au deuxiéme jour suivant le
recrutement (J2), a J4, J6, J10, J14, J18, J22, J26, J30, J34, J38, J42, D42, J46, J50, J54, J58 et
J62. A chacune de ces visites de suivi, un échantillon de sang capillaire a été recueilli au doigt
afin d’effectuer immédiatement deux TDR (standard et haute sensibilité) et un frottis sanguin
(approximativement une goutte de sang). Deux confettis de sang séché (correspondant

approximativement a deux gouttes de sang) ont été ¢galement préparés.

En cas de résultat négatif du TDR-HS apres trois visites de suivi consécutives, le suivi est

interrompu pour le participant concerné.

S. MATERIELS ET METHODES DE LABORATOIRE

5.1. Tests de diagnostic rapide

Le TDR standard (SD), actuellement recommandé au Sénégal, est le TDR utilisé pour cette

étude: SD Bioline Malaria Ag P.f (05FK50).

Le TDR HS est 1'Aleret™ Malaria Ag P.f Ultra Sensitive (05FK140): c’est un test in vivo,
qualitatif ultra sensitif permettant de détecter de tres faible concentration de HRP2 a I’ordre de

0.08 ng/ml. Il a une sensibilité¢ de 99% et une spécificité de 98.6% (IC 95%).

Les TDR ont été utilisés conformément aux instructions du fabricant et les résultats ont été

enregistrés qualitativement comme positifs ou négatifs.
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5.2. PCR

L'échantillon de sang recueilli dans le papier filtre de Watman a été centralisé en laboratoire.

L'ADN de P. falciparum a été extrait du papier filtre Watman par la méthode chelex décrite par
Wooden [54]:

>
>
>

YV V. V V V

Porter des gants stériles pour minimiser les contaminations.
Numéroter les tubes de 500 pl conformément aux numéros des papiers filtres a traiter.
Avant de découper les confettis de sang suivant il faut:

v Toujours nettoyer les ciseaux avec de 1’alcool et de 1’eau stérile.

v" Sécher les ciseaux avec du coton.
Découper approximativement 3mm? des confettis et le placer dans le tube Eppendorf
correspondant.
Ajouter 0,8 ml de saponine 0,5% (soit 0,5g de saponine dans 100 ml d’eau distillée)
Centrifuger les tubes a 150 tours pendant 10 minutes.
Fermer les tubes et laisser incuber durant toute la nuit a température ambiante
Enlever le surnageant et laver 2 fois avec du PBS 1X pendant Sminutes
Ajouter 150 pl d’eau et 75ul de chelex 20% dans chaque tube (5g de chelex dans 25ml
d’eau).
Chauffer les tubes sur plaque pendant 8 minutes a 100°C en les vortexant toutes les 4
minutes.
Laisser refroidir les tubes puis centrifuger au maximum pendant 5 minutes
Transvaser le surnageant qui contient I’ADN dans de nouveaux tubes en prenant soin de
noter tous les numéros.
Stocker les ADN ainsi extraits dans un congélateur a —20°C apres les avoir refroidi a la

température ambiante.

Les échantillons d'ADN extraits ont été amplifiés par une PCR quantitative avec 1’appareil

Apply Biosystem 7300 en utilisant:

v Amorces sens (55GTAATTGGAATGATAGGAATTTACAAGGT3")
v Amorces anti-sens (5TCAACTACGAACGTTTTAACTGCAAC3")
v' Sonde TagMan® (5'-FAM-AACAATTGGAGGGCAAG-NFQ-MGB-3") spécifique

des génes de I'ARN ribosomique 18S multicopie.

Chaque réaction de 25 pl contient:
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o 5,0 ul d'eau Milli-Q;

e 1,0 ul d’amorces 18S Pf Forw (stock 10uM)

e 1,0 ul d’amorces 18S Pf Rev (stock 10uM)

e 0,5ul d'une sonde TagMan®,

e 12,5ul de 1'Universal Probe PCR Master Mix (2x),
e 5Sul d'échantillons.

Le programme qPCR défini dans la machine Apply Biosystem 7300 comprenait les étapes

suivantes:

e FEtape AMPerase: 50°C pendant 2 minutes,

e Dénaturation: 95°C pendant 10 minutes,

e C(Cyclage (dénaturation): 95°pendant 15 secondes
e Hybridation et extension: 60°C pendant 1 minute

e Répétez le cycle 45 fois.

