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Depuis une trentaine d'années la chimiorésistance du paludisme
constitue un probléeme dans les régions cndémiques. Cette résistance
intéresse en effet d'une part Plasmodium falciparum  qul est l'agent
pathogeéne le plus répandu et qui est responsable des formes graves du
paludisme et, d'autre part, principalement la chloroquine qui est le
médicament antipaludique le plus utilisé. En outre, de |'étude de
I'épidémiologie de la chimiorésistance de P. falciparum il ressort que, dans
toutes les régions affectées, I'apparition de la chimiorésistance est
"Inéluctablement” suivie, plus ou moins rapidement, de sa propagation
augmentation du pourcentage relatif des cas de résistance et du niveau de
résistance, rendant la chloroquine inutilisable, et, e¢xtention géographique.
Par la suite la chimio-résistance s'étend, plus ou moins rapidement, a
d'autres antipaludiques usuels, avec apparition de polychimiorésistance.

L'une des approches de la lutte contre la chimiorésistance de
P. falciparum est l'utilisation judicieuse des antipaludiques disponibles.
Celle-ci doit étre basée sur I'état de sensibilité, qui est évolutif. des souches
locales a la chloroquine et aux autres antipaludigues d'utilisation courante. ct
méme nouveauy.

Depuis 1987, soit trois années apreés la mise en évidence de la
cnloroquino-résistance in virro de P. falciparum au Sénégal jusqu’en 1994-
1995 nous avons régulierement suivi I'évolution de la sensibilité de cette
espece par des testsin vivo a la chloroquine et in vitro a la chloroquine,
I'amodiaquine, la quinine, la méfloquine. Nous nous proposons de présenter
dans ce travail les résultats obtenus qui intéressent la période allant de 1987
a 1995.

Apres une premiére partie consacrée a des rappels relatifs au
paludisme, aux antipaludiques testés et a la chimiorésistance de
P. falciparum, nous aborderons dans une deuxieime partie I'étude de la
chimiosensibilité de P. fulciparum a Dakar avant de conclure.
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1. DEFINITION - GENERALITES

Le paludisme est une maladie parasitaire endémo-épidémique due a
l'action pathogéne de parasites appellés plasmodiums qui sont des
Protozoaires animaux appartenant au phylum des Apicomplexa, a la classe
des Sporozoea , ala sous-classe des Coccidia, a l'ordre des Eucoccidiida, au
sous-ordre des Haemosporina, a la famille des Plusmodiidue et au genre
Plusmodium.

Quatre especes du genre Plusmodium sont spécifiques de I'homme. 1l
sagitde P. fulcipurum Welch 1897, P. malariae laveran 1881, P. vivax.
Grassi et Felleti, 1890 et P. ovule Stephen 1922.

Ces parasites sont transmis a J'homme par la piqlre d'insectes
diptéres, nématoceres appartenant a la famille des Culicidae ou Moustiques,
a la sous-famille des Anophelinue et au genre Anopheles. Ce sont
exclusivement les femelles d'Anophéeles qui sont hématophages et donc
transmetlent la maladie a 'homme.

Le paludisme sévit dans toute la zone intertropicale du globe et existe
dans certaines zones subtempérées et méme tempérées.

On estime a 2,2 milliards le nombre de sujets exposés au risque d'une
infestation palustre soit environ 40 % de la population mondiale répartis
essentiellement en Afrique, en Amérique centrale et du Sud et en Asie.

En Afrique tropicale, le paludisme est endémique dans la quasi-totalité
des pays. On estime que sur une population exposée de 530 millions
d'habitants, 275 millions sont porteurs de plasmodiums ou hématozoaires.
Le nombre de cas cliniques annuels dépassent les 100 millions. Le paludisme
y tue un enfant sur 20 avant ['dge de 20 ans (115).

la gravité du paludisme en Afrique tropicale est essentiellement liée a
la prédominance de P. fulciparum la plus pathogéne des especes
plasmodiales parasites de I'homme qui selon les pays est responsable de
80 % a 100 % des cas d'Infestation par des hématozoaires.



Au Sénégal, P. falciparum domine largement puisqu'il est
pratiquement toujours présent dans les cas cliniques confirmés parasi-
tologiquement soit seul (90 a 100 % des cas) soit associ€ a P. maluriae (O a
10 % des cas) et/ou P. ovale (0,1 % aes cas).

Par ailleurs, P. falciparum est la seule espece plasmodiale a étre
concernée par les problemes de résistance aux antimalariques. C'esl
pourquol, c'est elle qui nous retiendra.

2. BIOLOGIE DE P.falciparum
2.1. Cycle évolutif

Le cycle de P. fulciparum comme celur des autres especes
plasmodiales parasites de I'homme commence par l'inoculation des
sporozoites par l'anophele femelle au cours d'un repas de sang. Ces
sporozoites envahissent directement les hépatocytes ou s'accomplit une seule
schizogonie tissulaire. Chaque sporozoite se transforme en trophozoite,
forme uninucléée qui va se diviser. Ce aui conduit a un schizonte
(plurinucléé), puis a un schizonte mir ou corps bleu qui est formé de
plusieurs mérozoites (uninucléés). LLes mérozoites libérés par suite de la
dégénérescence de la cellule hote vont envahir le sang.

Chaque mérozoite va pénétrer dans un globule rouge pour y effectuer
une schizogonie sanguine ou érythrocytaire. Il se transforme en trophozoite
qui grossit puis se multiplie tout en élaborant un pigment malarique ou
h&émozoine, provenant de la digestion de I'hémoglobine. Ce qui conduit a un
schizonte puis a un corps en rosace formé d'un grand nombre de
mérozoites. Le globule rouge parasité éclate et les mérozoites vont envahir
des globules rouges sains.

Apres plusieurs cycles schizogoniques, la schizogonie érythrocytaire
s'interrompt mais les parasites peuvent demeurer dans le sang a I'état de
repos. lls pourront reprendre leur multiplication sous l'effet de facteurs mal
connus et déterminer des acces dits de reviviscence schizogoniques. Ces
acces peuvent s'observer avec P. faiciparum sur une période ne dépassant
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pas 6 a 12 mois apres l'infestation et avec P. :malariae sur une période plus
longue. En tout cas pour ces deux especes les recnutes sont dues a des acces
de reviviscences schizogoniques contrairement a P. vivax et P. ovale dont
les rechutes proviennent de mérozoites en dormance dans le foie
(hypnozoites).

Plus ou moins tét apreés l'invasion du sang, certains mérozoites
mstallés dans les hématies au lieu d'évoluer vers la schizogonie vont se
différencier en gamdétocytes males et femelles, éléments précurseurs des
gametes. Dépouvus de tout pouvoir pathogene pour I'homme, ces
camétocytes sont les sculs €léments aptes a infecter 'anophele femelle.

JLors de son repas sanguin chez un sujet parasité, I’anophele absorbe
les gamétocytes. Dans la lumiere stomacale, le gametocyte femelle se
transforme en macrogamete, et le gamétocytes male en plusieurs
microgametes mobiles. Un microgamete pénetre dans un macrogamete ; il
en résulte un zygote mobile (ookinete).

[.’ookinete va se localiser dans la paroi stomatocale. [ divise
plusieurs fois son noyau, la premiere division ¢étant une réduction
chromatique, puis son cytoplasme. Ce qui conduit a un sporocyste contenant
de nombreux sporozoites (40 000 environ). Les sporozoites libérés par suite
de la rupture de la membrane du sporocyste vont se localiser dans les
glandes salivaires de I’anophele. Ils seront inoculés aux hotes ultérieurs lors
de la piqlre de I’anophele.

2.2. Caractéres biologiques distinctifs

LLa duréc du cycle schizogonique tissulaire est de 6 a 10 jours pour
P. fulciparum., celle du cycle érythrocytaire est de 48 heures. P. fulciparum
est I'agent d'une fievre tierce maligne.

C'est la seule espece plasmodiale pouvant étre a l'origine de l'acces
pernicieux palustre et indirectement de la fievre bilieuse hémoglobinurique,
complications redoutables du paludisme.
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Son pouvoir pathogéne est redoutable et 90 ¢ des décés dus au
paludisme Jui sont imputables. Il est capable d'attaquer tous les globules
rouges sans distinction d'ages, ce qui explique la grande densité qu'il peut
avoir dans le sang. Mais la schizogonie sc fait dans les capillaires profonds
ce qui engendre la présence uniforme de trophozoites dans le sang
périphérique.

Sa pathogénicité s'expliquerait par le fait qu'il provoque I'apparition
de protubcrances a la surface de I'hématie parasitée qui rendent celle-ci
adhérente a I'endothélium des capillaires sanguins.

La culture in vitro des formes érythrocytaires de P. falciparum
(formes érythrocytaires) est cultivable in vitro par la méthode de Trager et
Jensen (146).

3. PALUDISME

3.1. Symptomatologie

Seules les formes asexuées érythrocvtaires des Plasmodiums sont
responsables des manifestations cliniques.

Trois aspects cliniques sont couramment rencontrés.
3.1.1. Paludisme de primo-invasicon

Il survient chez le sujet neuf aprés une période d'incubation
stlencieuse de 10 a 20 jours.

Dans sa forme typique, le paludisme de primo-invasion se manifeste
par :

- un embarras gastrique fébrile avec douleurs épigastriques, nausées,
vomissements, parfois diarrhée.

- une atteinte de I'état général avec asthénie, courbatures, céphalées
souvent intenses.



A ce stade I'examen clinique est négatif.

Traité ceirectement, l'acces guérit en quelques jours. Non traité il
peut guérir spontanément ou évoluer sans traitement vers l'accés pernicieux
si P. fulciparum est en cause.

A coté de ceue forme, 1l existe des formes rémittentes qul peuvent
ausst guérir spontanément ou évoluer sans traitement vers l'acceés pernicieux
st P. falciparim est en cause.

3.1.2. Acces mtermittents palustres

IIs surviennent apres ['acces de primo-invasion ou comme acces de
rechute. Il peut apparaitre brutalement sans acces fébrile initial.

L'acces précédé de prodromes se déroule en trois stades stéréotypés :
stade de frisson, stade de chaleur et stade de sucurs.

Il dure environ 10 heures. L'acces peut &tre du type tierce survenant
un jour sur deux ou du type quarte (un jour sur trois).

