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| - INTRODULCTION

11.- ENONCE OU PROBLEME



I. lntroduction

Le paludisme, premidre endémie nondiale est une
parasitose provoquée par un protozoaire du genre Plasmodium dont 4
espéces infestent l'homme : & Zralciparum, F ovale. F malariae et
P wiwal.

Le paludisme & plasmodiua ralciparum est le plus grave., car,
responsable de décés, de complications neurologiques, pulmonaires,
rénales chez les personnes non "ilmnunes". L'Afrique Tropicale fait
essentiellement partie des régions ou aucune nésure de lutte
anti-paludique efficace n'existe. alors que le Flaswodiums
falciparum constitue 1'espace parasitaire dominsnte.

La situation de ces 15 derniéres années montre clairement qu'on ne
pourra éradiquer le paludisme dans 1le monde avec les moyens
actuels; et 1l'on a donc basé la stratégie antipaludique en cours
sur des concepts réalistes de lutte (2) que les services de soins
de santé primaires contribuent largement & mettre en oeuvre (40).
Toutefois. méme avec des objectifs plus modestes. on doit faire
tace aux mémes types de contraintes que pour 1'éradication mondiale
du paludisme. & savoir des difficultés financiéres, administratives
et des problémes techniques.

Ces derniers. comprennent une extension de 1la résistance des
anopheéles (vecteurs) aux insecticides(33), 1'apparition et 1la
propagation de la polychimiorésistance de £ ralciparum dans de
vastes régions tropicales. ..

Ces ‘obatacles ont partiellement rendu caduque d'arsenal de lutte
anti-paludique.

Face & cette situation trés préoccupante les recherches en cours se
multiplient pour amélierer les armes de lutte. L'élaboration d'un
vaccin anti-palustre se situe avec d'autres types de recherches au
premier rang, et succite de plus en plus d'espoir. -



1. Enonce dy probleme

Le paludisme représente 1'un des plus graves probléme de
santé publique pour les régions de la ceinture de pauvreté de la
planéte. lortelle et invalidante, cette parasitose a toujours
compronis le développement socio-économique des zones infestées.
Depuis LAYERAN (1880) la connaissance des cycles biologiques
du parasite et du vecteur, a permis d'élaborer des stratégies de
lutte de plus en plus efticaces. Des victoires décisives ont éteé
rempertées aux USA, en ITALIE, & CUBA, ou les populations ne
connaissent plus la maladie depuis plus d'un quart de siecle.

Cependant 1le fléau continue de sévir intensement en Amérique
Latine, en Asie, et en Afrique. Ce sont plus de 2.7 milliards
d'individus, soit 56%¥ de la population mondiale qui vivent dans des
régions impaludées ou aucune nesure de lutte efficiace n'a été
trouvée. FEnviron 48 X des cas notifiés annuellement & 1'ONMS
proviennent des régions sub-sahéliennes d'Afrique (2).

Les habitants de ces régions, sounis alors aux infections
régulidres, developpent lentement pour se défendre, une immunité
naturells. Cet état de prémunition (Sergent 1963), leur permet de
supporter des charges parasitaires élevées. ‘

Avent d'en arriver 1a, les individus restent trés vulnérables,
particulieérement au Flasmodium ralciparux. Les enfants pendant leur
interméde immunitaire, 1les femmes enceintes, les habitants des
régions & transmission sporadique, et ceux nouvellement en contact
avec le parasite, composent le grand groupe & risque.

C'est particuliérement chez les enfants que 1'on rencontre assez
fréquemment les formes meutriéres du paludisme avec tous leurs
corteges de cowmplications et déceés. Le paludisme est la premiére
cause de mortalité au sein de ce groupe & risque en Afrique
sub-saharienne (2). Plusieurs armes de 1lutte sont actuellement
employées : la chimioprophylaxie systématique, mal acceptée des
enfants, souvent mal conduite et favorisant la sélection de souches
plasmodiales résistantes; 1la chimiothérapie précoce des cas
confirmés de paludisme, rendue difficile par 1le polymorphisme
clinique de la maladie, qui complique alors 1le diagnostic de
certitude; la chimiothérapie des acceés fébriles 1intégrée au
systéue de Soins de Santé Primaires qui connaissent des problémes
d'approvisionnement en médicaments anti-paludiques (les zones
rurales étant d'acces difficile en saison pluvieuse, période de
transmission intense) ; enfin la lutte anti-vectorille individuelle
8t collective, couteuse, parfois astraignante et nécessitant une
Planification rigoureuse.

Tous ces moyens de lutte d'efficacités relatives limitent certes
les risques pour les groupes vulnérables. Mais les enfants payent
encore de leur vie ou des sequelles, l'acquisition et 1'entretien
d'un état de prémunition.



L'induction artificielle et précoce d'un état de prémunition
chez les enfants et sujets neufs peut 1leur éviter les effets
porbides et 1létaux du paludisme. Dans nos régions ou son
éridication est impossible & court terme, la mise au point d'un
vaccin efficace représente un atout fort utile pour impérativement
contréler la maladie.

L'intensification de la recherche les dix derniéres années a abouti
4 la mise au point de wvaccins & base d'antigeénes plasmodiaux. Le
(NANP)3; est un vaccin antisporozoitaire de synthése, dont les

essals ont été concluants en laboratoire et chez des volontaires.

Cette étude qui est ls premiere en Afrique, ae propose de
tester son efficacité & immuniser des enfants vivant en zone
d'endémie palustre



III. RAPPELS

1. Historique

2. Aspects épidémiologiques
3. Aspects cliniques

4. Aspects therapeutiques

9. Aspects immunologiques



4.Historique

Le paludisme est une maladie parasitaire dont
1'origine se perd dans la nuit des temps. Les preniéres
descriptions cliniques sont mentionnées dans le papyrus d'Ebers
datant du regne d'Amenophis I®r (1550 avant Jéésus Christ), (36).
Le paludisme a rythmé les pages de 1l'histoire de 1'humanité. Il
participe aux victoires, aux défaites militaires, & 1'expension
écononique et démographique. L'agent vecteur du palidisme a été
découvert le 6 Novembre 1880 & Constantine, et présenté a
1'Acaedémie des Sciences socus le nom d'Oscillaria malarise, le 24
Octobre 1881 par LAYERAN. Le cycle biologique 1le tfut plus
tardivement. Jusqu'éa 1'entre-deux-guerres le seul schizontocide
connu était la quinine extraite de 1'écorce de quinina ; son
origine est controversée (11).

2. Aspects épldémiologiques

La symptomatologie clinique wvarie en fonction des facies

épidéniologiques eux-mémes 1liés & d'autres facteurs : zone de
transuission, réceptivité des individus.

Le polymorphisme épidémiologique explique la notion ‘“des
paludismes” ainsi que la difficulté de préciser les criteres de
diagnostic de 1l'accés palustre.

3. Aspects cliniques

La physiopathologie de la maladie est assez mal connue.
Plusieurs théories sont émises pour expliquer les mécanismes de
constitution des différents symptomes.

Le paludisme infection asymptomatique constitue la premiere
endémie mondiale. Mais la place réelle du paludisme maladie dans la
pathologie générale, 1la morbidité, 1la mortalité sont trés mal
connues. Il sewble apparaitre que le poids du paludisme dans la
santé publique des pays d'endémie, doit étre treés variable d'une
Zone &4 1l'autre.

4. Aspects thérapeutiques

L'isolenent des différents alcaloides extraits de
1'écorce de quinina a permis des progrés considérables dans le
traitement du paludisme. Entre les 2 guerres, les recherches
ont abouti & la synthése de molécules possédant 1l'activité de la

quinine :  amino-4-quinoléines (chloroquine, amodiaquine...).
L'apparition et la propagation de la polychimiorésistance a fait
Progresser la recherche d'autres antipaludéens : les dérivés
alcaloides synthétiques du quinina comme la mnéfloquine ; 1le

ginghaosu et ses dérivés ; certains antibiotiques (cyclines... ).

. Les schémas thérapeutiques différent selon les faciés
épidémiologiques et 1'évolution de 1la polychimiorésistance de
Certaines souches plasmodiales.



5. Aspects Immurologiques du paludisme

5.1. Rappel du cucle évolutif des plasmodiums

Le cycle évolutif des espeéces plasmodiales se déroule en
une phase sexuée chez 1'anophéle femelle (vecteur et héte
aétinitif) et une phase sexuée chez 1'homme (h6te intermédiaire)

anaphele Sporogonie
femelle
(Phase sexueg) 4 Inoculation
~Gamie 75/&5 """"""""" T T repas sanguin)
4
Homme K Sporozojles
phase /
(sanguine asexuee) merovom
: “*— ¢tape hepatique
v

Figure 1 : Cycle évolutif du plasmodium

2.2 Interaction hote—-parasite

L'intéraction entre 1'hdte et le parasite est complexe ;
l'hématozoaire doit éviter les défenses de 1'hite pour se
développer et 1'hdte doit éliminer le parasite.

S5.2.1. Le parasite

- C'est en dehors des cellules sanguines et hépatiques que le
parasite est le plus exposé aux mécanismes de défenses de 1'hite.
Les xécanismes d'évitement mis en jeu ne sont pas entiérement
élucidés : des variations antigéniques, une interférence avec ls
systéme de détense immunologique de 1'héte entrainant son
dysfonctionement ont été décrites (46). La biologie moléculaire des
sporozoites et des mérozoites a été beaucoup étudiée.

- Les sporozoites représentent le stade infectant pour 1'homme
h{_y est introduit lors du repas sanguin de 1l'anophéle femelle
1g. 1).