Chaque plaque de PCR comprenait 2 réplicats d'eau en tant que controle sans matrice (NTC), 2

réplicats de chaque étalon et les échantillons d'ADN extraits également en double.

5.3. Test de HRP2 Luminex

Un test Luminex développé a ISGlobal a été utilisé pour la détection et la quantification de

HRP2 a partir de taches de sang séché (DBS).

6. SAISIE, ANALYSE ET GESTION DES DONNEES

6.1. Saisie et Analyse des données
Les données obtenues au cours de notre étude ont €été analysées par Excel et le logiciel Stata.
Les variables quantitatives ont ét¢ décrites en termes de moyenne, médiane, écart-type et
interquartile. Des comparaisons intergroupes ont été effectuées en utilisant le test Anova ou
Mann-Withney en fonction des conditions d’application. Les variables qualitatives ont ¢été
décrites en termes d’effectif et de pourcentage. Le seuil de signification des tests statistiques

était de 5 %.
6.2. Gestion des données

A la fin de I’étude, tous les cahiers d’observation étaient acheminés au service de Parasitologie
de la Facult¢ de Médecine de Dakar. Les données sources étaient conservées sous la

responsabilité de I’investigateur principal qui devrait prendre toutes les mesures nécessaires
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pour empécher toute destruction accidentelle ou prématurée de ces documents. L’ investigateur
conserve tous les enregistrements et toutes les données source pendant quinze (15) ans a
compter de la date de fin de 1’étude. Les lames de GE et frottis et les papiers filtres réalisés

pour PCR seront conservées pour la méme durée.

7. ASPECTS ETHIQUES
Le protocole de notre étude avait été soumis et approuvé par le Comité National d’éthique

de Recherche en Santé (CNERS) le 16 aott 2017.

Cette étude a été réalisée conformément au texte de la Déclaration d'Helsinki adopté par la
18%™ Assemblée Médicale Mondiale en 1964 et a ses amendements et aux Bonnes

pratiques cliniques issues de la Conférence Internationale sur I’Harmonisation (CIH -BPC)

E6(R1).
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RESULTATS

1. LA POPULATION DE L’ETUDE

Un total de 120 personnes a été inscrit a 1'étude, 60 a chaque site. Le recrutement et le suivi

sont résumés a la figure 8. En raison d'une perte de vue ou d'un retrait de consentement 13

personnes ont été exclues de 1’étude laissant un total de 107 personnes suivies. Parmi celles-ci,

un certain nombre d'individus ont été exclus de 1’analyse finale soit en raison d'échantillons

manquants (n=1), de suspicion de délétion de PHRP2 ou de PfHRP3 (n=11), de recrudescence

ou de réinfection démontrée par un deuxieme pic de HRP2 apres J2 (n=7) ou combinaison de

ces observations (n=1). Au total, a ce stade, 87 individus ont été inclus pour l'analyse des

Keédougou

(Hyperendémigue)

60 (100)

5 exclus (B%):

*  Perdudevue:3

®  Retrait consentemant: 2

données.
Site Keur Socé
{Hypoendémique)
Enrdlement 60 (100)
Y
Suivi complet 55 (92%)

Inclus aux données analysées i

L J

B exclus (13%):

¢ Perdudevue B

7 exclus (12%):

»  DElétion Pfhrp2/3:5

+  Recrudescence ou réinfection: 2

48 (30%)

¥

52 [87%)
13 exclus:
o Délétion Pfrp2/3: 6
»  Recrudescence ou réinfection: 5
* |+ Prélevement manquant: 1
»  Délétion Pihrp2/3 et

Recrudescence ou réinfection: 1

» 87(73%)

39 (65%)

[

Figure 8: Apercu des participants a I'étude
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2. CARACTERISTIQUES DEMOGRAPHIQUES DES PATIENTS INCLUS
2.1. Age

L’age médian des patients inclus a I’étude est de 16 ans avec un minimum et un maximum de

10 ans et 54 ans respectivement.

2.2. Sexe

La majorité des patients inclus dans 1’étude était de sexe masculin avec un sex ratio de 1,03.

Mais dans le site de Kédougou, les patients de sexe féminin sont plus représentés a 62,5%.
Les données démographiques de base sont indiquées dans le tableau V.