Lorsque la fievre tierce est réguliere, il s'agit d'une tierce bénigne
essentiellement due a P. vivax ou P.ovale ou P .falciparum.

Lorsque la fievre tierce est irréguliere, il s'agit d'une tierce maligne
due a P. falciparum.

La fievre quarte releve de P. malariae.
3.1.3. Paludisme viscéral évolutif (P.V.E.)
Le paludisme viscéral évolutif ou paludisme chronique survient chez

les sujets soumis a des réintestations répétées. Il se manifeste par une
anémie, une splénomégalie et une hyperthermie modérée (38° C).



Traité, la guérison est obtenue rapidement. Non traité, il peut guérir
spontanément ou évoluer vers |'acces pernicieux si P. falciparum est en
cause.

3.1.4. Complications

Deux complications graves dues a P. falciparum

3.1.4.1. L'acces pernicicux palustre

L'acces pernicicux ou neuropaludisme "Cerebral malaria" est la
complication majeure du paludisme a P. falciparum .

Il peut survenir & tout 4ge mais en zone d'endémie il est plus fréquent
chez lI'enfant de 6 mois a 5 ans.

Son début peut étre progressif ou brutal et rapidement s'installe la
période d'état avec unc triade symptomatigue : fievre, troubles neuro-

logiques et manifestations viscérales.

Le tableau est rapidement d'une extréme gravité : il faut traiter
d'urgence.

Correctement traité, la guérison survient sans séquelles, non traité
I'évolution est fatale en 2 a 3 jours.

3.1.4.2. La fievre bilieuse hémoglobinurique

La fievre bilieuse hémoglobinurique est devenue exceptionnelle depuis
qu'on n'utilise plus la quinine en chimioprophylaxie du paludisme. Elle
survient chez les sujets ayant présenté un paludisme & P. falciparum soumis a
une chimioprophylaxie a la quinine.

Elle se manifeste par un état de prostration, de la fiévre, des
vomissements bilieux. Rapidement un ictére hémolytique apparait avec
anémie, collapsus cardio-vasculaire, oligurie et hémoglobinurie.



Affection ireés grave. d'un pronostic trés sévere, la mort survenant
dans 30 % des cas.

3.2. Diagnostic parasitologique

Le diagnostic repose sur la mise en évidence des hématozoaires par
I'exanien microcopique d'un frottis sanguin ou d une goutte épaisse colorés
au Giemsa.

L.a mise en évidence des hématozoaires doit étre complétée par la
détermination de I'espece en cause et I'évaluation de la densité parasitaire.

3.3. Traitement
3.3.1. Médicaments disponibles

l.e traitement curatif repose sur l'utilisation des schizontocides
sanguins, antipaludiques inhibiteurs de la schizogonie érythrocyvtaire. 1.es
mcdicaments disponibles sont répartis dans cinq groupes :

- les arylinéthanols (Quinine,Méfloquine, Halofantrine)
- les amino-4-quinoléines (Chloroquine,Amodiaquine)
- les antifoliques : sulfones et sulfamides

- les antifoliniques : Proguanil (Paludrine®) et Pyriméthamine
(Malocide®)

- les sesquiterpenes lactones : Artémissinine et dérivés.

Il existe aussi des associations de schizontocides utilisables dans e
traitement curatif du paludisme :

- association Sulfamide + Pyriméthamine (Fansidar®)
- association sulfone + Pyriméthamine (Maloprim®)

- association d'un antibiotique, une cycline ou la clindamycine, a un
autre schizontocide.
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3.3.2. Schémas thérapeutiques

¢ choin de antipaludique a uatiliser pour traiter un cas de paludisme
dépend de la sitwation de la sensibilité de P. falciparum s'il est en cause, a la -
chloroquine et aux autres antimalariques dans la zone concernée, du type
d'acces (simple. grave, pernicieux) et des caractéristiques de l'antipaludique
(coit, toxicité). Les indications de divers antimalariques ont €té largement
discutées par de nombreux auteurs notamment Charmot et Coulaud (33).

Au Sénéeal. le traitement de l'acces simple est assuré en premiere
intention avec la chloroquine en cure totale de 25 mg/kg de poids corporel
cn trois jours ou avec l'amodiaquine. En deuxieme intention c'est
['association sulfadoxine-pyriméthamine qui est conseillée ou un aryl-
méthanol administrable par voie orale en une a trois prises.

Les acces graves et compliqués relevent de 1'administration de sels de
quinine par voie parentérale.

-~

3.3.3. Chimioprophylaxie

[La chimioprophylaxie est uniquement réservée aux voyageurs
effectuant un séjour de durée limitée dans une zone d'endémie palustre, aux
femmes enceintes résidant dans la zone. Le choix de I'antipaludique a utiliser
dépend d'une part de la situation de la sensibilité¢ de P. falciparum aux
antimalariques et, d'autre part, de la simplicité de l'administration du
médicament et de son innocuité.

D'une fagon générale le médicament le plus utilisé en prophylaxie est
la chloroquine seule ou associée au proguanil dans des zones ou existent des
cas de résistance de P. fulciparum & la chloroquine mais relativement
limités.

Pour les voyageurs allant dans des zones a forte chloroquino-
résistance de P. falciparum, la méfloquine est conseillée lorsque la durée du
séjour en zone d'endémie est de bréeve durée.



ANTIPALUDIQUES ETUDIES :
STRUCTURE CHIMIQUE ET DONNEES
PHARMACOLOGIQUES

I. INTRODUCTION

Apparuc en 1978 en Afrique de I'Est la resistance de Plasmodium
Jalciparum a la chloroquine s'est rapidement ¢tendue vers ['Ouest du
continent, atteignant le Sénégal ot les premieres souches chloroquino-
résistantes in vitro ont été isolées en 1984-1985. A la méme période, la
quininorésistance in vitro de ce parasite a été observée dans ce pays,
indépendamment de la chloroquino-résistance.

Lors d'études cffectuées dans certains pays africains, un lien étroit
avait ¢t¢ constat¢ entre la quininorésistance et la chloroquinorésistance.
Drautres part, 11 a ¢t¢ fait état de I'existence de souches de P. falciparium
résistantes a la fois a la chloroquine et a I'amodiaquine, et de cas de
résistance de cetie espece a la méfloquine dans des pays ou elle n'a jamais €té
utilisée (résistance primaire).

C'est pour connaitre la situation qui prévaut au Sénégal et notamment
a Dakar que nous avons étudié la sensibilité des souches de P. falciparum in
vivo a la chloroquine et in vitro a la chloroquine, a I'amodiaquine, a la
quinine, et a la méfloquine.

Nous présentons ci-apres ces antipaludiques.
2. CHLOROQUINE

La chloroquine est un schizontocide sanguin a action rapide de la
classe des amino-4-quinoléines (Figure I). Elle est utilisée sous forme de sels
(sulfate et phosphate) dans le traitement curatif (voie orale et parentérale) et
préventif (voie orale) du paludisme.
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Apres administration per os chez I'homme., la chloroquine est
rapidement et completement absorbée par le tractus gastro-intestinal ; sa
concentration plasmatique maximale est obtenue en une a deux heures. Elle
disparait rapidement du plasma pour se concentrer dans les tissus. C'est ainsi
que sa concentration dans les globules rouges est 10 a 20 fois plus élevée que
dans le plasma. La chloroquine est métabolisée dans le foie en quatre dérivés
dont le principal est la monodeséthyl chloroguine qui est environ 10 fois
moins active qu'elle. La chloroquine est ensuite éliminée de fagon
importante dans les urines sous forme inchangée. et 23 % sous forme de
monodéséthyl chloroquine.

Chez le paludéen. la chloroquine se concentre plus dans les globules
rouges parasités (environ 25 fois) que dans les globules rouges sains, st bien
que la baisse de la parasitémic diminue les taux intra-érythrocvtaires (152).
Cependant. les parasites résistants a la chloroquine absorbent moins de
chloroquine que les parasites sensibles, car ils présentent un défaut de
fixation de ce médicament (161). La conceniration sanguine de chloroquine
varie €également avec I'état nutritionnel. Elle est plus élevée chez ['enfant
normal 134 nanogrammes (ng) / millitre (ml) que chez I'enfant dénutri (40
ng/ml) (154).

Le taux sanguin de chloroquine au cinquieme jour se situe a 1700 +
500 nmol/l chez l'ensemble des paludéens, aprés le traitement standard de
I'O.M.S (25 mg/kgp/3j) (91). Avec le méme schéma thérapeutique, les taux
sanguins a J7 déterminés par chromatographie liquide a haute performance
(HLPC) étaient compris entre 271 et 550 ng/ml (moyenne 399 ng/ml) dans
six cas de recrudescence (136). Ce qui coricspondait a environ 10 fois la
concentration minimale plasmatique efficace contre les souches de
P. fulciparum chloroquino-sensibles (136). Par ELISA, les taux enregistrés
étaient a J3 de 140 a 560 ng/ml de sang (moyenne 270 + 86,5 ng/ml) chez
51 sujets (10).

Certains produits sont capables, en association avec la chloroquine, de
rendre réversible la chloroquinorésistance de P. falciparum in vitro. 1l s'agit
des inhibiteurs calciques (le vérapamil, le diltiazem), des antidépresseurs
tricycliques (la désipramine) et des antihistaminiques tricyclines (la
cyprohéptadine).



Ainsi. I'adjonction au milieu de culture de P. taloiparion chloro-
quino-resistant, de vérapamil ou de diliiszem. a des concentrations gui n'ont
aucune activité antipaludique, redonne a la chloroquine ~on efficacité
inhibitrice sur le développement du parasite (40). Basco et collaborateurs
(4) avaient testé in vitro 14 souches de P. falciparum avec la chloroqrine
seule, et la chloroquine additionnée de désipramine (625 nmol/l). Toutes fes
souches étalent iésistantes a la chloroquine seule (CI50 de 130 4 323 nmol:|).
Par contre, elles étaient toutes seusibles a l'association chloroquine
désipramine (CI50 inférieure au seuil de résistance de 100 nmoi/t). La CIS0
du cione multirésistant FCM 29/ Cameroun, était de 812 nmol/l en présence
de chloroquine seule ; elle n'étair que de 73 et 43 nmol/l en présence de
chloroquine additionnée respectivement de desipramine (2 500 nmol/l) et de
cyproheptadine (2 500 nmol/l) (3).