Les sporozoites acquitrent pendant leur séjour dans les g@landes
salivaires une protéine protectrice : la protéine circum
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sporozoitaire ou CS (11) ; 1la CS abrite plusieurs épitopes
immunodominants . chacun de ces épitopes comporte une séquence
d'acides amines repetés en tandem plusieurs tois (37).

Il semblerait que la CS ne devoile au systéme immunitaire de
l'hosme qu'un seul site vulnérable, le tocalisant ainsi sur une
seule cible dans un but d'évitement: Yanderlerg et coll (11).

La structure de la CS est la plus connue de toutes les
proteines du sporozoite. Elle est identique chez toutes les especes
parasitant l'homwe, & 1l'exception de la séquence des acides aminés.
Le gene codant pour cette protéine a €té 1isolé par Dame et coll
(11) . La protéine se compose de 412 acides sminés quli se
repartissent schewmatiquement en trols regions:. deux reégions
périphériques et une région centrale composée d'une séquence
répetitive de 4 acldes aminés: aspargine, alamine, aspargine,
proline, repetée trente sept fois (NANP)37 et de quatre séquences
aspargine, valine, aclde aspartique, proline (NYNP)4 Cet epitope
est environ 10% fois présent & la surface du sporozoite de
Plasmodiun falciparun . '

La masse moléculaire des différentes protéines CS est resumée dans
le tableau suivant

Teblegu ] (11)
-espéces plasmodiales Protéine de surface
| Plasmodium  vivax 46. 103
Plasmodium malsriae non determinée
Plasmodiug  falciparuu 58. 103

I1 n'existe pas de réaction croisée entre les anticorps des
plasmodium humains. L'immunité induite est spécifique d'espece
(10).

- Les merozoites:sont présents dans la circulation sanguine
au moment de 1'éclatement schizogonique. Des antigénes sécretés a
1'intérieur de la vacuole erythrocytaire sont relargués au moument
de la libération des merozoites. De nombreux antigénes spécifiques
apparaissent sur la surface des érythrocytes envahis par les
plasaodiuw ralciparun et malariae, ainsi que des modifications sous
forme de protubérances.

-L'antigéne S de plasmodium falciparum. polymorphe, différent
d'un isolat & 1l'autre (47), tant par les déterminants antigéniques
que par la taille de la protéine (1). ’

Le geéne codant pour cette protéine comprend une centaine de
répetitions d'un motif de 11 acides amines (16).

-RESA (Ring Erythrocyte Surtace Antigen)
Cappel et coll (16) ont montré que cet antigeéne est présent dans
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jes formes tardives (schizontes murs) mais qu'on peut aussi
détecter & la surtace des erythrocytes infectés par les
trophozoites. C'est une protéine de 290.000 da et, le géne codant
pour RESA contient deux series de répétitions en tandem d'aa (31)

-FIRA (Falciparum Interpersed Repeat Antigen)
cet antigéne de 300.000 da a été étudié par Cowman et col (15).

- 1'antigeéne majeur des schizontes, : 190.000 da
c'est probablement le mieux connu des antigénes érythrocytaires de

FPlaszodium ralciparur. 11 est hautement immunoméne (35;38)

- 1'antigéne pPF. 111
un antigéne apparenment associé & la membrane des érythrocytes
infectés par les stades tardifs et récemment étudié (31).

-CONCLUSION 1la biologie moléculaire est une étape éssentielle &
la connaissance du parasite, de son adaptation & 1'hote et, dans
1'élaboration d'un vaccin. De plus en plus, la bilologie moléculaire
de toutes les formes du parasite est étuidée

5.2.2.L'Hote intermédiaire (I'homme )

La multiplication du plasmodium peut entrainer la wmort de
1'héte mais ce dernier developpe des mécanismes protecteurs qui
peuvent & la longue inhiber la croissance du parasite et supprimer
ainsi le stimulus antigénique de 1'immunité de protection.

a) Les mécanismes protecteurs: il en existe deux sortes

- la résistance naturelle Certaines espéces plasmodiales ne se
developpent pas bien chez des hotes particuliers : 1les sujets
drepanocytaires ou presentant un déficit en G6PD,ou du groupe Dutty
negatif, ou beta thalassemique(1l).

- la resistance acquise Dans les zones & forte endemicité. et ou la
maladie est sévere chez l'enfant, on a demontré 1l'existence d'une
immunité héritée des méres immunes diminuant avec 1'aége. Puis, lui
succede une immunité induite et entretenue par les piqires repetées
des anophéles infectées. Cet état de 1résistance est appellé
prémunition (Sergent 1963)

La prémunition est fonction de l'activité conjointe de facteurs
humoraux et cellulaires, bien que 1l'état physiologique du sujet
joue un rb6le non négligeable.

b) les facteurs humoraux

La protection d'origine humorale a été demontrée par des
expérisnces de transfert de sérums immuns & des animaux hoétes sains
{10). Mais elle est moins forte que celle engendrée par 1la
vaccination, ce qui confirme 1l'existence d'un autre mécanisme de
protection (46) Des études faites en Thailande (45) et en Afrique
(45) montrent que ls réponse humorale aux infections naturelles de
sporozoites se developpe trés progressivement. Les immunoglobulines
non spécifiques de type IgH., IgG et IgA ont été retrouvées, qui ne
protégent que partiellement contre 1 expréssion clinique de la
maladie Weber et coll 1987 (20) remarquent gque le niveau des
anticorps est indépendant du nomwbre antérieur d'infections et n'est
pas modifié au cours de l'acces palustre.
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¢)les facteurs cellulaires

Spitalny et coll (1977) ont montré que des souris vaccinées
athymiques ou dépourvues de cellules T étaient incapables
a'acquérir une protection contre 1l'intection d'épreuve par des
sporozoites intactes (41).Le transfert passif de lymphocytes
spleniques de souris vaccinées & d'autres saines, engendre chez les
dernidres une certaine protection contre 1'infection d'épreuve.
Good et coll (1987-1988) mettent en évidence une réponse céllulaire
lors de l'administration d'un antigéne sporozaitaire & un groupe
de Thallandais (45) Elle est de courte durde et se perd aprés
1'arrét de la sensibilisation antigénique.
Les mécanismes d'expression de la réponse cellulaire restent &
élucider ainsi que sa part dans la protection immunitaire.
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io. REDUE DE LA LITTERRTURE

Les tentatives de vaccination

1. Avec les formes sexuées du parasite
2. RAvec les formes asexuees intra-cellulaires

3. fAvec les sporozoites
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1. Yentatives de vaccinatlion

1.1. Utilisation des formes sexuées du parasites

La destruction des gamétocytes par une réaction immunologique
aboutit & 1l'intérruption de la chaine de transmission de la maladie
car. le vecteur ne 3'inteste plus lors de son repas sanguin.
Partant de ce postulat, de nombreux auteurs ont tenté de produire
une 1immunité protectrice contre les gamétocytes, en utilisant
différents hotes (singes-oisesux-souris), des types d'antigénes
variés, et des voies d'administration. Les essais se trouvent
résumés au Tableau I.

Dans la majorité des cas, 1'immunité obtenue est forte car
tous les gamétocytes du sang circulant perdent leur pouvoir
infectant; cependant 1la gawétocytogendse n'est pas affectée.
L'imnunité induite est spécifique de stade et d'espece, et de
courte durée (10). La cible des anticorps protecteurs semblent étre
des antigenes de surface du gamétocyte (10).

1.2.Utilisation des formes assexyées intra-céllulaire

Des auteurs ont tenté d'induire une immunité protectrice &
partir de schizontes et wmerozoites. Le tableau II résume les
essais. L'immunisation obtenue est beaucoup moins forte avec les
ganeétes (10). Le meilleur antigéne semble étre le mérozoite vivant,
introduit par voie intreamusculaire repétée sur 1 & 2 mois, ou bien
une fraction antigénique de 1la membrane du schizonte(10).
L'adjuvant complet de Freund (FCA) est le meilleur mais toxique
pour 1'homme.

L'immunité protectrice est a prédominance humorale (32). Elle est
spécifique de stade et d'espece.

1.3. Utilisation des sporozoites

La destruction des sporozoites, avant 1'invasion des cellules
hépatiques, par des anticorps ou de cellules immunocompétentes
aboutit & 1la rupture de la chaine infectieuse avant le stade
d expression clinique. Les individus iumunisés par les antigénes
sporozoitaires ne font plus d'accés palustres et ne transmettent
pas aux moustiques des formes sexuées infectantes. Le sporozoite
est alors un candidat potentiel pour 1'élaboration d'un vaccin.

L'immunogenicité du sporozoite est presque exclusivement due & un
seul antigéne : la CS qui recouvre entiérement la surface du
parasite (10)
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Les nombreuses tentatives menées se trouvent résumées dans 1le
Tableau III. Des observations capitales pour la poursuite des
recherches sont alors faites.

1.3.1.Caractéristique de I'immunité induite

Elle se manifeste par la destruction rapide des sporozoites
de réinfection avant leur enkystement dens le fole (38), et ne
protege que partiellement contre 1'expression clinique de la
maladie. Elle permet seulement de supporter des charges élevées de
parasites dans le sang. Certalns anticorps monoclorsux de sujets
vivant en régions d endemies. inhibent in vi1¢r¢ 1 invasion des
cellules hepatiques par les sporozoites (14).

L'immunité induite est spécifique de stades et a'especes.