Tableau V: Caractéristiques de la population de I'étude

Site Study participants Age Sex ratio
[n (%)] [median (min — max)] [% male / % female]
Keur Socé 60 (50%) 15.2 (10 -53) 1.8
Kédougou 60 (50%) 15.8 (10—-54) 0.6
Total 120 (100%) 16 (10 —54) 1.03

3. RESULTATS DE BASE

Tous les participants étaient fébriles avec une infection palustre a P. falciparum confirmé au

moment du recrutement.
3.1. Parasitémie

A I’inclusion, les densités parasitaires moyennes étaient de :

» 8587 p/uL [IC 95%: 4635 p/uL - 15909 p/uL] de moyenne a Keur Socé (n = 48)
» 5496 p/uL [IC 95%: 3362 p/uL - 8987 p/uL] moyenne a Kédougou (n = 39)

3.2. Concentration de HRP2

Les concentrations initiales de HRP2 se sont avérées trés similaires aux deux sites:

» 107,6 ng/ml médiane a Keur Socé (n = 48)
> 109,8 ng/ml médiane a Kédougou (n = 39)

Comme sur la figure 9 la distribution de la parasitémie (A) au départ est identique pour Keur-

Socé (n =48) et Kédougou (n = 39) de méme que celle de la HRP2 (B).
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Figure 9: Distribution de la parasitémie et de la concentration de HRP2 au départ

3.3. Corrélation entre la parasitémie et la concentration de HRP2
Une faible corrélation positive a été observée entre la parasitémie et la concentration de HRP2
au départ (Figure 10). Une grande partie de la variance de la concentration de HRP2 n'est pas

directement expliquée par la parasitémie de référence (R* = 0,29).
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Figure 10: Corrélation entre la parasitémie et la concentration de HRP2 au départ
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4. RESULTATS DU SUIVI

En raison de la régle d'arrét mentionnée ci-dessus (le suivi a été interrompu apres trois résultats
HS-RDT négatifs consécutifs), tous les participants a I'étude n'ont pas été suivis pendant 62

jours. La distribution des jours de suivi est illustrée a la Figure 11.

Nous avons 20 participants qui ont été suivis jusqu’au jour 62. Cependant certains individus ont
arrété a J30 (n = 14) ou plus tot (n = 21). Ces résultats indiquent que les échantillons recueillis
au-dela du jour 42 sont informatifs méme aprés avoir exclu les cas de réinfection ou de

recrudescence.

25

20+ —

154

10+

Number of values

2 6 10 14 18 22 26 30 34 38 42 46 50 54 58 62
Days of follow up

Figure 11: Répartition des participants arrétés en fonction des jours de suivi

4.1. Temps de clairance quantitative de HRP2

La clairance de HRP2 aprés traitement pour chacun des 87 individus inclus dans les analyses de
données est montrée dans la Figure 12. La demi-vie médiane résultante est de 1,1 jour avec un

intervalle interquartile de 0,47 et 3,4 jours.

1054

HRP2 [ng/mL]
extrapolated blood concentration

Day post-treatment

Figure 12: Diagramme de spaghetti de la clairance de la concentration de HRP2 au fil du temps, tel que
déterminé par Luminex (n = 87)

35



La une positivité plus longue de HRP2 est positivement corrélée avec la concentration de HRP2

au départ, bien que faiblement (Figure 13).

108

R2=0.30

104

1034

102

10"+

Day 0 HRP2 [ng/mL]
extrapolated blood concentration

10°-

10!

246 10 14 18 22 26 30 34 38 42 46 50 54 58 62

Last day of positivity by Luminex

Figure 13: Corrélation entre la concentration initiale de HRP2 et le dernier jour de positivité par
Luminex

4.2. Temps de clairance qualitative de HRP2

La positivité¢ du TDR SD et du TDR HS au cours de la clairance de HRP2 aprées traitement est
illustrée a la Figure 14. Trois (3) individus présentaient des résultats positifs de TDR SD et HS
jusqu'au jour 62. Treize (13) autres individus présentaient un TDR HS positif seul (sans TDR

SD) jusqu'au jour 62.

A l'autre extréme, une seule personne a montré des résultats négatifs au TD SD et au TDR HS

au jour 6 ou le suivi a été arrété.