Le vérapamil et le diltiazem agiraient peut-étre en inhibant la capacit¢
de P. julciparum chloroquinorésistant a chasser la chloroguine de sa
vacuole (40).

Les produits inhibiteurs de la chloroquinorésistance de . falciparum
pouiraicnt jouer un grand rdle dans le traitement des cas de chloroquino-
résistance. Mais I'efficacité thérapeutique et ia tolérance de lcurs associations
avec la chloroquine devraient &tre prouvZes i vivo chez I'homme.

Mécanisme d’action de la chloroquine

La phyvsiologie de la nutrition des plamodiums et le mécanisme
d’action dc la chloroquine ont été revus par divers auteurs (58, 79, 134,
138). Les formes érythrocytaires peuvent se nourrir par phagocytosc ou
mediated uptake systemes. Dans le globule rouge, le Plasmodim se trouve
dans une vacuole parasitophore entourée par une membrane provenant de la
cellule hote. Il ingere le cytoplasme de fa cellule hdte et digeére 1"hémo-
globine dans les vacuoles digestives acide: du puarasite. Les acides aminés qui
en résultent sont utilisés principalement dans la synthése des prot€ines.
L’heme est oxydée en ferriprotoporphyrine [X, forme ferrique toxique
(dommages membranaires, inhibition d’enzymes). Celle-ci est convertie en
hémozusine (pigment malarique) atoxique qui est stockée dans le parasite.



(dommages membranaires, inhibition d'enzymes). Celle-ci est convertie en
hémozoTne (pigment malarique) atoxique qui est stockée dans le parasite.
Chez P. fulciparum cette conversion est catalysée par une activité heme
polymérase (138).

La chloroquine exerce sa toxicité sélective par un mécanisme de
colncentration de cette drogue dans les parasites intraglobulaires (vacuoles
digestives) a partir du milieu, bloquant ainsi la schizogonie.

Il'y a pour la chloroquine plusieurs mécanismes d’action possibles :

- elle bloque la synthese des acides nucléiques (ARN et ADN) en se
fixant par intercalation sur I’ADN du parasite.

- elle bloque la digestion de 1"hémoglobine en entrainant une
augmentation du pH de la vacuole digestive qui peut entrainer une
inhibition de I’activité des protéases acides, du transport intracellulaire
des macro-molécules et des mouvements membranaires. Ce qui peut
inhiber de facon irréversible la maturation du parasite et donc le tuer.

- elle forme un complexe ferriprotoporphyrine 1X- chloroq.{line qui a
un effet toxique membranaire lytique qui tue le parasite.

- elle inhibe I’activité d’enzymes spécifiques: I’heme polymérase, la
protéase aspartique de P. falciparum (69, 138).

Effets de la chloroquine

La chloroquine est un excellent schizontocide sanguin actif sur les
quatre especes de Plasmodium. La fievre et la parasitémie sont généralement
contrOlées dans les 24-48 heures dans le cas d’une souche sensible ; et dans
les infections a P. falciparum et P. malariae une disparition complete des
parasites peut €tre obtenue. La suppression complete des souches sensibles
est obtenue avec un taux plasmatique de 5-8 microngammes par litre (79).
In vitro elle inhibe la maturation des parasites (128).
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Elle est inactive sur les formes asexuées intrahépatiques et donc
n’entraine pas une cure radicale du paludisme causé par P. vivax et P. ovale.

Elle est inactive sur les gamétocytes si bien que ceux-cl peuvent rester
infestant pour I’anophele des mois.

3. AMODIAQUINE

L'amodiaquine est un schizontocide sanguin d'action rapide de la
classe des amino-4-quinoléines, qui a une structure de base de Mannich
différente de celle de la chloroquine (Figure 1). Elle est utilis¢e per os sous
forme de dihydro-chloride.

Apres une dose orale de 600 mg (164), I'amodiaquine est rapidement
absorbée dans I'intestin, atteignant des pics plasmatiques de 32 + 3 ng/ml en
0.5 heure. Elle disparait rapidement du sang, en 2 a 10 heures apres
I'administration. Elle est rapidement métabolisée dans le foie en trois
dérivés la bidéséthyl amodiaquine qui est inactive, | hydroxy déséthyl
amodiaquine peu active et la monodéséthyi amodiaquine principal dérivé qui
est tres active. Le pic plasmatique de ce métabolite (181 + 26 ng/ml) esl
atteint en 3,4 heures ; sa concentration globulaire (561 + 143 ng/ml) est
environ 4 fois celle du plasma ; son élimination est lente, moins de 3 % dans
les urines en 24 heures.

In vitro , I'amodiaquine a une activité antipaludique supérieure (1 a
3 fois) a celle de la monodéséthyl amodiaquine (38). Sa supériorité sur les
autres amino-4-quinoléines a également été montrée en étudiant la réponse
de P. fulciparum chloroquinorésistant chez le singe Aorus (135).

Des cas de toxicité médullaire (neutropénie sévere ou agranulocytose)
et hépatique graves parfois mortels, avaient été observés en 1985 chez des
européens sous chimioprophylaxie a I'amodiaquine (78, 85) ; ce qui avait
entrainé€ la suspension de l'utilisation prophylactique de cet antipaludique
(90).



Aux doses curatives cependant, les effets secondaires sont mineurs.
Ainsi, scule une hyperhémie conjonctivale avait été enregistrée a Edea
(Cameroun), chez neuf enfants sur 184 traités avec les doses de 35, 27 et
15 mg/kgp (99). A Cotonou (Bénin), avec 35 mg/kgp/3j, I'hyperhémie
conjonctivaie était l'effet indésirable le plus fréquent en zone urbaine
(14,7 % ; 22 sujets), tandis qu'elle était exceptionnelle en zone rurale (124).
Dans tous les cas, cet effet secondaire disparaissait spontanément apres le
traitement (99, 124).

4. QUININE

La quinine est un schizontocide sanguin d'action rapide appartenant a
la classe des arylméthanols (Figure I). Elle est utilisée sous forme de sels
(bichlorhydrate, bisulfate, sulfate) dans le traitement curatif du paludisme
par voie orale et parentérale (intramusculaire et intraveineuse).

Apreés administration orale, la quinine est rapidement absorbée par
I'mtestin gréle. Le pic plasmatique est obtenu 2 a 3 heures apres l'ingestion
(79) ; 1l se situe a 3 mg/l apres I'administration de 1.62 ¢ de quinine en
trois doses pendant 3 jours (22). Les pics plasmatiques sont plus élevés par
les autres voies : 5 mg/l apres injection intraveineuse de 0,49 g de quinine
tcutes les 8 heures pendant 3 jours, et 11 + 1,6 mg/l apres l’injection
intramusculaire de 16,7 mg/kgp sous la forme de bichlorhydrate.

La quinine se fixe aux protéines plasmatiques si bien que la fraction
libre est faible (7,5 + 2,2 %) . Mais cette fraction libre augmente lorsque le
taux de protéines diminue.Les concentrations plasmatiques de quinine sont
plus élevées chez le sujet impaludé que chez le sujet sain (21). Cette drogue
est moins concentrée dans les globules rouges que dans le plasma.

La quinine est métabolisée dans le foie ; le principal métabolite étant
la 2 hydroxyquinine. Son excrétion se fait principalement par vole urinaire.
Elle est rapide, maximale 4 heures apres l'ingestion et presque complete
dans les 24 heures. Seules 10 % de la dose orale se retrouvent sous la forme
inchangée.
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Elle bloque la synthése des acides nuclé¢iques en formant un complexe
avec les deux brins d’ADN : ce qui va inhiber la synthese des protéines. Elle
se fixe sur I’hémozoine et interfere avec |'accummulation de ce pigment.

La quinine est active sur les formes asexuées sanguines des
Plasmodiums .Elle n’a pas d’effet sur les formes intrahépatiques si bien
qu’elle ne peut venir a bout d’une cure radicale du paludisme causé par
P. vivax ou P.ovale. Elle n’est pas effectivemment gamétocytocide. la
2 hydroxyquinine a également une activité schizontocide sanguine. Cette
activité€ est 5 a 25 fois celle de la quinine sur P. lophurue et P. gallinaceum
(22).

L'index thérapeutique de la quinine est faible ; les premiers signes
d'intoxication peuvent étre décelés a des concentrations plasmatiques de
l'ordre de 5 mg/l (163). Ainsi en cas de baisse de sensibilité de P. fulci-
parum a la quinine, la dose ne peut étre augmentée car le risque de toxicité
est grand. C'est pourquoi des associations de quinine a dose réduite avec les
cyclines ou le 2' propionate d'érythromvcine ont €té proposéés et utiiisces
pour traiter les infestations par P. fulciparum quininorésistant.

La dose léthale de quinine chez 1’adulte est de 8 grammes.

La quinine n'est pas utilisée pour la chimioprophylaxie du paludisme
puisque sa cinétique n'est pas appropriée et l'incidence des effets secondaires
élevée. Elle doit étre réservée pour le traitement des cas de paludisme
séveres et des cas résistants a d'autres antipaludiques.

S. MEFLOQUINE

La méfloquine est un schizontocide sanguin qui a ét€ développé en
1976 pour le traitement et la prophylaxie du paludisme a P. falciparim
chloroquino-résistant.

c'est un quinolyl- 4 carbinol (Figure 1) dont la structure chimique est
étroitement apparentée a celle de la quinine et ses dérivés.



Elle a été homologuée en Suisse en 1984 sous le nom de marque
Lariam™® qui est le chlorhydrate dosé a 250 mg de base, utilisée chez
I'adulte et I'enfant de plus de 2 ans.

[.a cinétique de la méfloquine a été étudiée chez I'homme. Aprés une
dose orale unique de 250 mg, I'absorption est lente, la concentration
maximaie plasmatique de 277 a 335 ng/ml étant obtenue en 4 a 12 heures.
Lo denme-vie apparente d'élimination est longue de 15,4 a 23,1 jours et la
demice-vie réelle de 11 a4 123 jours (44). Le produit est fortement lié aux
protéines plasmatiques (environ 98 %). La concentration globulaire est
environ 2 a 5 fois celle du plasma.