1.3.2. La mise au point de vaccins anti-sporozoites

A partir des études Dbiochimiques des sporozoites, des
chercheurs mettent au point des vaccins basés sur des antigenes de
la CS. Les polyméres immunogénes utilisés sont obtenus soit par
genie génétique ou par synthaése chimique.

a) le 23_3 tet 32 @ mis au point par Young et coll en 1985 (45)
il represente: MDP-(NANP )yg - MYDP - (NAN)yg - MVDP tet 32
(A: alanine; IM: methionine; A: acide easpartique. F: proline: XN:

arginine; Y: valine ; tet: represente les 32 premiers acides aminés
du genre codant pour la résistance & la tétracycline)

Ce wvaccin induit chez des animaux de laboratoire 1'spparition
d'anticorps inhibant 1z ¥Z¢ro 1l'invasion des hépatocytes par les
sporozoites (45).

b) le ¥3¥s mis au point & partir du Rz tet 32 par un groupe de
chercheurs du WRATR (Walter Reed Army Institute of Research) (45)

g) le (NM[P)3 - TT C'est un peptide synthétique wis au point
par un groupe de chercheurs de NYU (New York Univer:zity) (18). Le
(NAIP)3 & été conjugué & la toxine tétanique (TT) counxe véhicule et
a8 de 1l'hydroxyde d'aluminium comme adjuvant. C'e:” 1le premier
vaccin & base d'antigénes synthétiques. (Herringtor et al 1984)
(18).

Le (NANP)3 TT est 1le vaccin que nous utilisons dans
1'essai.
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1.3.3. Les essais vaccinaux

Une série d'essals ont été effectués avec le FS5Yy et le
(NAMP)3 entre 1986 et 1987 (Ballou et al, Herrington et al (29).

Les tests d'inocuité d'iumunogénicité et d'efficacité ont donné les
résultats suivants consignés dans le tableau IV.

Tableau II Essais cliniques wvaccinaux avec le
(NANP)43-TT (11)

Yaccins
Etapes d'essail F5Y4 (NANP)4 TT
ghgggl (inocuité et immunogénicité)
Yolontaires 15 35
. Doses (toutes les 4 semaines) 10-800ug 20-160ug
(0-4-8) (0-4-8)
. Seroconversions 80X 62X (53%.100ug
A 71X, 16pq)
. effets secondaires nineurs nineurs
Phase II (efficacité)
-Yolontaires
Yaccinés 6 3
non vaccinés 2 4
-Resultat aprés exposition &
1'infection sporozoitaire
la protection vaccinale 18 18
la protection naturelle 1] 0

-a- la période de prépatence clinique est d'un jour plus long chez
les personnes vaccinées que chez celles non vaccinées,

L4, Conclusion

Les résultats des essais vaccinaux loin d'étre decevants,
prouvent la nécessité d'approfondir les recherches sur les
phénonénes immunologiques observés afin d'élucider certains aspects

du probléme qui se resument &

~ la détermination de la nature exacte de la relation
immunologique héte-parasite dans les régions d'endémie palustre

- la définition des conditions optimales pour 1'induction et
l'entretien d'une immunité fonctionnelle.
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Tableau IJ] :Tentatives de vaccination avec des gameétes de
plasmodium (OCCGE inf. N2 92 1984).

Modeéle methode mods
expérimental d'immuni Adjuvant d'adminis Résultats Auteurs
sation tration
P . fallax gamstocytes Immunité Huff et al
ole tormoles aucun IV repetées forte 1955
P gallinaceun gametocytes - Hutf et al
poussins formolés i
gametes - IV repetées Immunité Gwadz 1976
irradiés - forte Carter et‘
Chen 1976
Carter et
al 1979
'P._yoelli gametes? - IV repetées Immunité lembis et
; souris forte Target 1974
P. Knowlesi FCA Innunité
Rhesus ganetes? FIA IM repetées partielle Gwedz et
BCG s/cut ‘ Green 1979
DPT
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Tableau IV : Tentatives de vaccination par les formes
intraerythrocytaire de plasmodium (OCCGE
inf. R2 92 1984 )

Modele méthode Mode ﬁ

experi d'immuni  Adjuvant d'adminis Résultats Auteurs

mental sation tration

P.cathe schizontes Redmend

meriun 1939

canaris formoles 12 1Y I.*

ou chauffés Gingrich
partielle 1941
P_Lophurea  schizontes
canards libres tués toxine s/cut I.forte Jacobs
repetées
1943
" schiizontes

formoles FCA ? I forte Coffin

1951

P.galli- schizontes

naceum saponine 3 IV I.faible Richards

poussins tués repetées 1966

E. Lophurea Ag puritié FCA 3 I I forte Xilejan

caneton 1978

P.berghel schizontes protectjon Zuckher

rats desagrégées FCA 1 & 5s/cut proport® et al

nbre s/c 1967
P.berghei schizontes I faible Desowctz
rats honogénéisés - 1967
" schizontes
irradiés I.partielle Corra-
- detti
et al
1966
Wellde
et
Sadun
1967
P Xhowlesie schizontes FCA differentes I.forte -Freund
rhesus tuéas FIA voies pearfoias et al
I.partielle 19456
-Targett
et Ful
ton
1965
-Brovon
et al

1968
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Tableau IY¥Y ( suite )
Modéle uethode Voie Auteurs
experi d'immuny  Adjuvant d'adminis Résultats
:mantal sation tration
P.falcip. schizontes FCa I repetées I d'inten -Sao0 et
sité al
1969
Aotus irradiés MDP variable -Wellde
et al
1979
nerozoites -3iddiquy
et al
1977
schizontes +
merozoite -litchell
: et al

1978
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Tabloauw Y : Tontatives de vaccination par les sporozoites

de Plasmodium falciparum (OCCGE inf n2 92 1984)

nodele nethode Yoie
expéri d'immuni Adjuvant d'adminis Résultats Auteurs
mental sation tration
Poule
P.gallina Sporozoites - IV Protection IMulluchan
cum - attenués UY et al 1947
Souris et Sporozoltes
P.berghei irradies ~ IV repetés Protection lHMusseinv
ou chauffés d'intentisé et al
ou formclés 1967-1969
ou lyophilisés variable Beaudoin
et al
1976
Yarnderberg
et al 1976
Yerhave
1976
Rhesus st Sporozoites FCA Iy Protection Gwady et
P. khoulesi irradés I al 1978
piq. de variable Chen 1974
nousti.
irradiés Ward et
Bayes 1973
Homne Sporozoite IV
P.vivax irradiée IN Protection Boyd et
et Kitchen
.falci piq. de 1986
nousti. variable Clyde et
irradiés al
1973-197%
Rieckmann
et al 1974

Bray 1976
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. OBJELCTIES

1. Objectif géneral

2. Dhjectifs specifiques



-20-

- . .. “
Etudier 1l'efficacité du wvaccin antisporozoite (NANP);3-TT

administréd en méme tewps que certains vaccins du PEY* (DT
Cog-Polio-Rougeole-Rubcole-Orelllons méningite),contre 1les acces
palustres chez les enfents de 2 & 6 wois, dans la région d'endénie
palustre de la Vallee du Kou (Bobo-Dioulasso, BURKINA FA3S0).

2. Gbjectifs specifiques.

2.1. Identifier les effets secondaires induits par l'administration
- du vaccin (NANP); -TT.

2.2. Dépister la survenue d'accés palustre chez tous les enfants

2.3. Déterniner tous les 30 jours :
-~ la parasitétenmie
- 1'hématocrite des enfants vaccinés et des eufants non
vaccines
- les titres d'anticorps spécifiques de (NANP)

2.4. Comparer statistiquement
- les titres d'anticorps
-~ les différentes parasitémie

- et les hématocrites des enfants vaccinés et des enfants non
vaccinés

* Programme Elargi de Yaccination.
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HETHODOLOGIE

. Le cadre d'etude

. Le vaccin antisprozoite de

'essai : (NANP)z - T

. Protocole d'etude

. Les aspects ethiques
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1. Le cadre d'étude (la VYallée du Kou)

1.1.51tuation

La Vallée du Kou (11211 de latitude Nord,b 4220 de longitude
Ouest (fig2) est une zone rizicole de 1000 hectares dans 1'ouest du
Burkina Faso, située & 30 km au nord de Bobo-Dioulasso.
L'irrigation est le fait essentiel qui se fait grAce & un petit
barrage sur une riviére permanente (ls Kou) et un canal principal
d'amené d'esu puis par un réseau de canaux. La riziculture se
déroule en deux caumpagnes annuelles, 1'une en saison des pluies, de
Juillet & Novembre, 1l'autre dite de “contre saison" de Janvier &
Juin .

Six villages construits entre 1970 et 1972 abritent 10.000
personnes majoritairement d'ethnie mossi. Les cases sont alignées,
le plus souvent parallélepipediques, avec des murs en banco et un
toit de tdle ondulée, d'autres sont circulaires avec un nmur en
banco et un toit cdénique en paille.

1.2.Le Climat

I1 se caracterise par 1l'alternance de deux saisons : la saison
des pluies de debut lMai & fin Octobre avec un maximum de

précipitation en Aolt. la saison séche de debut Novembre & fin
Avril.

L3, Epidemiologie

La faune culicidienne agressive pour 1l'homme 3e compose en
majorité d'anophéles gambiae et anophéles funestus. La transmission
est d'allure bimodale. (4) Elle présente 2 pics: le premier entre
Ma1 et Juillet, le second entre Septembre et Novembre. Flasaodiux
est 1'espéce principale. La seconde espéce est malariae fréquemment
asso0Ciée & ralciparua .

l.4.Infrastructyres Sanitaires

Elle se compose d'1 Centre SHI* et de 2 csps **
Deux infirmiers et deux auxilliaires accoucheuses y travaillent

¥ Santé Haternelle et Infantile
% Centre de Santé et de Promotion Sociale
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Figure 2 LOCALISATION GEOGRAPHIQUE DE LA ZONE D'ETUDE  (VALLEE DU KOU )
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1.5. Le Choix du cadre d'¢tude

La Yallée du Kou a été retenue pour 1'easal pour les raisons
suivantes:

- la distance raisonnable (30 km) de Bobo quil nous facilite le
suivi des enfants vaccinés.