La durée moyenne de la positivit¢ au TDR SD et au TDR HS est de 13,3 et 24,9 jours,
respectivement, en excluant les 16 patients présentant des résultats positifs au 62¢me jour. La

différence moyenne de positivité est de 11,6 jours, allant de 0 a 40 journées.
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Figure 14: positivité post-traitement des TDR SD et TDR HS

Superposition de la positivité du TDR SD (bleu clair) et du TDR HS (bleu foncé) et du suivi total pour
chacun des 87 participants a l'étude inclus dans les analyses de données. Tous les échantillons positifs
par TDR SD étaient également positifs par TDR HS (données superposées).

Les courbes de Kaplan-Meier illustrant une analyse de survie de la positivit¢ de PCR, TDR SD,
et TDR HS post-traitement sont montrées sur la Figure 15.

Le temps de survie médian est de 2 jours pour PCR, 18 jours pour le TDR SD, et 30 jours pour
le TDR HS.
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Figure 15: Courbe de positivité de la survie de TDR SD, TDR HS et PCR
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Discussion

La grande majorité des tests de détection rapide (TDR) existant pour le diagnostic Plasmodium
falciparum reposent sur la détection de I’antigéne de la protéine riche en histidine 2 (PfHR2).
Lorsqu’elle est secrétée, cette protéine spécifique au P. falciparum facilite la détection des
individus infectés. Cependant, on sait qu’elle reste persistante dans le sang pendant plusieurs
semaines apres 1’¢limination du parasite. Cela empéche le suivi du traitement par des TDR
basés sur la détection de ’HRP2. Cette persistance peut entrainer de faux positifs chez des

patients récemment infecté par le P. falciparum.

Les résultats de notre étude montrent pour la premicre fois que de faibles niveaux de HRP2
résiduels peuvent circuler dans le sang total jusqu'a 62 jours apres le traitement. Des études in
vitro ont également ¢été effectuées pour mesurer la production et la sécrétion de HRP2 sur des
¢chantillons de culture de P. falciparum en laboratoire, qui ont été utilisées pour des études de
modélisation [5, 20, 44]. La quantification d’HRP2 a été rapportée dans une étude transversale
de Dondorp et al mais sans qu’un suivi n’ait été effectu¢ pour mesurer 1’élimination de HRP2
de maniére quantitative [5]. Cependant, autant que nous sachions, aucune évaluation de la
persistance post-traitement de HPR2 n’a encore ¢été faite de maniére quantitative et au-dela de
42 jours de suivi puisque ces études sont souvent associées a des études d’efficacité de
médicaments qui, généralement, n’excédent pas ce délai. En effet, de manicre générale, les
¢tudes évoquent la persistance de HRP2 sous ’angle qualitatif uniquement, sur la base de la

positivité des TDR seulement jusqu’a 28 ou 42 jours apres traitement.

Conformément aux études précédentes, une faible corrélation positive a été observée entre la
parasitémie et la concentration de HRP2 au départ. Une grande partie de la variance de la
concentration de HRP2 n'est pas directement expliquée par la parasitémie de référence (R2 =
0,29). Dans une étude mesurant le taux de HRP2 dans le sang et le plasma, Desakorn V et al
ont montré que les taux de HRP2 dans le sang total étaient significativement corrélés avec la
parasitémie d'admission (r = 0, 76, p <0 ,001) et le stade de développement du parasite (r =
0,43, P <0.01) [19].

La demi-vie médiane résultante est de 1,1 jour avec un intervalle interquartile de 0,47 et 3,4
jours. Ceci semble étre significativement plus court que les résultats précédemment publiés au
Sénégal avec une demi-vie de clairance médiane de 3,0 jours avec un intervalle interquartile de

2,1 et 4,5 jours [44].
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La positivité plus longue de HRP2 est positivement corrélée avec la concentration de HRP2 au
départ. Les données de clairance de HRP2 semblent suivre une désintégration de premier ordre,

comme précédemment rapporté par certaines études [36, 44].

Le temps de positivit¢ médian est de 2 jours pour PCR, 18 jours pour le TDR SD, et 30 jours
pour le TDR HS.

La durée moyenne de la positivit¢ du TDR SD et du TDR HS est de 13,3 et 24,9 jours,

respectivement. La différence moyenne de positivité est de 11,6 jours, allant de 0 a 40 journées.