La méfloquine est métabolisée au niveau du foie en plusieurs dérivés
dont le principal est un carboxylic métabolite.

['excrétion est essentiellement biliaire et seuls environ 9,04 % de
méfloquine et 4,2 % du carboxylic métabolite sont éliminés dans l'urine.

LLa méfioquine bloque la synthese des acides nucléiques dcs
Plasmodiums.

LLa méfloquine est active sur les formes asexuées sanguines des
plasmodiums humains y compris s:ur la majorité des souches de
P. falciparum chloroquino-résistantes et polychimiorésistantes ; la concen-
tration plasmatique active est de 0,2 a 0,3 mg/l. Elle est par contre inactive
sur les gamétocytes (de P. falciparum ) et sur les formes tissulaires
intrahépatiques. C'est ainsi que l'administration d'une dose orale unique de
1 000 mg de méfloquine a 48 sujets présentant un paludisme a P. falciparum
en Thailande parmi lesquels 5 hébergeaient des gamétocytes, a entrainé un
taux de guérison de 100 %. Cependant des gamétocytes étaient présents a J4
et & J28 chez respectivement 16 et I'un d'entre-eux, et des rechutes a
P. vivax ont été enregistrées a J30 chez 16 d'entre-eux (76).

La méfloquine est 5 a 10 fois plus active que la quinine mais elle agit
lentement et doit étre administrée oralement (79). Elle est utilisée a la dose
unique orale de 250 mg. Cette dose suffit a éliminer le parasite du sang et a
atténuer les symptomes avec peu d'effets secondaires importants. Méme aux
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doses élevées de méfloquine (750 mg et 1 000 mg) les effets secondaires
observés sont I¢gers, de courte durée et disparaissent spontanément
nausées, vomissements, diarrhées ; quant aux parametres biochimiques et
hématologiques, 1ls restent normaux (76).

Le chlorhydrate de méfloquine est indiqué dans le traitement
prophylactique du paludisme. Son utilisation est cependant limitée aux
voyageurs dans les pays endémiques a haut niveau de chloroquinorésistance
ct ol existe la polychimiorésistance ; cela pour une période n'excédant pas
trols mois.

Pour contourner I'induction de la résistance de P. falciparum ala
méfloquine, une combinaison fixe de méfloquine et de Fansidar® a été
developpée (Fansimef®). Cette combinaison est réservée au fraitement
curatif du paludisme a P. fualciparum chimiorésistant. Elle n'est pas
recommandée pour la prophylaxie a cause des réactions secondaires
associées a l'utilisation prophylactique de la pyriméthamine et de la
sulfadoxine.
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CHIMIORESISTANCE DE P. falciparum

1. DEFINITION - GENERALITES
1.1. Définition

"La résistance a un antipaludique c'est I'aptitude d'une souche de
parasites du paludisme a survivre et éventuellement a se reproduire, en
présence d'un médicament utilis€é a des concentrations qui normalement
détruisenti les parasites de la méme espece ou en empéchent la multiplication.
Cette résistance peut étre relative (cédant a des doses de médicament plus
¢levées qui sont cependant tolérées par I'hote) ou complete (supportant les
doses maximales tolérées par 1'hote)" (112). In vivo 1'antipaludique devra
étre totalement absorbé et en outre, dans le cas des prodrogues, métabolisé.

1.2. Nature

La nature de la résistance de¢ P. falciparum est identique a celle des
plasmodiums des Rongeurs. La génétique de la chimiorésistance de ces
plasmodiums a été €étudiée. Il en résulte que la résistance aux inhibiteurs de
la dihydrofolate réductase (pyriméthamine et proguanil) et aux amino-4-
quinol€ines est due a une mutation spontanée de genes nucléaires (161). Les
genes pharmacorésistants sont donc tres stables en I'absence de la pression
d'antipaludique ; une fois établis au stade intra- érythrocytaire asexué, ils
persistent a tous les autres stades du cycle évolutif de ces plasmodiums. IIs
sont transmis a la descendance selon les lois de Mendel, au cours de la
reproduction sexuée chez I'anophele vecteur (112). Des phénomenes
d'hybridation peuvent survenir au cours de cette reproduction lorsque les
gamétocytes absorbés par I'anophele sont génétiquement différents. Ainsi,
les sporozoites qui en résultent peuvent étre génétiquement différents des
parasites qui ont infesté 'anophele (155). En effet, tous les stades évolutifs
de ces plasmodiums sont haploides (n chiomosomes), a I'exception du zygote
qui est diploide (2 n chromosomes).



[l a été également montré que le nombre de mutations nécessatres a
I'obtention de parasites hautement résistants varie avec 'antipaludique. Avec
la pyniméthamine, une scule mutation au niveau du gene codant pour la
dihvdrofolate réductase suffit @ avec la chloroquine par contre, plusieurs
mutations sont nécessaires dans le méine parasite, chacune d'entre elles
conférant un faible degré de résistance. C est ce qui explique que la résis-
tance de P. falciparum a la chloroguine apparait lentement contrairement a

Ja résistance a la pyriméthamine.
1.3. Apparition (32)

[ apparition de la chimiorésistance de P. falciparum nécessite I'inter-
vention de trois principaux facteurs @ le parasite, l'antipaludique et I'hote
humain.

Des études génétiques effectuées sur des isolats de P. falciparum
(formes asexuées sanguines) de différentes origines géographiques ont
montré que l'infestation par P. falciparum chez I'homme est généralement
mixte, comportant des parasites génétiquement distincts (155, 156). En
particulicr. ces parasites présentent une grande hétérogénéité dans la réponse
a un antipaludique donné ; des parasites sensibles coexistant avec des
parasites résistants a des degrés différents (144).

Ainsi, ['utilisation de faibles doses d'antipaludique (doses prophy-
lactiques ou infrathérapeutiques lors d'automédication ou de traitement dans
les dispensaires), va sélectionner, chez le malade, des parasites asexués
résistants. "La rapidité de cette sélection est directement proportionnelle a la
pression médicamenteuse, au nombre de parasites exposés, au taux de
mutation chez les parasites..." (112). Elle augmente également avec la
longueur de la demi-vie de l'antipaludique utilisé (162). D autre part,
[’apparition de la résistance peut €tre due a I’existence d’une résistance
croisée entre des antipaludiques présentant une parentée structurale ou un
mécanisme d’action semblable.

En zone d'endémie palustre, cette sélection va étre suivie ou non de
I'apparition de la résistance de P. falciparum a l'antipaludique, cela
dépendant de I'état de I'immunité de prémunition antipaltustre du sujet vis-a-



vis de cette espece. Chez les sujets prémunis. la résistance passe inapergue ;
car les mécanismes immunitaires de I'hdte completent 1'effet de I'anti-
paludique. mtensitiant son action sur la disparition des parasites résistants
(136). Cela avait ¢té démontré in vitro par Carlin et collaborateurs (26)
avec la chloroquine et la méfloquine sur des isolats de P. falciparum en
provenance du Soudan : le sérum de maladcs infestés par P. falciparum ou
celui d'adultes immuns, retardait le développement des parasites en présence
ou en l'absence d'antipaludique et I'effet de ces facteurs humoraux et celui
de Ia drogue ¢tarent additifs.

Ainsi donc. c'est essentiellement chez les sujets non immuns (sujets
neufs arrivant en zone d'endémie et sujets non encore immuns vivant en
zone d'endémie) que la résistance a l'antipaludique va se manifester en
premier lieu (72). On peut mentionner a cet effet les premiers cas de
quininorésistance en Amérique (106, 109) et de chloroquinorésistance en
Afrique (25, 52), qui avaient été observés chez des européens y ayant

séjourné.
1.4. Propagation (32)

L'apparition de la résistance de P. falciparum a un antipaludique dans
une zone endémique donnée est «inéluctablement» suivie par sa propagation
(augmentation de sa fréquence et du niveau de résistance), si aucune mesure
de lutte n'est entreprise. Cette propagation est en effet avant tout liée a des
facteurs biologiques : au cycle évolutif du parasite ; et aux fondements
génétiques de la chimiorésistance des plasmodiums des Rongeurs et a
I'aptitude des génes chimiorésistants a se recombiner, qui ont été extrapolés
a P. falciparum . Mais la rapidité de cette propagation est liée a d'autres
facteurs, essentiellement épidémiologiques, qui sont intimement liés. [ls sont
relatifs & I'hote humain, a I'anophele vecteur et a la maniére d'utilisation des
antipaludiques. I.'un des pires facteurs est la pression médicamenteuse (122)
que nous avons déja mentionnée. Les autres principaux facteurs sont les
suivants :

a) - La présence d'une population non immune ou faiblement immune :
c'est la population a haut risque pour la morbidité et la mortalité liées au
paludisme, donc le groupe cible pour le traitement et la prophylaxie de cette
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maladie. C'est donc principalement sur elle que va s'exercer la pression
sélective d'antipaludique (chloroquine notamment). Cette dernicre va
conduire a des cas de paludisme & P, fulciparum  chimiorésistant (avec ou
sans acces), avec l'apparition de gamétocytes porteurs de genes chimio-
résistants, source de contamination des anopheles vecteurs.

La composition de cette population varie avec le niveau de I'endémie
palustre. Dans les zones de forte transmission ou 'immunité de prémunition
s‘acquiert tres tot, elle est représentée par les nourrissons et les jeunes
enfants (105). En zone de taible transmission ou I'immunité¢ s'acquiert tres
lentement, ou pas du tout (7). elle est plus importante. concernant en outre

les grands enfants et les adultes.

b) - La densit¢ anophélicnne vectrice : la transmission des parasites
chimiorésistants dans la population humaine étant assurée par les anopheles,
la propagation de la résistance va augmenter avec la fréquence des contacts
homme-anopheles. C'est ainsi qu'en Afrique centrale, "région ou la
transmission du paludisme est la plus intense du monde”. une prévalence
¢levée de chloroquinorésistance avait été observée I'année méme de son
apparition.

Les anopheles interviennent en plus dans I'augmentation du niveau de
chloroquinorésistance : lors de la transmission par 'anophéele de parasites
génétiquement différents, avec des genes chloroquinorésistants, il peut
arriver, grace au phénomene d'hybridation, que plusieurs de ces génes se
retrouvent chez le méme parasite, lui conférant ainsi un degré de résistance
€levé. 1ls interviennent également dans l'apparition de polychimiorésistance,
toujours par le phénomene d'hybridation.