- le faciés épidémiologique convenant & 1'essal

- le regroupement des villages

- l'effectif de la population de la localité permettant d'obtenir
1'échantillon d'enfants d'age requis pour 1'étude.

- la localité est bien connue sur le plan paludologique, 1'Unité
Paludologie du Centre lMuraz y néne d'importantes études depuis
1976 - des études épidéuiologiques. entomologiques, et de
chimiorésistance avec baudon D {(4,5.25) Carneval P. (5.,9),
Guiguewdé T .R. (24.25, 26). Robert V. (9).

2.Le vaccin antisporozoite de 1'essai:{(HANP)3 - TT

C'est un trimére antigénique de la protéine
circumsporozoitaire, synthetisé sous forume d'acétyl cysteine (NAMP)3
OH.I1 a été associé & la toxine tétanique (TT) comme véhicule et &
1'hydroxyde d'aluminium couwe adjuvant. La mise au point dans les
laboratoires F. Hoffmwan La Roche et Co (BAle SUISSE), a respecté
les criteéeres standards de toxicité, pureté, stérilité et de
stabilité du Laboratoire.

Notre vaccin a subl les trois premiéres phases du schéma global
de la mise au point d'un vaccin antipaludique recommandé par 1'OlfS.

Les essais sur les souris de 1laborattire ont donné des
résultats favorables & part la formation d'un granulome au point
d'injection (22;23).

Les essais sur 11 volontaires faits & 1'hdpital Universitaire
de BéAle (SUISSE) sont satisfaisants (43) @ aucune réaction
generalisée, seulement des douleurs et erythémes bénins., et la
séroconversion est obtenue dans 60X des cas. Des résultats
similaires ont été obtenus chez 45 volontaires & 1'Université du
Maryland (USA) (29) et sur des volontailres en Thailande (45).

3. Le Protocole d'étude

3.|.L£S_Qtuﬁcﬁidﬁ_sﬁlﬁﬂlQ[Lﬂﬁi§_ulﬂiQQuﬂJlﬁial

L'étude a porté sur les enfants de 2 & 5 mois non encore
vaccinés (sauf au BCG); ce sont donc les mémes candidats des
vaccins habitusls du PEV.

- les criteéres d'admission sont
. un poids corporel supérieur & 3 kg
. un bon état de santée
le consentement des parents.
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- les critéres d'exclusion sont
. une fieévre en cours (TR > 382C)
. une maladie aigue ou chronique en cours
. une complication pathologique
. une goutte épaisse positive aprés recherche de Flssaodiun

3.2. Les vaccins administres

. Le vaccin anti-sporozoites sous la forme asscciée & la toxine
tétanique (TT): (NANP)3 -TT.

. les vaccins suivants du PEV: D.T. Cog-Polio¥
. Autres vaccins:. Oreillons, rubeole. rougecle

Tous les vaccins sont véhiculés dans le strict respect de la chaine
de froid.

3.3. Les doses vaccinales

- Pour {NANP); -TT la dose de 100 ug (par injection)est retenue sur

la base des essais d'inocuitée et de tolérance effectués sur des
individus. Les résuués des différents essais sont consignés en
appendice I et II.

- Pour les autres vaccins les doses habituellement administrées ont
été données.

3.4 La taille des échantillons

C'est un essal randomisé en double aveugle. Trois groupes
d'enfants ont été constitués: un groupe temoin (I} et deux groupes
d'essai ( II et III). Compte tenu des perdus de vue au cours de
1'étude et de 1l'effectif minimum permettant une comparaison
statistique, chaque groupe comportera au départ 40 enfants au moins
solt un total minimum de 120 enfants.

3.5. Le déroulement de l'essai

. Tous les enfants regoivent les vaccins du PEY dans le galbe de
1'épaule gauche.

Au niveau de 1'épaule droite, ils regoivent respectivement en
sous-cutansé:

- Pour le groupe témoin (I) 3 doses de TT

- Pour le groupe II 2 doses de TT et 1 dose de (NANP); TT

- Pour le groupe III 3 doses de (NANP); - TT

¥ Diphterie, Tétanos, Coqueluche, Poliomyélite

Les doses sont espacées d'un mois, et les vaccins contre les
oreillons, la rubecle et la rougeole sont administrés & la fin de
1'étude.
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3.6. Le calendrier d'administration des vaccins

Il est résumé dans le tableau YI :

Tableau YI : Calendrier d'administration des vaccins.

[ __Yaccins ‘ J 0 430 960 J9Q J 120 J 450 J180
Groupe (témoin) I
Bras gauche TT X X X
Bras droit PEY X X X X
Groupe II
Bras gauche - TT X X
- (NANP),-TT X
Bras droit PEY Z X X X
Groupe II1
Bras gauche . (NANP)5-TT X X X
Bras droit PEY X X X X

3.7.Le Choix de la période et de 13 durée de I'étude

La péricde de Juin & Décembre a été retenue pour 1'étude.
La vallée du Kou (site d'essal) est une région d'holoendemicité
palustre avec 2 pics de transmission se situant respectivement en
Juillet et Octobre. Ces periodes de transmission intense du
paludisme étalent 1les meilleures pour tester 1l'efficacité du
vaccin.

Nous avons choisi la durée de 180 jours pour 1'étude car les
précédents essais qui ont eu lieu au USA et en Thailande font état
d'un délai d'efficacité d'snviron 30 jours pour une dose unique de
(NANP)5-TT (45;3). Nous avons choisi ce suivi de 3 mois aprés la

derniére administration wvaccinale compte tenu de nos doses
pratiquées et pour recueillir plus de données.

38 La tolérance vaccinale

Les enfants qui font la fiévre aprés administration des vaccins
et ne presentant aucune cause d'ordre infectieux, regoivent du
paracetamol (50 mg/kg) et au bescin sont soumis & un enveloppement
froid. Toute étiologie retrouvée est adéquatement traitée.

Entre 1les séances 1les cas de maladies sont conduits &
1l'infirmerie de 1la zone, traitée et notification est faite &
1'équipe de vaccination. Les accés palustres sont traités & la
chloroquine & la dose de 25 ug/kg en 3 jours selon le schéma OlIS.
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3.9. L'examen clinique

Avant toute séance de vaccination chaque enfant subit un
exanen clinique complet comprenant: la prise du poids et de la
tenpérature 1'examen de la rate les préleévements de sang pour la
détermination de 1'hématocrite la recherche de Flaspodium et les
dosages imnunclogiques.

Apreés chaque séance de vaccination. les enfants sont gardés en
observation pendant une heure afin de détecter d'éventuels effets
secondaires. 1ls sont réexawlnés 48 heures plus tard pour 1la
recherche de réactions locales et pour la prise de température
corporelle.

Tableau VII résume le calendrier des examens cliniques et
biologiques pratiqués & chaque séance.

Tableau YII : Calendrier des examens cliniques et
biologiques effectués.

Exanen Jours
clinique 0 2 30 32 60 62 75 90 120 150 180
examen physique
General (poids,
teupérature, pouls. X X X
rate)

Les réactions
immédiates X X X

Les réactions
locales X X X

Prélevement biologique

Goutte épaisse/Frottis X

Hématocrite X
X

Prélévement sérologique

L Jiasa
oo
>4 4
Ea i
i o o
Ea oo
(o faii-o
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3.10_Diagnostic biologique de I'infection Plasmodiale

3.10.1. Diagnostic parasitologique

Chez chaque enfant nous confectionnons tous les 30 jours sur
une leme une goutte épaisse et un frottis pour l'identification des
parasites Aprés séchage & 1l air libre, et fixation du frottis a
1'alcool méthylique, la lame est colorée par la méthode de Field
et lalsseée sécher sur un portoire.

La lecture microscopique des étalemwents se fait & 1'ebjectif
100x immergé dans 1l'huile de ceédre, la densite parasitaire est
exprimée en nowbre d'héuwatie parasitées par microlitre (mm3)de sang
sur la goutte épsisse, en deénowbrant les parasites pour 1000
globules blancs comptées. Le taux norwal de leucocytes est le
chiffre wmoyen de 10000/mm3 pour la tranche d'age etudiee.
L'identification de 1'espéce plasmodiale est faite sur le frottis

3.10.2. Diagnostic séroimmunologique

Tous les 30 jours un échantillon de sang du bout de doigt est
deposé sur du papier buvard (confetti), seché ensuite et conservé
dans une enveloppe plastique. Les confetti sont déposés & 1'abri de
1'humidité dans une boite contenant un dessicateur et gardés & la
température voisine de 372C; ils sont ensuite envoyés & Bale pour
les tests immunologiques.

Pour le titrage des anticorps les tests sont réalisés en ELISA
(Enzyne Linked Immunosorbent Assay) selon la méthode decrite par
Etlinger et coll 1988. (21) les antigénes utilisés sont le (NANP)G0,
et la TT,1la BSA (Bovine Sérum Albumine ) servant comme contréle.
Les dilutions sont pratiquées de facon standard au 1/100® Pour la
déternination des concentrations d'IgH et IgG apreés évaluation des
densités optiques (DO) au spectrophotomeétre. L'évolution des titres
d'ac s'objective par la comparaison des valeurs de JO, J75 et J150.

3.10.3. La détermination de I'hématocrite.

L'hématocrite de chaque enfant est déterminée gréce & un
nicrotube capillaire, tous les mois sur place & 1l'aide d'une
microcentrifugeuse a pile.