La persistance de la HRP2 aprés le traitement et 1’¢limination du parasite a été¢ décrite par de
nombreuses études [8, 26, 28, 30, 52]. Dans une étude pédiatrique menée a Zanzibar avec une
période de suivi de 42 jours apres le traitement d’infections non compliquées a P. falciparum,
le temps moyen de clairance d’HRP2, déterminé par la positivit¢ de TDR, a été établie a 28
jours [30]. Il est intéressant de noter qu’il n’a pas été trouvé de corrélation entre la parasitémie
au moment du recrutement des patients (située entre 2000 et 250 000 parasites par pL de sang)
et le temps d’élimination de HRP2. On ne connait cependant pas le rapport qui est fait dans
cette ¢tude entre la parasitémie et le niveau de HRP2. Les temps moyens de clairance étaient de
28 (07 a > 42) jours pour les TDR basés sur HRP2 et 02 (01 a 28) jours pour la PCR en temps
réel. [5].

Les résultats de notre étude ont également montré 1’absence de différence biologique ou

épidémiologique entre les deux zones.
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Le paludisme constitue la premicre endémie des régions tropicales du globe ou il pose un
probléme majeur de santé publique. Selon 1’Organisation Mondiale de la Santé, on estime que
le nombre de cas de paludisme est passé de 233 millions en 2000 a 216 millions en 2016. Selon
les estimations, le nombre de décés imputables au paludisme a reculé¢ de 985000 en 2000, a
445000 en 2016. Une baisse de la charge de morbidité palustre a été observée dans presque
toutes les régions du monde.

Malgré les progres de lutte contre ce fléau, la maladie reste pourtant endémique surtout en
Afrique. Au Sénégal plus particulierement, des défis demeurent encore, notamment ceux en
rapport avec 1’accés universel aux interventions majeures comme [ utilisation des
Moustiquaires Imprégnées a Longue Durée d’Action (MILDA) et le traitement par les
combinaisons thérapeutiques a base d’artémisinine (CTA) jusqu’au niveau communautaire
apres un diagnostic avec les tests de diagnostic rapide (TDR).

La plupart des TDR, reposant sur la detection de la protéine riche en histidine (HRP2),
offrent une limite de détection similaire a celle de la microscopie optique, avec I’avantage
qu’ils sont plus simples a effectuer et que leur temps de réponse est plus court. Mais
I’inconvénient de ce biomarqueur est sa persistance dans le sang apres 1’élimination du
parasite. Peu de données sont disponibles en ce qui concerne la clairance de la HRP2.

C’est dans ce contexte que nous nous proposons de combler cette lacune dans notre
connaissance du P. falciparum en conduisant une étude longitudinale qui nous permettra de
mesurer quantitativement la persistance d’HRP2 apres le traitement de cas cliniques de
paludisme a P. falciparum confirmés et I’élimination du parasite.

Un total de 120 individus fébriles se présentant spontanément dans les deux postes de santé a
¢té recrutés dans cette ¢tude pour évaluer la persistance de HRP2 sur une longue période de
suivi de 62 jours (du 2 octobre au 9 décembre 2017) et profiter d'un test basé sur Luminex pour
quantifier les taux sanguins de HRP2. A ce stade, des données provenant de 87 individus ont

¢été incluses pour l'analyse des données.

Les résultats de 1'étude montrent pour la premiére fois que de faibles niveaux de HRP2
résiduels peuvent circuler dans le sang total jusqu'a 62 jours apres le traitement. Les analyses
biostatistiques préliminaires indiquent une demi-vie d'élimination médiane de HRP2 de 1,1

jour.
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Comme prévu, la sensibilité analytique accrue du TDR HS se traduit par une positivité post-
traitement plus longue par rapport au TDR SD utilisé dans cette ¢tude, de 11,6 jours en
moyenne. Ce phénomene devra étre pris en compte lors de la planification des interventions de
dépistage et de traitement basées sur le TDR HS.
A la fin de notre étude et au vue des résultats obtenus, il nous parait important d’émettre
certaines recommandations :

e Toujours chercher le dernier épisode de paludisme ;

e S’il y’aun épisode récent, confirmer le TDR positif par un examen microscopique ;

e Doter toutes les structures de santé d’un microscope et d’un technicien.
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