¢) - I'avantage biologique des souches chloroquinorésistantes sur les
souches chloroquinosensibles : cela a été démontré dans le cycle
érythrocytaire pour les souches chloroquinorésistantes de P. chabaudi chez
la souris et de P. fulciparwum en culture. D'autre part, une fois devenues
chloroquinorésistantes, les plasmodies, si eiles sont de nouveau exposées a la
chloroquine peuvent provoquer des infestations plus fortes chez le
moustique. Ce qui augmenterait la capacité vectorielle, donc la propagation
de la résistance, méme en zone de faible transmission du paludisme. Pour
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Wernsdorfer (162) cependant. il semble que cette transmission sélective des
parasites résistants soit plutdt due au fait que les parasites sensibles ont

disparu sous l'effet de I'antipaludique.

d) - Les mouvements de populations (professionnels, touristiques, ou
suite & des catastrophes et révoltes dans les pays tropicaux) vers les zones
d'endémie palustre : ils jouent un important role dans la propagation
edographique de la chimiorésistance de P. fulciparum. Cette propagation se
fait selon deux modalités. Le déplacement de porteurs de gamétocytes avec
des genes chimiorésistants dans une telle zone, en période de transmission du
paludisme, va permettre I'apparition de la résistance dans la population
autochtone non immune. Ce phénomene avait été observé sous forme
¢pidémique en Iran et aux Emirats Arabe Unis d apres Wernsdorfer (162).

La migration d'une population non immune dans une zone de hauie
endémie palustre ou circulent des parasites résistants, va pcrmettre
["apparition de la résistance au sein de cette population. C'est ce phénomene
qui est a l'origine de 1'émergence de la résistance aux amino-4-quinoléines
dans le sud-est asiatique et dans le nerd de 'Amérique du Sud d apres
Gentilint (67).

[I s'agit 1a, mis a part l'avantage biologique, de facteurs épidémio-
logiques locaux qui varient donc d'une zone a l'autre. C'est pourquoi, la
résistance de P. falciparum a un antipaludique (chloroquine notamment)
dans un territoire donné, n'est donc pas répartie de fagon "homogene et
continue"”, mais s'exprime en «foyers dispersés d'intensité variable»
(prévalence et niveau de résistance). Ceci avait été constaté avec la
chloroquine lors d'études menées dans différentes zones climatiques, a
Madagascar (125), au Zaire (119). en Cuyane (56) et plus récemment en
Gambie (100).

2. METHODES D'ETUDE DE LA CHIMIOSENSIBILITE DE
P. falciparum

L'étude de la chimiosensibilité de P. falciparum chez 'homme, qui
concerne principalement les schizontocides sanguins a I'heure actuelle, peut
etre effectuée par des méthodes in vivo et in vitro.



2.1. Méthodes in vivo

Lo principe consiste a administrer au sujet parasité par des
trophozoites de P. falciparum, a I'exception de toute autre espece
plasmodiale une dose curative du schizontocide a tester. puis a évaluer dans
le temps, l'effet du médicament sur la r¢duction et la disparition de la
parasitémic.

Les méthodes O.M.S. (165) constitticni les méthodes de référence et
sont de loin les plus utilisées.

Le médicament est administré per os & une dose standard qui dépend
de I'antipaludique a tester. Pour la chloroquine et I'amodiaquine cette dose
est de 25 mg/kgp répartic en trois jours consécutifs en raison de 10 mg/kgp
le premier jour ou JO, 10 mg/kgp le deuxieme jour ou JI et 5 mg/kgp le
troisieme jour ou J2. Pour la quinine elle est de 8 mg/kgp toutes les 8 heures
pendant huit jours.

La parasitémie est déterminée sur la goutte épaisse. Pour cela, les
parasites sont comptés en regard de 1 000 globules blancs ; la parasitémie
est ensuite calculée sur la base de 8 000 globules blancs par mm3 de sang.
Lorsque les parasites sont incomptables sur la goutte épaisse (densité élevée).
leur numération est faite sur le frottis en examinant 100 champs
microscopiques, soit environ 20 000 globules rouges. La parasitémie,
représentée par le nombre de globules rouges parasités par des trophozoites
par mm3 de sang est déterminée sur la base de 5 millions de globules rouges
par mm3 de sang.

Selon la durce de suivi on distingue dciix méthodes :
-le test prolongé de I'OMS ot la parasitémie est évaluée sur une
période de 29 jours, quotidiennement de JO a J7, puis a J14, J21 ct

128 (29e¢ jour).

- le test standard ou la parasitémie est déterminée quotidiennement
pendant 8 jours. de JO & J7.



[interprétation des résultats est basée sur deun parametres principauy
a savoir, le jour de la disparition des trophozoites ¢t le taux de réduction de
la parasit¢mic apres le traitement. par rapport a la parasit¢mie de J0O

(trophozoites). Cing types de réponses a la chloroquine ont été définies :

- sensible 1 disparition des parasites a J7 au plus tard, sans
recrudescence a J140 021 ¢ 128

- résistance de niveau R tardit s disparition des parasites a J7- suivie

d'une recrudescence a4 Ji4-J21 ou 128

- résistance de niveau RI précoce @ disparition des parasites avant 17,

suivie d'une recrudescence a 17

- résistance de niveau RIT : absence de disparition des parasites, mais
réduction importante de la parasitémie

- résistance de niveau RIIL: aucune réduction appréciable de la

parasitémie n'est observée.

Le test prolongé permet d'identifier ies cing types de réponses et le
test standard toutes les réponses sauf les réponses sensibles ct le niveau Rl
tardif.

[l existe des variantes des méthodes O.M.S.

- les variations portent surtout sur la période de suivi de la
parasitémie qui est ¢courtée et sur le nombre des controles qui est diminué.
Cect pour parer au suivi quotidien qui est difficile & accepter par les
populations en zone d'endémic (72). On peut mentionner a titre d'exemple
les tests de 15 jours avec des controles a JO> 17 et J14 (157) et tous les deux
jJours jusqu'a J14 (65, 72, 74, 116, 118, 125). Ces variantes ne permettent
cependant pas une détermination précise du jour de la disparition des
parasites, et des recrudescences plus tardives.

- L'amodiaquine est parfois utilisée a la dose de 35 mg/kgp en raison
de 15 mg/kgp le premier jour, 12 mg/kgp le deuxieéme jour et 8 mg/kgp le



troisieme jour (99, 124). Cette dose serait pis siire que la ¢nse standard de
I'O.M.S pour témoigner de l'efficacit€ de Yuiz~diaquine (91).

- La numération des parasites est parfois effectuée sur frottis en
examinant 100 champs microscopiques soit environ 20 000 globules rouges
(Baudcn et coll. 1985). Mais le seuil de détection des parasites par cette
méthode est 10 fois plus grand que celui du tests O.M.S, car 100 champs sur
le frottis correspondent a 10 champs sur la goutte épaisse. T2 ¢
correspond a une sensibilité plus faible.

Les inconvénients des méthodes in vivo sont décrits nar e Bras et
Savel (91). Il s'agit de :

- la nécessité d'examiner plusieurs fois le sujet

- la difficulté¢ d'interprétation des résultats en zone d'endémie. i.a
réponse RI tardive peut correspondre a une réinfestation, car la période
d'incubation de P. falciparum estde 9 a 14 jours. D'autic part la réponse in
vivo correspond, chez les sujets semi-immuns, a la “somme™ de la réponse
da pavasite a I'2ntpaludique testé et de l'effet des mécanismes de défense de

['hote

- Texistence de fausses résistances fices a des taux sanguins de
lantipaludique inféricurs au seuil dactivité. C'est ic cas lorsque le
médicament est sous-dosé. ou lorsqu'il est incomplétement absorbé par suite

de vomisseiments précoces ou daccéleration du transit (163). D'ou ia
nécessité d'évaluer. apres le trailement, le taux d'antipaludique dans le sang

ou les urines

2.2, Méthodes 1 viiio

“ies méthodes i viro pennetlent en o principe nne Jeterminarnion
obiective de lu sensibilite de P julciparain & tos fes schizonlocides sanguins

agissant directenent” (139, 161). Flles sont en effet pea ou pas influencées

Yar Himmunite comraircmem aux méthodes (72 vhvo. En ozone dendemie,

i

]

elles vermettent done de détecter fn chiiviorésistance de /7 julcijpaiun 4 son

émergence. On distingne les anciennes o les nowveiles méthodes,
o o



2.2.1. Anciennes méthodes

Ce sont des macrométhodes qui utilisent du glucose comme milieu
d'imcubauon.

Le sang total prélevé chez le sujet présentant des trophozoites de
P. julciparum est additionné de glucose a la concentration finale de 5 %o
puis incubé en présence de concentrations croissantes de l'antipaludique a
tester, comparativement & un témoin sans antipaludique. On évalue ensuite
au microscope sur gouttes épaisses, l'effet inhibiteur des différentes
concentrations sur la maturation des trophozoites en schizontes a trois
noyaux ou plus car les parasites sont synchromes dans le prélevement de

sang.

[L'interprétation des résultats est basée sur la concentration minimale
d’antipaludique inhibant completement de la maturation en schizontes
(CMI).

Deux macrotests ont été décrits :

a) - LL.e macrotest de Rieckmann (128}

Premiere technique a étre utilisée sur le terrain ce test est une
modification de la technique décrite par Bass et Johns (5). Eile emploie
1 ml de sang défibriné par concentration. L'incubation est faite a I'étuve a
38° 5 - 40° C pendant 24 heures. Les schizontes sont comptés sur les gouttes
¢épaisses comparativement a 100 parasites asexués.

Avec ce test la CMI de la souche de P. falciparum chloroquino-
sensible “Uganda [7  ¢était de 0,5 x 10-9 mole de chloroquine base par
millilitre (ml) de sang. Celle de la souche chloroquinorésistante “Malayan
Camp" était de 3 x 10-9 mole/ml de sang.

b) - Le macrotest OMS (166).