3.11. Les critéres de diagnostic de I'acces palustre.

Ils sont fondés sur la base d'études antérieures menées au
Centre Muraz de Bobo-Dioulasso (45). Le diagnostic d'acceés palustre
(paludisme mwaladie) est porté devant la présence de 1l'association
de :

- une tewpérature 238°C
- une densité parasitaire (DP) 210.000 Globules Rouges
Parasités/mw3
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- un traitement antimalarique efficace

- loraque la fievre est cliniquement 1nexpliquée on parle d'acces
palustre simple.; lorsque une autre étiologie infectieuse est
prouvée on parle d'accés palustre associé.

4. Le plan de travail

I1 est resumé dans le tableau VIII:

Tableau YIII Plan de travail

(., Opérations JOo J2 J30 J3z J&0 J62 J90 Jik0 J180
. Yaccination X X X
. Examen cliniques X X X X X X X X X
. Goutte épaisse}
. Hématocrites } X X X X X X
. Prélevements 1}
sérologique

5. L'analyse des données collectées

L'analyse a été faite de fagon manuelle et/ou avec un
nicroordinateur (llacintosh Plus) permettant le contrdle
systématique des données et la mémorisation des résultats sur
disquette.

S.1. inci ri etudiées

Elles sont les suivantes :
les titres des ac anti-sporozoites
1'incidence par groupe de 1l'infection malarique
la morbidité palustre par groupe (cas de paludisme infection et
de paludisme maladie).
les hématocrites
les poids corporels

52 Les paramétres d'efficacité
Ils sont les suivants

- 1'incidence du portage de parasite (incidence des cas de
paludisme infection).

- 1'incidence cumulée des accés palustres

- 1'évolution comparée des moyennes des ac veccinaux

- 1'évolution comparée des hématocrites, poids corporelles

- les critéres d'efficacité :a) 1'immunogenicité, se définissant
comme une augmentation des titres d'ac d'au noins 4 fols les
les titres initiaux (titres de JO ). b) l'absence de parasites en
fin d'immunisation par (NANP);-TT.
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Ils sont las suivants
- les réactions secondaires
- les décés en rapport avec le vaccin

5.4 Les hypothéses principales a vérifier

Elles sont les suivantes
- le vaccin est efficace, alors des differences significatives
existent entre les groupes d'essai (II et III) et le groupe
temoin (I).

- le vaccin n'est pas efficace : il n'y a pas de différence
significatives

5.5. L'analyse statistique

L'analyse est faite de fagon manuells et/ou avec un
microordinateur. (llachintosh Plus).

- manuellement : par la wéthode de Chi2 de yates
. par la méthode de Tukey (7).

6. Lea aspects éthiques

Les éssais sont menés conforumément aux principes de la
Déclaration d'Helsinki® concernant 1'éthique des essais cliniques
adoptée par 1'AlMS* en juin 1964 et amendée par la 29&me AMS (Tokyo,
Octobre 1975) et la 35éme AMS (Yenice Oct; 83).

Les habitants concernés (Yallée du Kou) ont été largement
informés de ce que cette étude représente pour les enfants, par
1'intermédisire des structures medicales et para-médicales
(infirmiers - assistantes sociales - matrones ) Un consentement
verbal des parents a été obtenu, et i1ls ont également été informés
de la possibilité de se retirer de 1'étude & n'inporte quel moment.

Le vaccin n'a pas posé de probleéme de tolérance chez les 3b
volontaires de B&le ( Suisse) (43) et chez les 30 enfants de la
Yallée du Kou, chez qui des essais de tolérance ont été effectués.
Quelques réactions locales passagéres ont été observées.

Le protocole d'étude a été soumis & 1l'aooribation du Ministére
de la Santé et de 1'Action Soclale du Burkina Le Directeur
provincial de la santé du Houet (dont dépend la Yallée du Kou) a
assisté au démarrage de 1'étude
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Essai clinique randomisé du wvaccin antisporozoite
(NANP)3-TT (RO 40-2361) et de 1'interferon ( IFN- {(Ro
23.44000)réalisé en double aveugle avec un placebo de
controle .

(ROCHE - Research report N@ B - 117491 ) 3/11/88

Trente cing volontaires adultes bien portants ont recu chacun
2 doses de 200ug en IIf de (NANP)3-TT en 8 semsines d'intervalle. En

plus un groupe a regu un placeb0(0,25‘106 IU) un secornd groupe : le
wewe placebo (10-° UIl).et un 3éwme groupe regoit IFN gamwa. On
evalue la tolérence et 1'immunocgenicité du vaccin.

Aucun des participants n'a presenté de réaction d'intolérance
imnédiate, ni d'altération de 1'état physique et bislogique. Des
réactions locales coumunes ont été observées: Une douleur & 1la
premiére injection chez tous et chez 54X aprés la seconde .

Une enflure au point d'inoculation dont la durée est plus longue(de
30 & 40 heures) dans le groupe 3 par rapport au groupe 1.

Aprés les 2 injections, la proportion de seroconversion aprés
test immunoclogique (ELISA ou IFA) est de 71%¥ aprés la premiére et
de 80% aprés la seconde. Les pics de titre d'Ac sont sensiblement
les mémes dans les 3 groupes.

La stimulation lymphocytaire im witro est significative pour TT,
mais elle ne 1'est pas pour ( NANP)j;.

Ces observations permettent de conclure que le wvaccin est bien
toloré et induit la synthése d'anticorps. Mais 1l'utilisation d4d'IFN
gaumms aux doses de notre essal n'est pas un adjuvant utile
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Essai clinique de la tolérence et de 1'ummunogénicité
du vaccin anti-sporozoite. (NANP)3-TT (Ro 40.2361) chez des
enfants d'Afrique de 1'Ouest (VYallée du Xou - Burkina
Faso).

ROCHE - Research report N2 B - 117'492) 10/11/88.

Trente (30) enfants d'une zone rurale du Burkina Faso &
paludisne weso et holoendémique, ont regu une injection IN de
(NANP )4 aux doses suiventes !

- 200 pg pour le groupe d'enfant de 11 & 15 ans
- 160 pg - - ~ 6 & 10 ans
- 100 pg - - - 1 & 5 ans

Aucune réaction d'intolérance au niveau de 1l'état général,
physique et biologique n'a été observée. Les réactions locales se
limitaient & la douleur plus une induration au point d'injection.
La fréquence de cas de réactions locales est plus élevée dans le
dernier groupe (enfant moins 8gés : 6/10).

Le taux d'IgG pour (HANP)gp et de 40% pour TT .

Cet essai permet de conclure que le vaccin aux doses indiquées
est bien toleré et induit une seroconversion chez les enfants
antérieurement exposés au paludisne.
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UIl1- RESULTHATS ET INTERPRETATION

1. Repartitien des sujets etudies

2. Toelérence vaccinale

3. Evolution du poids et de I‘hématacrite
4. Resultats parasitologiques et cliniques

3. Resultais immunsclogiques
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1. Répartition des sujets étudiés

Les résultats globaux de suivi individus par
individus sont indiqués en Annexe.
Les enfants étudiés sont d'ége compris entre 2 et 5 mois
avec une moyenns d'ege de 3 mois. Leur répertion par sexe et par
groupe se trouve résumé dans le tableau qui suit .

Tableay IX :Répartition des enfants par sexe et par groupe
au départ de 1°'étude.

Sexe Sexe
Groupes Feéninin Mesculin Total
I (Téwoin) 17 24 41
11 23 20 43
I11 21 18 . 39
TOTAL 61 62 123

La representativité des 2 sexes est bien équilibrée sur
1'ensenble de 1'échantillon. Pour de multiples raisons le nowmbre
d'enfants ayant pris le départ de 1'essai se trouvera diminué & la
fin. Le tableau qui suit compare la taille de 1'échantillon au
début et & la fin de notre essai.

1.2. Tableau X: Répartition par groupe des effectifs au
départ et en fin d’'étude.

effectifs
Groupe Au départ A la fin
I (Témoin) 41 34
II 43 36
IIX 39 33
TOTAL 123 103

Pour 1'ensemble de 1'étude le taux moyen de participation est
de 83.76%. Les raisons qui ont souvent justifié les absences sont:
les travaux agricoles (86x%) les voyages (10%) Dans 4% des cas
aucune justification n'a €té trouvée.
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Nous avons déploré 3 cas de déceés, tous du groupe II.
.Le premier est survenu 17 jours apreés la 2eme séance de
vaccination et aprés un épisode de diarrhée aigue ayant évolusé
pendant Z semainhes environ.

. Le second fait suite & une néningite cérebrospinale survenue 38
jours apreés la Zéme séance de vaccination.

. Le troisidme est consécutif & une hydrocéphalie survenue 75
jours aprés la Zéme séance de vaccination.

. Nous n'avons pas trouve de rapport entre les 3 déces et
l'adninistration du vaccin (NANP)4-TT.

2. La tolérance vacclnale

Les enfants ont regu au total 347 injections de TT ou de
(NANP)3-TT au bras droit et le méme nombre en vaccins du PEV au
bras gauche.

Aucune réaction geénéralisé n'a été observée aprés les séances
de wvaccinatiion. Les réactions locales apparsissent toutes 48

heures apreés les séances et se repartissent comme on le voit dans
le tableau XI.

Tableau XI : Répartition par groupe de 1l'existence ou non
de réactions locales aprés les 3 séances de
vaccination. ( J2, J32, J62 ).

Nowbre de réactions
J2 J3z J62
Groupe Non Qui Non Qui Non oui
1 (Témoin) 40 1 37 0 35 0
II 42 1 40 0 41 ]
IIT 38 1 34 0 36 0
JOTAL 140 3 114 1 112 g

Les reactions s'observent dans les trols groupes, et se
limitent & une induration de moins de 6 mm de diamétre au point
d‘injection et/ou & une douleur & la forte pression.Dans tous les
cas nous n'avons pas observé de prurit.On remarquera, en comparant
les réactions des groupes II et III que la repétition des doses n'a
pas d'effet ni sur la nature, ni sur 1'intensité des réactions
locales.
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3.Evolution du poids et de 1l'hématocrite des
enfants au cours de 1'étude.

La moyenne des poids et des hematocrites observés eu cours de
1'essai nous donne 1'évolution par rapport aux valeurs de départ.
Le tableau suivant nous resume par groupe cette tendance évolutive.

Tableau XII : Evolution par groupe des moyennes des
valeurs des poids et des hénatocrltes
observés pendant 1°essai.

Groupes I (témoin) II II
Poids (kg)
.moyenne JO 6.2 6.1 6.0
.valeur de
1'évolution + 1.4 + 1.5 + 1,5
Hematocrite
.moyenne JO 32 32 32
.valeur de
1'évolution -4 - 4 - 4

La tendance évolutive du poids est semblable dans tous les
groupes avec un gain allant de 1.4 4 1.5.

La moyerne des hématocrites a baissé au cours de 1'essai,
uniformément dans les 3 groupes.

4. Résultats parasitologiques et cliniques du
paludisme.

4.1. Les infections rencontrées au cours de 1'étude sont dues
principalement & £ ralcipsrux. Nous avons observé 2 cas
d'infection & £ a&lsriae ( associé & F [felcipsruw ) et un seul
cas de £ ale (non associé). Ces proportions des 3
espéces plasmodiales est conforme 3 leur répartition
épidéniologique comme dans ce cadre d'étude. Les deux tableaux
suivants comparent 1'évolution entre les 3 groupes, du paludisme
intection représenté par les proportions de GE positives.
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Tableau X111 a : Evolution comparée des incidences du
paludismae infection entre les groupes 1
(témoin) et III.

Incidence Incidenced
Groupe J30 J60 J76 J90 J120 Ji50 J180 Globale

I (témoin) 2/39 7/37 11/36 8/35 7/3b 6/35 11/33 53/249

I1I 0/38 9/38 9/35 6/37 13/36 12/35 16/33 65/252

Chi 2 (yates) 0,48 0,03 0,43 0,15 1,52 1,72 0,5 1,97

Lez différentes COWpAaTalaonsg statistiques des incidences
périodiques dornent des ChiZz yates < 3,58 (Différence significative
g1 Chil yate « 3,535, pour un risque d'erreur = 5%,

Nous pouvons conclure que 1'incidence du paludiswe infection dans

les groupes I (temoin} et III augmente du JO au J180 de fagon
semblable.

Tableau XIIIb : Evolution comparée des incidences du
paludisme infection dans les groupes II et

III.
Incidences _ Incidences
Groupes J30 Jé0 J75 J90 J120 J150 J180 globales
II 4/40 8/40 8/39 7/27 14/39 8/36 11/36 60/267
III 0/38 9/36 9/35 6/37 13/36 12/35 16/33 65/262
Chi 2 (Yates) 2,2 0,12 0,05 0,01 0,01 0,72 1,61 0,38

Ici égaleuwent les couparaisons statistiques des incidences
périodiques donnent des Chi 2 (Yates) < & 3,568.

Nous pouvons encore conclure que 1'incidence du paludiswe infection
dans les groupes II et III augmentent du Jo au J180 de fagon
sewblable.

En conclusion : 1'évolution de 1‘incidence de 1l'infection
palustre au sein des trois groupes
respectifs au cours de 1'essai est
identique

La figure suivante est une représentation graphique de
1'évolution de 1l'incidence de 1'infection palustre dans les 3
groupes au (JO J75 J180).
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Figure 3 Evolution par groupe de 1l'incidence de
1'infection palustre aux JO, J76,J160.
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4.2. Distribytion des densites parasitaires au sein des Jj
_groupes.

Nous avons utilisé la méthode de Tukey pour comparer la
distribution des densites parasitaires observées dans les 3 groupes
pour sa simplicité et son efficacité. En effet elle perumet de
connaitre la uédiane des DP et son intervalle de confilance sans
condition de validité particuliére: (taille de 1'échantillon, type
de distribution des DP) Cependant 1l'intervalle de confiance n'est
calculé que pour un risque d'erreur < bX

4.2.1. Etendue des densités parasitatres du groupe | (témoin).

Yaleurs:109-127-170-300-350-510-940-1100-1630-1830-2100~3170-6360-
6910-7640-234060-26000-26160-31410~-60000.

Yaleur de la médiane : 1260
Yaleurs de son intervalle de contiance: (933 - 17782 ).

4.2.2 Ftendue des densités parasitaires du groupe |I1.

Yaleur ;:100-113-140-160-186-190-204-220-229-270-280-530-600-800-960
13565-1390-1500-1600-1830-1890-2830-3100-5110-112680-12400-
1600-32000-956000.

Yaleur de la médiane :871
Yaleurs de son intervalle de conflance (400 - 1905 ).
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4.2.3. Etendue des densités parasitaires du groupe 1|

Valeurs:200-230-250-280~330-440-730-1080-1230-1320~-1390-1630-2150-
2160-3480-4000-4360-5160-5330-5790-6030-8120-9180-15300-26000-22360
-26200-34000-36000-40400-48730.

Yaleur de la nédiane :3981
Yaleurs de son intervalle de confiance: (1000-1698)

Ainsi les densités parasitaires maximales observées dans les 3
groupes sont .- DP = 50000 pour le groupe I (témoin)

- DP = 35000 pour le groups II

- DP = 48730 pour le groupe III
La representation graphique faite dana la figure suivante permet de
comparer les médianes des 3 groupes.

Figure 4: Représentation graphique des médianes des
densités parasitaires par groupe. (Aprés
transformation logarythmique en base 10)
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el +
2 25 3 Q a2 4 45 5 Logol
Q2 : Yaleur de la médiane
01.Q3 : Quartiles
0 : Yaleurs extrémes
() © Intervalle de confiance de la médiane

Nous constatons que les médianes des densités parasitaires des
trois groupes sont semblables, car les intervalles de confiance se
chevauchent .
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Les densités parasitaires observées dans les groupes ne
correspondent pas toutes & des états de paludisme clinique.

4.3. Les acceés palustres observés au cours de 1'essal.

Pendant 1'essai nous avons observé en tout 3 cas de paludisme
clinique (acceés palustre). Ils sont du groupe II.

- Au jour J30 nous diagnostiquons le premier cas. Il s'agit
d'un accés simple qui a duré 2 jours. L'hématocrite était & 28X, la
DP & 15 000 GRP/mm3 et la teumpérature corporelle & 38, 7°C.

- Le second su jour J60 est également un acces simple de 4
jours d'évolution avec un hématocrite & 28%. une DP & 11280GRP/um3
et une tewpérature corporelle & 39, 2°C.

- Le dernier cas, au jour Ji60 est un paludisme associé & une
pneuncpathle algué, avec un hématocrite & 30%, une DP & 5110GRP/um3
et une teuwpsrature corporelle a 35,9°C.

4.4 Conclusion

Nous pouvons conciure que les trois groupes se
ressemblent face au paludisme clinique. Les 3 cas observés
dans le groupe II ne permettant pas d‘établir 1'existance
d‘une différence significative avec les 2 autres groupes
(Chi2 = 3.1, inférleur au seuil de signification (3. 84)
pour un risque d'erreur admissible < bX)

5. Résultats immunologigques

6.1. Les tests immunologiques effectués au cours de 1'essai
concernant les Ac anti(NANP)E0 ont donné des résultats que nous
avons répartis selon le type d'immuno globuline (Igh et IgM) et
regroupés aux jours JO - J75 - et J150.

Le tableau qui suit compare les résultats obtenus entre les
trois groupes.

bleau IY : Répartition du nombre de seropositifs en
IgG et en IgH dans les 3 groupes.

Seropositifs JO J75 J150
Groupes Igit IgG Iglt IgG Iglt IgG
I (témoin) 1/41 2/41 4/35 8735 3/35 8/35
II 2/42 6/42 6/39 31/39 1/36 13/36
III 0/39 2/39 3/35 31/35 1/35 13/356

Les seules différences significatives que nous établissons, se
trouvent entre le nombre de séropositifs en IgG du groupe I et
celui du groupe II (Chi2=23,6 et alpha < 0,001) ; et entre le
nombre de séropositifs en IgG du Groupe I et celui du groupe III
(Chi2 = 24,1 et alphsa< 0,001)
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Dans les autres cas de comparaison statistique les 3 groupes
sont semblables. On constate que le nombre de seropositifs quelque
soit la fraction d'Ac considerée augmente & partir de JO et atteint
un Baximum & J75 pour diminuer au J150.

Le tableau qui suit donne les proportions de seroconversion et
je nombre des enfants ayant plus que quadruplé & J75 leur titre
d'ac par rapport & Jo.("seroconversion efficace").

Tableau XV, Répartition par groupe du nombre de
seroconversion et de "seroconversion
efficace® au jour J75.

Nombre
Sero Seroconversion Effectits
Groupe conversion efficace
I (témoin) 7 2 35
II 27 22 39
III 29 21 35
Total 63 45 119

Le taux de "seroconversion efficace” est significativement plus
elevé dans les groupes II 56X etIII 60X par rapport au groupe I 5X.

(comparaison entre I et III chi2= 23,3 avec alpha < 0,001
comparaison entre I et II chi2= 22.1 avec alpha < 0,001)

Une diftérence significative s'établie donc entre le nombre de
séroconversion dans chaque groupe d'essai{(IIl et III)d'une part et
celui du groupe I (témoin) d'autre part. Nous pouvons conclure que

l'administration de (NANP)3 -TT s accompagnent de la synthése d'Ac
spécifiques

le wvaccin est immunogéne au vue de ces résultats La
figure qui suit est une représentation graphique du nombre de
“seroconversion efficace” par groupe au J75.