C'est le macrotest de Rieckmann standardisé pour tester la chloro-
quine et la méfloquine. Il a été largement utilisé (6). Il emploie des flacons



prédosés en antipaludiques. L'incubation est faite a 38°5 C pendant 24 4 28
heures.

D'apres Wernsdorfer et Kouznetsov (161) une CMI de 1 nanomol
(nmol) de chloroquine/ml de sang correspond a une souche sensible. Unc
maturation en schizontes a 1,5 nmol/ml de sang est indicatrice de résistance,
et a 2,5 nmol/ml de sang, de résistance Rl ou RIIl généralement. Cependant
les résultats des tests in vitro ne permettent pas de définir le degré de
résistance.

Ces macrométhodes ont l'inconvénient d'utiliser une quantité
importante de sang. [l faut au moins 10 ml de sang par antipaludique pour
tester une souche. En outre le sang doit contenir une prédominance de
trophozoites agés de P. fulciparum (160) ; en effet ce sont ces formes qui
sont capables d'évoluer en schizontes a trois noyaux ou plus e¢n 24 heures
d'incubation. C'est pourquoi ces méthodes ont été remplacées par de
nouvelles méthodes.

2.2.2. Nouvelles méthodes

Elles sont basées sur le principe de la culture continue de
P. fulciparum (formes érythrocytaires) qui a ét€ mise au point par Trager
et Jensen (146) et par Haynes et collaborateurs (1976). Brievement, cette
culture est réalisée dans un milieu liquide synthétique (RPMI tamponné) qui
est enrichi en sérum humain non immun (10 % environ). Les globules
rouges parasités sont mis en suspension dans ce milieu a un faible
hématocrite (environ 10 %). L'incubation est faite a 1'étuve a 37° C dans une
atmosphere enrichie en gaz carbonique (95 % air et 5 % CO2) qui est
obtenue dans un dessiccateur avec bougie ou dans un incubateur a CO».
Selon le mode d'évaluation utilisé, on distingue des méthodes micros-
copiques ou isotopiques.

2.2.2.1 Méthodes microscopiques

On distingue deux types :



a) Les méthodes a court terme : elles évaluent l'effet inhibiteur de
différentes concentrations de I'antipaludique sur la maturation des
tropnozoites en schizontes, comme dans les macrométhodes. Elles dérivent
ivutes de la micromcthode de 24 heures décrite par Rieckmann et
collaborateurs (129) pour tester la sensibilité de P. falciparum provenant de

singe Aotus .
[.¢ Microtest (160)

("est une méthode standardisée qui utilise des plaques prédosées avec
"anupaludique (96 puits) et du sang capillaire hépariné. Chaque puits recoit
50 1 de la suspension globulaire parasitée a 5 % hématocrite dans le milieu
RPMI. Apres une incubation de 24 4 26 heures a 37° C, les schizontes sont
complés sur gouttes €paisses colorées au Giemsa en regard de 200 parasites

ASCXUCS.

Une CMI de chioroquine base de 1.14 x 10-6 mole/litre (1) de sang
(5.7 picomoles/puits) indique une réponse sensible au traitement standard de
chloroquine. Une maturation a 1,6 x 10-© mole/l de sang ou plus indique
une résistance de P. fulciparum a la chloroquine. Avec la méfloquine. tne
concentration de 0,8 x 10°0 mole/l de sang (4 pmoles/puits) inhibe
normalement la maturation en schizontes, d'apres les résultats préliminaires.

- Microtest O.M.S (113, 114)

C’est le microtest (160) qui a été standardisé. Il utilise des plaques
prédosées qui sont actuellement commercialisées (chloroquine, amodiaquine,
quinine, méfloquine et association sulfadoxine-pyriméthamine). Pour les
seuils de résistance, voir le chapitre matériel et méthodes.

Les résultats sont exprimés en CMI et pour les données groupées en
concentrations entrainant une inhibition de 50 % (C150), de 90 % (CI90) et
de 99 % (C199) de la maturation en schizontes, qui sont obtenues par unc
régression linéaire : dose logarithmique en fonction du pourcentage
d'inhibition en probits  (70).



Le test est considéré comme valable pour une souche donnée, si le
nombre moyen de schizontes (moyenne arithmétique) obtenu avece les
témoins des quatre antipaludiques est supérieur ou égale a 20 schizontes
pour 200 parasites asexués.

Linterprétation des résusltats est basé sur la CMI de ’antipaludique
¢valué. Lorsqu’elle est inférieure ou égale au seuil de résistance, la souche
est dite sensible a I’antipaludique ; lorsqu’elle est supérieure a ce seuil, la
souche est résistante. Les seuils de résistance pour les antipaludiques étudiés
sont portés en bas du tableau 3.

L'inconvénient de ces tests de 24-26 heures réside dans le fait qu’ils ne
permettent pas de tester les souches dans le cas ou elles sont constituées en
majorilé de jeunes trophozoites qui ne disposent pas de suffisamment de
temps pour donner des schizontes. Ces souches sont fréquemment
rencontrées au cours du paludisme symptomatique (acces). C'est pourquoi,
certains chercheurs tout en utilisant les plaques O.M.S prolongent
I'iIncubation a 30 heures (72, 74) ou a 36 heures (80) et méme plus.

- e semi-microtest microscopique (87).

il utilise des plaques prédosées en antipaludique de 24 puits et des
globules rouges parasités lavés en suspension dans le milieu RPMI
additionné de 10 % de sérum en vue d'un hématocrite a 5 %. Chaque puits
regoit 700 pl de suspension globulaire. Apres 24 ou 48 heures d'incubation
les schizontes sont comptés en regard de 100 ou 200 parasites asexués. Cette
méthode a I’avantage de s’appliquer aussi bien aux souches formées de
trophozoites agés que jeunes.

b) Les méthodes a long terme

Eiles utlisent des souches de P. fulciparum apres adaptation en
culture. Les parasites de culture étant asynchrones c'est-a-dire contenant des
trophozoites, des schizontes et des mérozoites, ces méthodes apprécient, sur
frottis, l'effet de différentes concentrations d'antipaludiques sur la
disparition des parasites, comparativement a un témoin (RPMI) sans
antipaludique.
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Ces méthodes sont surtout indiquées pour les antibiotiques a action
lente tels que les macrolides et les cvelines et pour les inhibiteurs de la
dihydrofolate réductase. Ces derniers n'empechent en effet pas la maturation
des trophozoites ¢n schizontes, mais empéchent la réinvasion des hématies
par les mérozoites.

De nombreuses methodes de 48 heures ont été décrites pour la
chloroquine (25, 107, T08) ¢t la pyriméthamine (108). 11 existe €galement

des méthodes de 72 heures (145).

(es méthodes présentent un certain nombre d'inconvénients : utilisant
une culture continue de P. fulciparim, ces méthodes sont limitées a des
laboratoires spécialisés. De plus. la plupart d'entre elles nécessitent le
changement du milieu de culture et de I'antipaludique toutes les 24 heures.
D'autre part, les résultats obtenus avec ces méthodes doivent étre interprétés
avec précaution car l'adaptation en culture peut éliminer sélectivement des
parasites de la population originelle (161 ¢t modifier ainsi la chimio-
sensibilité in vitro des isolats de P. fulciparum (86).

2.2.2.2. Méthodes isotopiques

Elles mesurent ['effet inhibiteur de concentrations croissantes
d'antipaludique, sur l'incorporation par les parasites d'un précurseur
métabolique radiomarqué, comparativement a un témoin (RPMI) et a des
giobules rouges sains. C'est généralement I'hypoxanthine tritiée (3H-
hypoxanthine) qui est utilisée.

Ces méthodes sont plus sensibles que les méthodes microscopiques et
sont en outre plus reproductibles. Mais elles se limitent a des laboratoires
spécialisés car nécessitant un compteur isotopique. Les tests peuvent
cependant étre faits sur le terrain jusqu'au stade de disques séchés qui sont
ensuite transportés a un laboratoire central pour le comptage de la
radioactivité (159). De nombreuses méthodes de 24 a 48 heures ont été
décrites.



- L.a méthode de Desjardins et collaborateurs (42)

(“est la premiere méthode décrite et I'une des plus utilisée. C'est une
nucrométhode semi-automatique utilisant P. falciparum en culture continue.
I.e volume final dans les puits est de 250 ul (contenant 0,5 pCi/puits) dont
200 jd d'une suspension de globules rouges parasités a 1,5 % hématocrite
dans le RPMI-s¢rum. La durée totale de I'incubation est de 44 a 48 heures.
On détermine la dose inhibitrice 50 % (ID50) par une régression non

fincaire.

Cette méthode a ¢t¢ adaptée a des souches sauvages de P. falciparum
en culture par Childs et collaborateurs (34) pour tester la chloroquine, la
quinine. la méfloquine et I"halofantrine.

- Le microtest de Druilhe et collaborateurs (46)

Le volume final par puits est de 50 pl a 5 % d’hématocrite. La durée
de I'imncubation est de 48 heures. L'interprétation des résultats est basée sur
la CI50 qui est obtenuc par une régression linéaire.

La limite du seull de résistance pour la chloroquine est une CI50 entre
80 et 100 nmol/l de milieu. Pour la quinine une CIS0 supérieure a
350 nmol/l de milieu correspond a une baisse de sensibilité.

- Le microtest de Brandicourt et collaborateurs (14)

C'est le microtest O.M.S couplé a un marquage a I'3H-hypoxanthine.
La durée totale de l'incubation en présence d'H3-hypoxanthine est de
26 heures. Les résultats sont interprétés comme dans la méthode de Druilhe
et collaborateurs (40).

Cette méthode a I'avantage d'utiliser directement le sang parasité sans
lavage préalable ; ce qui facilite son utilisation sur le terrain. Cependant,
elle ne semble pas tres indiquée dans le cas des souches avec de jeunes
trophozoites du fait de la courte incubation (26 heures). C'est probablement
pourquoi elle a été supplantée par la méthode de 48 heures (17).