I1g. 6 Nombre de “seroconversion efficace® par groupe au
jour J76
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Les deux figures suivantes représentent 1'évolution par groupe
des médianes des titres d'Igi et d4'IgG aux Jo, J76, J160.

[ig.6. Représentation des médianes des titres d'Ac IgH des
3 groupes respectifs aux J0 - J76 et J1b60.
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Les médianes des Ac de type IgH aux JO0 - J75 et J150 sont

semblables dans les 3 groupes (les intervalles de confiance se
chevauchent ).

On observe aussi pour tous les groupes une hausse legere des
médianes des titres d'Ac Igll au J76 avec une tendance & la baisse
au J160.La syntheése d'Igl spécifique de 1'Antigéne sporozoitaire
n'est pas modifide par 1l'administration di vaccin (NANP)3-TT.

L'évolution en plateau des Igll est le reflet de 1la
transmission continue du paludiske dans la zone d'étude.
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Fig. 7:Representation graphique des médianes dea titres
d'anticorps du type IgG des groupes respectifa (I.
II. III. ) aux jours:JO - J76 - J150.
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La mnédiane des Ac (IgG) s'élsve au J75 et retombe au J160
pour les groupes II et III.

Cepandant pour le groupe témoin (I) la médiane reste
sensiblement au méme niveau aux JO, J76 et J160 L'administration du
vaccin (NANP)3-TT s'accompagne donc de la synthése 4'IgG spécifique
de l'antigéne sporozoitaire.

Le pic de la réponse immunologique visible au J75 pour les
groupes d'essai II et III represente des gains respectifs au niveau
des médianes de : + 0,70 et + 0,72 par rapport aux niveaux du JO.
(le gain pour le groupe I est de 0,06 ).
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6.2.:L'é6tude de la réponse immunologique & la TT a donné des

titres d'Ac spécitiques dont les médianes se trouvent
représentées dans la figure suivante .

4.4.Fig. 7. Representation graphique de la répartition des ac

anti-TT(ELISA) par groupe au J0O - J76 - J160 apras
transtormation logarythmique en base 10.

o I75 J4s0
3 v R
+ ; .
. . T
T
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Les medianes des ac anti-TT de chaque groupe 38'éléve
significativement & partir de JO atteint un maximum 3 J76 et
s'abaisse légeérement au J160. Cependant au J76 le niveau de la
Rédiane du groupe III est significativement plus faible que celui

des groupe I et II, cela est-il du & une compétition entre le
(NANP) ot 1o TT ?.

La figure suivante compars 1l'évolution des titres d'IgG &
celle des titres de TT.
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4.6. Eig, 8:Representation graphique de la tendance évolutive des
IgG anti (NANP)560 en fonction des Ac anti-TT au J76

dans le grouppe II{(aprés transformation logarythmique
en base 10).

kg TT T
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On constate une correlation positive entre les niveaux des ac
anti TT et celui des IgG (NANP)E (coetticient de correlation v=
0.28). Dans le groupe III. On obtient une figure semblable.

Nous ne pouvons pas établir 1'existence d'une inhibition
compétitive entre l'antigéne sporozoitaire (NANP)3, et la toxine
tétanique ( TT ) dana l'association vaccinale (NANP)-TT.
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UIII-DISCUSSION DES RESULTATS

I - CONCLUSION
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LI~ Discussion des resultats

La randomisation de notre étude, 1l'utilisation de critdres
de sélection ont rendu les groupes identiques pour 1'essal
vaccinal Nous pouvons eifectivement constater que les moyennes des
poids. hématocrites et parssitémies dans les 3 groupes sont
semblables au jour JO. L emploi de la méthode du “double aveugle”
nous a permis de minimiser les biais couramwent rencontrés dans ce
type d'essai. Ces conditions indispensables ayant été reunies nous
pouvons discuter les reésultats obteaus.

I.1.De ia tolérance el de 'inocuite du vaccin

(NANP)S-TT.

Al cous de l'essal, nous n'avons cbservé ni réactions
sacondalires majeurs inwédiates ou tardives, ni déces 1iés au
vaccin. L'évolution du poids de l'hewatocrite et de la tewperature
des enfants est identique pour les 3 groupes Les 4 cas d'induration
benigne su point d'injection sont les ssules réactions loceles
observées. Ils sersient dus & 1l'adjuvant (hydroxyde d'aluminium)
(46) et /ou & la toxine tétenique (TT).

En eftet, 2 des 3 cas d induration observes au jour JO avaient
seulement regu du TT & 1'epaule droite. La nature et 1'intensité
des réasctions locales ne seublent pas 1liées au nombre d'injections
regues, pulsque dans chaqus groupe d'essai (II et II) nous
n'observons pas 4'induration aux 2éme et 3éme séances.Ces résultats
démontrent que la triple dcse vaccinale de 100pug de (NANP)3-TT est
bien tolorée et sans danjer pour les entants de 1'étude. Ils
s'accordent avec ceux de LEYINE et coll 1988 (34) HERRINGTON et
coll 1967 (17, STRURCHLER D ef coll 1987 (43) ETLINGER et coll
1688 (21). GUIGUEMDE T R. et coll 1988 (26).

L.a baisse des hématocrites dans les 3 groupes au cours de 1'essai
peut étre liée & la prevalence de 1l infection palustre de 22 & 28%
que nous avons observée dans les 3 groupes. Une évolution sewblable
des hematocrites & été décrite par GUIGUEMDE T.R. et coll 1958
(26) au cours ¢'un essal de tolérsnce et d'immunogenicité du veccin
(NANP)3-TT chez des entants de 1 a 10 ans.

1.2. De 'immuncgenicité et ge 'efficacité du vaccin,

Au cours de notre essal les Ac antl (NANP)3-TT ont &té
identifiées chez tous les enfants La nédiane des Ac du groupe
témoin (I) reste sensiblement au wéme niveau aux jours JO, J75 st
J150.Pour les 2 groupes d'essal (II et III) leurs médianes
respectives s'élévent enseuble. atteignent leurs maxinum vers le
jour J?5 et reviennent au jour Ji1t0 au niveau de celle du groupe
temoin (I). Cela est probablement du sux infections naturelles pour
le groupe temoin.

La synthese des Igll est paralleéle & celle des IgG comwe l'avait
deéa décrit Grown et coll 1983 (45) Cependant nous reusrquons dans
notre étude que la réponss vaccinsle concerne plus la fraction IgG.
car 1'évolution des Igl reste 1dentique pour les 3 groupes. La
moyvenne des titresz d'Ac IgG au jour J75 est - DO =1340 pour le
groupe I, DU=1973 pour le groupe 11 et D0= 2376 pour le groupe II1
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La part du vaccin dans 1'expression humorale represente alors 0.6 &
0,80 tois celle des infections naturelles. Les moyennes d'Ac IgG
restent cependant trés en dessous des titres observés par Etlinger
et coll 1988 (21) chez des individus premunis vivent dans une
région d'endémie palustre du Kenya (DOx 10 000).

L' immunogenicité du vaccin est donc faible et de courte
durée {(inférieur a 150 jours). Levine. lf et coll 1938 (34)
partagent cet avis | Lais nous ne retrouvons pas comwe lul @ 1) un
lien entre le niveau des Ac anti (NANP)BO et le nouwbre de doses
vaccinales administrees,2) une inhibition compétitive entre (NANP)3
ot TT.

La réponse humorale au (NANP)3-TT du jour J76 du groupe II ne
semble pas attenuée par la preimmunisation au TT du jour Jo.
Webster K. H et coll 1938 (45% quant & lui a constaté une réduction
des ac antl (NANP)3-TT chiez les individus svant regu auparavant de
la TT.

L& prévalence du paludiswe infectlon au cours de 1'essal et son
incidence au jour 375 sont semwblables pour les 3 groupes. Les
densités parasitesires répsrties dens ces 3 groupes ne sont pas
significativement differents Nous ne retrouvons donc pas une
liaison entre 1'ascension des Ac anti (NANP)b60 et
1'évolution de 1‘'infection palustre dans les groupes
d'essai (II et III). Tout ceci nous incite & dire que la
vaccination par le (NANP)3-TT ne confére pas une immunité
protectrice. Stephen et coll 1986 (42) estiment, que ce fait
serait dii au faible niveau des Ac vaccinaux obtenus. Cependant son
hypothése n'explique pas notre constat suivant: parul les 2 enfants
ayant eu les plus hauts titres d'ac (D0=13984 et D0=12800) au jour
J76, le premier a developpé un accés palustre avec une DP de 23000
parasites/pl alors que d'autres enfants, avec des titres d'Ac bien
plus faibles, ont supporté des charges parasitaires de 48500 et
95000 p/ul. Alors d'autres wecanisues (par exemple cellulaires) qui
participent & 1'expression immunitalre pourralent peut-etre
1'expliquer. Les prochaines études devront considerer ce volet pour
une meuilleures interpretation des résultats.

1.3. De 1a particylarité de 1a population étudiée.

Notre étude longitudinale concerne les jeunes enfants de 2 &
5 mois dans une région palustre ol la premunition s'installe tres
progressivement jusqu'a l'éje de 9 & 12 ans. Boudin C. 1984 (8).
Les etudes antérileures s'interessalent pour le plupart & des sujets
adultes vivants oui ou non en zone d'endémie palustre. (45). (42).
(18), (26), (34). La comparaison des résultats tient peu gomppe des
diverses particularites auguelles pourrait étre 1ié l'efficacité du
vaccin.