"N



- L.e semi-microtest 1sotopique (8K)

(est le senn microtest microscopique couplé a un marquage a
'hy poxanthine tritice. Chaque puits regort 700 pd de suspension globulaire
parasitée. & 2.5 9 hématocrite : [.a durée de 1'incubation est de 42 heures.
C'est une m¢thode standardisée largement utilisée. Les CI50 et CI90 sont
déterminces par une régression lin¢aire. Les CI50 évocatrices de résistance
sont : de 90 120 nmol I de milicu pour la chloroquine, supérieures ou ¢gales
a 500 nmol | de milicu pour la quinine. ¢t supéricures a 90 nmol/l de milieu
pour la monodéscéthyl amodiaquine. Concernant la méfloquine, le seuil de
résistance n'élart pas encore déterminé. Mais dapres e Bras et Savel (91)
qui avaient utilis¢ la méme méthode. les souches de P. fulciparum dont la
CI50 de méfloquine est supérieure & 60 nmol/l de milicu sont considérées

comme résistantes.

2.2.2.4. Avantages des nouvelles méthodes (court terme)

- Elles utifisent de faibles quantités de sang @ ce qui permet de tester

simultané¢ment plusieurs antipaludiques.

- Elles permettent en principe une détermination objective de la
sensibilit¢ de P. fulciparum a tous les schizontocides sanguins agissant
directement (159, 161). En effet, elles sont peu (26) ou pas influencées par
I'immunité : les tests étant réalisés a un faible hématocrite et, dans certaines
méthodes, apres le lavage des globules rouges qui, comme l'ont souligné Le
Bras et Savel (91), a I'avantage d'éliminer les anticorps et les globules blancs.
Elles permettent donc en zone d'endémie palustre, chez les sujets semi-
immuns, de détecter la chimiorésistance de P. fulciparum a son émergence,
contrairement aux tests in vivo.

- Il est possible de différer le test car le sang parasité peut étre
conservé avant la réalisation des tests : trois heures a 37° C a 5 %
hématocrite dans le RPMI tamponné (160), 24 a 48 heures a +4° C du sang
total hépariné, cing a sept jours a 2 - 8° C sur ACD (acide citrique-
dextrose) ou sur CPD (91) ; et parfois méme dans l'azote liquide (34) avec
cependant dans ce dernier cas, un risque de sélection des parasites
chimiorésistants (86).
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3. SITUATION ACTUELLE DE LA CHIMIORESISTANCE DE

P. falciparum

3.1. Introduction

Nous ¢xaminons ici des aspects relatifs a I'évolution de la résistance de
L. falciparion aux antipaludiques que nous avons testés, en I'occurrence la
chloroquine. I'amodiaquine. la quinine et la méfloquine, principalement en
Afrique, tout en precisant les principaux facteurs qui seraient impliqués dans
['apparition et I'extension de cette résistance.

3.2.  Chloroquine

3.2.1 Asie et Amérique

La résistance de P. fulciparum a la chloroquine a été reconnue pour
la premiere fois ¢n 1961 en Colombie par Moore et Lanier (104), dans deux
cas de paludisme cn provenance de ce pays. et en 1962 en Thailande par
Harinasuta et coilaborateurs (75). Jusqu'en 1970 clle est restée confinée a ces
deux pays ct aux pays voisins (161). Ensuite clle s'est progressivement
étendue respectivement en Amérique du Sud Est et a I'Asie du Sud-Est,
centrale et occidentale, suite au relachement des mesures de lutte
antivectorielle.

Dans toutes les régions affectées, la prévalence des infestations a
P. falciparum chioroquinorésistant de méme que le niveau de résistance
avalent régulierement augmenté. Le phénomene était plus marqué en Asie
du Sud-Est (Laos, Vietnam et Thailande), et dans certaines zones du Brésil,
ou la majorité des souches étaient résistantes et les niveaux RII et RIII
étaient les plus fréquents (161).

En 1990, tous les territoires et pays endémiques a P. falciparum
étaient affectés par la chloroquinorésistance a l'exception de I'Amérique
centrale, d'Haiti et de certaines parties de I'Asie occidentale (162).

L'utilisation du sel de cuisine chloroquinisé (0,33 %), dans le cadre de
projets de contrdle du paludisme peut étre considérée comme étant le



principal responsable de l'apparition des deux fovers primaires de
chloroquinorésistance en Amdérique ¢t en Asic. Celle ciavait ¢té pratiquée
au Brésil de 1952 a 1961, avece une grande envergure o partin de 1959 < clle
avall intéresse durant cette courte periode et pendant 30-mois. 2500 000
personnes qui avaient ingéré une dose journalicre de chloroquine base
~d'environ 25-30 mg d apres Payne (120). Pour la scule année 1961 et dans
le méme pays, 84 tonnes de chloroquine avaient été unlisees dans le sel de
cuisine (112).

Un projet de sel chloroquinise avait également ¢te appliqué au

Cambodge en 1961-1962. chesz 20 000 personnes pendant 18 mots (120).

3.2.2 Afrique

3.2.2.1. Afrique de I'Est

Les premiers cas africains de chloroquinorésistance. tous de niveau Rl
tardif. avaient éié observés sur la ¢dte Est du continent chez des touristes qui
voavaient contracté le paludisme @ un cas au Kenya a la fin de 1977 (52) et
trois cas en Tanzanie dont 'un avait ¢té confirmé in vitro (25). Cetie
résistance avait été ultéricurement constatée in vivo et in vitro chez des
sujets non immuns sous prophylaxie bien dosée a la chloroquine, en
provenance du Kenya (57) et de la Tauzanie (57, 143), puis chez des
autochtones en provenance de Tanzanie (136).

Apres s'€tre propagée avec présence des niveaux de résistance RII et
R en Tanzanie (105, 133, 130) et au Kenya (10), la chloroquinorésistance
avait gagné le Burundi (39). le Soudan. le Rwanda, le Zaire puis I'Angola el
la Nannbie (122). Madagascar (125) ¢t les lles Comores étaient également
concernés par la résistance de P. fulciparum a cet antipaludique.

3.2.2.2. Afrique centrale

C'est en 1985 que la résistance in vivo de P. falciparum a la
chloroquine est apparue en Afrique centrale. Des enquétes réalisées
auparavant avec cet antipaludique n'avaient enregistré en 1983 qu'une baisse
de sensibilité au Gabon et l'isolement en 1985 de quelques souches
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chloroquinorésistantes. dans ¢ méme pavs (deux souches) et au Cameroun
(trois souches) (47).

Des 1985, “la résistance o0 vico revetait une forme épidémique avec
des niveaux d'emblée €élevés™. Clest ainsi qu'en France, la méme année, huit
cas de chloroquinorésistance tous confirmés in vitro avaient €té observés
chez des voyageurs non immmuns : quatre (RII et RIII) en provenance du
Congo et du Gabon (47) ¢t quatre du Gabon (Libreville et Franceville) dont
deun neuropaludismes avee un deces (137). D'autre part. la résistance a la
chloroquine ¢tait présente en 19851986 a des taux de prévalence élevés in
vovo et ovira dans plusieurs pavs d'Afrique centrale dans les grandes
villes en milicu urbain. C'¢tait le cas au Cameroun en zone forestiere, a
Kribi et Limbe (18, 47) au Gabon (127). au Congo a Brazzaville (90, 111)
et au Zaire a Kinshasa (119). A la méme période par contre, cette résistance
¢lait modérée dans dautres villes enclavées du Cameroun et absente dans

trois autres régions du Zaire (119).

A partir de 1985, la chloroquinorésistance avait augmenté progres-
stvement comme cela avait ¢té noté au Congo en 1987 et en 1989 (15. 27).

3.2.2.3. Atfrique de |'Ouest

Les premiers cas de chloroquinorésistance confirmés in vifrro avaient
¢té mis en évidence en France en 1985, chez des voyageurs en provenance
du Bénin (90). lIs avaient été confirmés chez sept voyageurs ayant séjourné
a Cotonou en septembre 1986. Auparavant lors d'enquétes effectuées entre
1980 et 1986 dans divers autres pays d'Afrique de I'Ouest. la chloroquine
s'¢tait révélée tres active sur P. falciparum in vivo au Nigéria a Ibadan et
au Burkina Faso (1, 153. 6). 1l en était de méme in vitro au Libéria a
Yckepa (12) et au Sénégal (14. 91). Seuls de rares cas de chloroquino-
résistance avaient été observes : deux in vivo au Nigéria et au Ghana non
confirmés in vitro (49) et quatre in vitro au Burkina Faso et au Sud du
Sénégal (6, 47).

Cette résistance s'était par la suite propagée au Bénin et dans les pays
limitrophes mais de facon hétérogene. C'est ainsi qu'en 1987, des taux de
prévalence (in vitro et/ou in vivo ) et un niveau de résistance élevé (RIl)
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avaient é1¢ enregistrés dans la ville de Cotonou (36, 72). Ces taux ¢laient pur
contre faibles & Zou ville située a environ 200 km de Cotonou (367§
Sokode, ville intéricure du Togo (65, 73) ¢t au Nigéria (130). et moderes en
Cote d'lIvoire a Abidjan en 1988 (83, 121)

Concernant I'Afrique de I'Ouest sahélienne, la chloroquine v ctait
encore active sur P. falciparum jusquen 1987-1983. Aucun cas de
résistance n'avait ¢1é constaté i vivo etin vilro au NI1ger a Nianey. au

Mali a Bamako ¢t au Sénégal a Thies (o4, 1170 118). Seule une souche
résistante avait ¢té isolée a Ouagadougou (Burkina Faso) tandis que la

réponse in vivo a la chloroquine ¢tait sensible (110).

L'apparition de la résistance de P. fulciparum & la chloroquine dans
cette région peut etre située a la fin de I'année 1983. (Uest a cette période en
effet que trois cas de paludisme a P. julciparion  résistant (confirmés in
vitro) avaient été observés en France chez des voyageurs non immuns sous
prophylaxie correctement dosée a la chloroquine : un en provenance du
Tchad (132) et deux dont un grave en provenance du Sénégal (11, 92). Ces
cas avalent ¢té confirmés la méme année au Sénégal par Trape el
collaborateurs (147) lors d'une étude menée a Dakar, puis en Gambie par
Menon et collaborateurs (100). Des cas sporadiques de résistance avaient éi¢
par la suite notifiés en Guinée Bissao (9). au Sénégal (61, 148), au Niger
(60).