L essai du vaccin sur d'sutres tranches d‘'ége (par exemple 3
& 5 ans) aurait peut-étre dorné d'autres résultats.
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1#. CUNCLUSION

L'étude de la tolérance et de 1'éfficacité du vaccin
anti-sporozoites, (NANP)3-TT, nous & permis de conclure ce qui suit

- La triple dose de 100 ug chacune de (MANP)3-TT,
administrée en méme temps que les vaccins du PEV,
est bien tolerée et immunogéne pour les enfants de 2
4 b mois.

- Entre les 2 composantes antigeniques du vaccin
(NANP)3-TT nous n‘avons pas constaté une inhibition
competitive dans la réponse humorale spécifique.

- L expression d’'IgG 1unduit par le vaccin contre le
paludisme est de courte durée.

- La vaccination au (NANP)3-TT des enfants de 2 &4 &
m0ois n'induit pas une immunité protectrice contre le
paludisme .

L'inéfficacité constatée du vaccin est-elle due & un niveau
insuffisant des Ac, ou & une faiblesse de 1'immunogénicité du
trimére (NANP)3, ou encore y auraient-ils d'autres raisons?
Sephen L H 1988(42)., Webster K H 1985 (45) et Hockmeyer W.T 1988
(30) suggérent de nouvelles approches, afin d'améliorer
1'étticacite des vaccins contre le pasludisme. Elles sont axées sur:
l'utilisation de fortes doses vaccinales: 1'emploi de nouveaux
adjuvants et proteines de liaison. 1'étude du rdle des liposoues,
des proteosoumes et des lyuphocytes dans la réponse vaccinale;la
rechierche de 1'existance d'une restriction antigenique dans
1'expression huworale et cellulalre.

Nos résultats laissent toutefois place & un espoir devant le
pouvoir immunogéne Au vaccin (NANP)3-TT. Les recherches devront
doric se poursuivre, et de telles études étre repetées.
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ANNEXES



LEXIQUE

~ GROUP : Plainte = Group 1 (témoin)
“ ONCE NANP = Groupe II
" THRICE NANP= Groupe 111

- ¥G = Poids (WGtQ = poids au JO )
- PULS= pouls ( puls O = pouls au JO )

- Resp = fréquence respiratoire ( resp O = freq resp au JO )
- Tenp = tewpérature ( tewp O = température JO )

- Phys = exawen physique ( Phys O = exam phys su JO )

- Hct = hematocrite ( Hct O = héwatocrite au JO )

- Idno = nuwero d'identification

- REsyst=réaction géneraliseée
- REloc= reaction locale
- Sme = goutte epaisse
- u-BSA=titre anticorps apreés test avec BSA
- Y {1:100)= titre anticorps apres test avec (NANP)50 dilution
stendard feite au 1/100€
YDiff = différence entre les titres (BSA) et les titres (NANP)S0
- Ypos = différence positive.entre titre (BSA) et titre (NANP)SO
- TT = titre anticorps anti toxine tetanlque
- dDrop = départ.

- Ch = traitement par la chloroquine(ChO = traitement fait au JO)



Annexe 1 _ Affections survenues pendant | etude chez jes sujets
Intercurrent events & treatments Ch30|Ch60|ChIS|ChI0|CHh120{CN150/0bs{dl{dDrop| Reason
1 e] yes ) . o . 150 ° .
2] d30: pneumonia: Bactrim L * . . . *l 150 . -
3 *{ yes| yes . . *] 150 . .
4 3 . . . . . 150 . —J
51 d60: cough: Bactrim . . . . . *1 150 . .
6 . . . . . ] S 90| Depart
? . . . . . . 150 . °
8 . . . . . . 150 . .
9 . . . . 0 120 .
101 d?5: absent for 6 wks . . . . . . 90 . .
1 . . *| yes| uyes| yes| 150 . .
12 *| yes L] L] [ . 150 . .
13 . . . . . . 150 . .
14 . . s} yes . . 150 . .
15 L] . . . L] [} 150 3 [}
16 d60: meningitis: hospitelized yes . . . d *] 150 * hd
1? *| yes . . L . 60 15| Depart
19 *| yes *| yes *| yes| 120 . *
19 . L) [ ] . . JES ]SU 'Y °
20 . . o] yes} yes | 150 . .
21 . . . . . . 150 . [
22 o B . . . . 0 30( Depart
23 . o{ yes . . . 150 . °
24 . o| yes| yes . . 90] 120] Other
25) Persistent parasitemia yes| yes * . * *| 150 . .
26 o L) . L] yes . 150 . *
22 4 o ] . . ] 30 60) Depart
28 . . . . . . 120 . °
29 . e| yes . . . 150 . .
30 . . . . . . 0 30| Depart
31 . . [ L) ° - 150 Y .
32 . . . . yes . 120 . .
33 . «| yes . . . 150 . .
34 . o yes| yes . ol 150 . .
351 d60: bronchitis: Bactrim . . . . . . 150 . .
36 o| yes . . . . 150 . .
37 . . . . . . 150 . .
38 . e yes| yes . [y 150 . -
39 . 3 . . . . 150 . )
40 . . . . . . 150 . .
41 . . . . o[ yes 150 . .
42 . . . . . . 150 . .
43 . . . . yes . 150 . .
44 *| yes| yes *| yes o 150 . .
45 . 0 . . . . 0 ol Depeart
46| d60: conj . . . . . . 150 . .
47 . . . . yes| yes 150 . .
48 . . . . . . 150 . .
49} d60: conj; d150: missed final ey . . B . . e| 120| 150 .
501 d60: conj . . . . yes . 150 . .
51| Wk 0: Dgreuiﬂ . . . . . . 150 . .
52]060: diarrhen; died 2 Rug 88 . . . . . . 30 60 Other
53 . . . . . O 150 . .
54 . . . . . . 150 . .
55| d?5: meningitis; died 23 Aug 88 . . . o . . 60 75| Other
56{d60: pneumonia: Terpone . . . . yes . 150 . .
57 . . . . . . 150 . .
58 . . . . . . 120 L] L]
59| Wk 9: pneumonia: Neocodion . . *| yes! yes) yes)] 150 * .
60 . L3 . . - . 150 L] .
61 *! yes *| yes| yes} yes| 150 * .
62 . *| yes . . *f 150 d .
63 *{ yes . . . . 150 ° d
641 Wk 9: pyrexia: PrenoHan . *) yes ! yes ) 150 . *
65 . *| yes . ] yes 150 * *
66 . . . . | yes 150 . *
67]d60: conj . . . . . . 150 0 Other
[X:] *| yes ) . . . 150 M *
69) d150: pyrexnia; died 9 Oct 88 yes . . . | yes 120{ 150 Other
70 . . . . . 3 150 hd *
P} _yes . . . . . 150 . *
72 *| yes . . . . 150 b ®
73] d30: pyrenia ol yes . . . . 60 75 Depart
24 . . . . . . 150 . o




Annexe 1_ suite

C

G

Intercurrent events & treatments Ch30|Ch60|THh?S|ChI0{Ch120[Ch150(0bsidl|dDrop|Reason

5 . *) yes *] yes| yes 150 . L

16 . . . *f yes [ 150 ) )

X *{ yes| yes| yes es]| yest 150 . .

18] d30: pyresia yes *| yes| yes . *| 150 . .

9 . . . . - ] 150 (] [ ]

80] d60: pneumonia: Bactrim . . . . . . 150 . .

81 - . . . . . 150 . .

821 d150: pneumonie . . . . *] yes| 150 . .

B3 * ! yes . *| uyes| yes| 150 ° .

84 . 0 . . - . 150 - .

85) d60: pyrenis *i yes . . es *| 150 . .

86{ d30: pneumonia: Bactrim; d 606150: pyreHis . * d . * e 150 . d

87 ¢] yes *j yes| yes| yes 150 . .

88} d60: conj . . . . es . 150 . .

89{ d60: pyrenia *| yes . . . . 150 . [}

90 . . . . . . 60 75 Depert

91 . . . . . . 150 . .

92 L] . (] . . ] 150 . .

93 . . . . [ . 150 . [ ]

94| d30: pneumonia: Bactrim . . . . . . 90| 120| Other

95 . . . . . . 150 . L]

96 . . . . . . 120 . .

97 . . . . 3 L] 150 . [

98 *| yes . . . . 150 . .

991 d0: pyrexis . . . . . . 120 . .

00 . *| yes *| yes} uesjy 150 . .

101 . . . ! yes . 150 . [
1021 d?5690: P plus Pm . *| yes| yes . *f 150 4 .
103 . . . . *| yes 150 [ [
104 . . L] . . L] 150 [} .
105 . * *| yes| wyes) yes) 150 . *
106 . *| yes . . . 150 . .
10?7 . *i yes . | yes 120 . .
108 . . . . L] yes 150 hd hd
109 . . . . . . 120 - .
110} d60: pyrexisa: Prenokan . *| yes . [ ) 150 . 4
111} d0: pyrenia *| yes| yes . . L[] 150 ] [
112 . . . . . . 120 150 Other
113{d60&75: sbsent for work . . . [ . J 90 . o
1141 d60: pneumonia: Bactrim *| yes . . . e| 120 . .
115 . *( yes *| yes *{ 150 . .
116} Wk 4: pneumaonie: Terpine *| yes| yes e es [ 150 . .
117 . . *] yes) yes of 150 hd hd
1181 d0: pyrexia . . . . . . 150 . .
119 . . . . yes . 150 . .
120 . . . ! yes L] 150 . d
121 s| yes . . *| yes 150 4 d
22 . . s yes . . 150 L4 4

123 ol yes . . . . 120 4 *