3.2.2.4. Facteurs d'apparition et d'extention de la
chloroquinorésistance en Afrique

Par rapport a I'Asie et & I'Amérique. la chloroquinorésistance est
apparue tardivement en Afrique. Cela probablement a cause de la faible
pression de chloroquine exercée sur le parasite dans ce continent durant les
années 1960. En effet, d'apres Payne (120), ce n'est qu'a partir de 1961 que
le projet de sel chloroquinisé a été appliqué en Tanzanie a Mto Wa Mbo.
Drautre part scules 2 200 a 3 000 personnes avaient été protégées au cours
de ce projet, mais de facon irréguliére, pendant seulement 12 mois et sur
une longue période allant de 1961 & 1972 (120).



[L'apparition de la chloroquinorésistance en Afrique de I'Est serait
ainsi liée a la prophvlaxie a la chloroquine qui commencée en 1969 avait.
dapres Wernsdorter (162)0 augmentée au milicu des années 1970, kEn
revanche, Pextension de la chloroguinorésistance duns ce continent avait €ie
rapide d'Est en Ouest. En effet P. fulciparum v est I'espece dominante et la
transmission du paludisme v est intense, intéressant aussi bien les zones
urbaines que les zones rurales ; il semble qu'en Atrigue tropicale un sujel
subisse entre 200 ¢t 300 parfors 1 000 pigares intestantes anophéliennes par

an (51) dans certaimes zones.

En outre. o pression de chloroquine avait ¢t¢ maintenue dans les
années 1980 par le biais de la prophylaxie et du traitement présomptif du
paludisme. Il avait ¢té faie ¢tat de l'utilisaton de plus de 3 milhards de
comprimés par an a partir de 1981, soit 60 % de la consommation mondiale
sclon I'O.MLS (112). Celte consommation africaine qui s'élevait a 178 tonnes
en 1983 (112) avait atteint un pic de 191 tonnes de chloroquine base en 1988
{162).

“D'autres facteurs ont pu également iouer un role dans |'extension
rapide de la chloroquinorésistance, les mouvements des ponulations et la
dispersion des souches résistantes qu'ils ont entrainée.

3.3. Amodiaquine

A cause des parentés structurale et fonctionnelle entre les amino-4-
quinoléines, des relations croisées de sensibilité ou de résistance avaient €té
constatées entre ['amodiaquine et la chloroquine (WHO. 1984). Mais d'apres
des résultats obtenus au laboratoire et sur le terrain, la résistance croisée
entre ces deux antipaludiques n'est pas de regle (91). L'amodiaquine qui est
plus active que la chloroquine a en effet une structure différente de base de
Mannich. D'autre part, elle agit principalement par I'intermédiaire de son
premier métabolite actif la monodéséthyl amodiaquine.

C'est ainsi qu'une résistance croisée entre |’amodiaquine et la
chloroquine avait été observée in vitro avec des isolements de P. fulciparum
provenant de singe Aotus (135), mais non avec des souches en culture
continue (60).



En outre, I'amodiaquine s'était révélée active in vitre: sur des souches
de P. falciparum chloroquinorésistant en ‘Thailande en 1983 (35) ¢t au
Kenya, a Malindi (142.157). Par contre. une souche amodiaquinoresistante
avait €té 1solée dans une zone de chloroquinosensibilité au Togo (73) el aux
Philippines quatre sur cing souches amodiaquinorésistantes isolées en milieu
hospitalier étaient sensibles a la chloroquine (158).

L'efficacité thérapcutique de la dose standard d'amodiaquine
(25 mg/kgp/3 j) avait été observée en zone de chloroquinorésistance
modérée ou notable. C'é¢tait le cas a Madagascar ou aucun cas de
recrudescence n'avait €té enrcgistré (125) il en était de meme au Kenva a
Malindi ol seul un cas de résistance sur 21 tests effectués et deux cas sur 26
tests avaient €té enregistrés, respectivement par Spencer et collaborateurs
(142) et Watkins et collaborateurs (1357).

Cependant, des échecs thérapeutiques avaient ¢té enregistrés avec la
dose standard d'amodiaquine en Thailande et aux Philippines (138) ot six
cas de paludisme aP. fulciparum sur huit hospitalisés ¢taient amodiaqui-
norcsistants parmi lesquels quatre de niveau RIT ou RIL 1T en ¢tait de méme
a Zanzibar (142) et au Cameroun a kdea oi 56 % (sur 15 sujets) étaient
porteurs de trophozoites a J7 (99).

D'autres €checs thérapeutiques signalés étaient plutot liés a l'utilisation
de doses insuffisantes d'amodiaquine : deux sur 22 au Nigéria a tbadan avec
15 mg/kgp/1j (153) et quatorze sur 24 au Pakistan dans le Punjab en 1934
avec 20 mg/kgp/2 j (80).

D'apres Wernsdorfer (162). la résistance a ['amodiaquine suit
larcement la distribution de la chloroquinorésistance si bien que son
utilisation offre seulement un sursis éphémere.

3.4. Quinine

Les premiers cas de résistance de P. fulciparum ala quinine avaient
été observés au début de ce siecle au Brésil (106) et en Bolivie (109) chez
des expatriés européens. Des cas de déces avaient méme €t€ enregistrés en



Bolivie alors que chez les autochtones les cas de paludisme ¢taient
efficacement traités avee les mémes doses de quinine dapres Peters «122),
Par la suite, des cas sporadiques de quininoresistance. rarement prouves
cependant. avalent €té signalés dans divers pays jusqua ce que les

antipaludiques de synthese aient supplanté la quinine (161).

Ce n'est qu'au début de 1980. en Thailande. que les trois premiers cas
autochtones de résistance a la quinine avaient ¢te mis en évidence (37). suite
a sa large utilisation dans le tattement des ifestatons a P20 jalciparun
polychimiorésistant. Cette résistance avait ¢té confirmée a la fronticre
Thailando-Cambodgienne avee une prévalence ¢levée @ 1/3 des 39 patients
traités a la dose standard de quinine pendant 7 4 10 jours présentaient une
résistance de niveau RE ou RIT (126). Ce qui avait motivé 'utilisation en
1982 de la combinaison quinine-tétracveline. reconnue efficace sur les
souches quininorésistantes par Reacher et collaborateurs (126). pour traiter
les infestations a P. fulciparum quininorésistantes (162). Et. dans les années
qui suivirent. la sensibilité de P. fulciparim ala quinine avait rapidement
chuté (162).

En Afrique actuellement. I'efficacité thérapeutique de fa quinine
semble généralement conservée méme en zone de chloroquinorésistance.
Aucun cas de recrudescence n'avait été observé au Malawi et en Gambie
chez respectivement 25 et 21 sujets traii¢s (167). Un seul cas de paludisme
sur 160 étudiés était suspect de quininorésistance au Congo en 1989 (30).
Les huit cas de recrudescence enregistrés en 1986 a Kinshasa en milieu
hospitalier seraient probablement dus a des doses de quinine insuffisantes
(20 mg/kgp pendant 5 jours). Cependant des cas sporadiques de résistance a
cet antipaludique, en provenance de plusieurs zones géographiques avaient

¢té signalés.

In vitro |, la véponse de P. fulcipurum & la quinine était généralement
bonne au Gabon (47), au Nigéria (55, 130) et récemment en Gambie (100).
Il en était de méme au Nigéria a Zaria oli seule une réduction marquée de la
sensibilité a la quinine avait été constatée assez récemment (96).



3.5. Miéfloquine

Les essais cliniques de la méfloquine effectues dans trois continents
chez des centaines de sujets atteints d'acces palustre avaient montr¢ gu'elle
était trés active sur presque toutes les infections a P. fulciparum
chloroquinorésistantes comme chloroquinosensibles. Ce qui avait ¢t¢
confirmé en 1985-1986 a la frontiere Birmano-Thailandaise avec 98 % de
succes thérapeutique sur 5 192 sujets testés (110) et ultéricurement au
Nigéria (140). Les doses curatives de méfloquine avait ¢té¢ ¢galement
utilisées avec succes chez des voyageurs en provenance d'Afrique de I'Oucst
et centrale (33), et lors d'une étude effectuée en 1990 & Dakar (77).

Cependant il avait été fait état de cas sporadiques de paludisme a
P. jalciparum résistant a la méfloquine chez des sujets n'ayant jamais ¢r¢
auparavant expos¢s au médicament : aux Philippines (139). en Thatlande
(13, 84), en Tanzanie (23) et en Afrique de I'Ouest (59). Et, les souches
correspondantes n'avaient répondu in vifro qu'a des concentrations de
méfloquine supéricures a celles néeessaires antéricu-rement. Ultérieurement,
de nombreux échecs thérapeutiques & cet antipalu-dique avaient ¢té constatés
en Thailande (fronticres Est et Ouest). suite a son utilisation cotirante
partir de 1935, dans le traitement du paludisme résistant confirimé parasito-
logiguement (162). C'était le cas a la fronticre Birmano-Thailandaise (110).

In vitro l'activité de la méfloquine avait également été démontrée en
Asie, en Thailande et au Pakistan dans le Punjab (159, 80). La méme
constatation avait été faite dans certains pays d'Afrique de I'Ouest, au
Libéria et au Sénégal a Thies (12,118), et en Afrique centrale au Cameroun
a Limbe, et au Congo (18, 27). Mais des souches de . fulciparum naturel-
lement résistanies a la méfloquine avaient été isolées dans divers pavs
d'Afrique centrale et de I'Ouest de 1985 a 1988, cela indépendamment de la
situation de la chloroquinorésistance. Parmi cux on peut citer le Cameroun
et 1a Guinéc (47), le Nigéria (131), le Bénin (36, 72) et trois pays sahéliens.
le Burkina Faso, le Niger et le Mali (116, 64, 117). Cependant seule une
baisse de sensibilité a la méfloquine avair Ci¢ notée lors d'études effectuées
au Nigéria a Zaria (96), et au Sénégal a Dakar (77).
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[¢tude de fa chimtosensibilné de P. oo iparien s'est deroadec dans L
Régron administrative de Dakar . au niveau des départements de Drkar ¢t

Pikine. (Fig. I bis)

La Région de Dakar est située a l'extréme Ouest du Sénceal Elle
couvre une superficie de 550 km?2. Elle comptait 1 488 941 hubitets on
1988 d'apres le Ministere de i'Economic. des Finances et du Plan 101
(1992). En 1993, sa population était estimée @ 1 801 312 habitanis avee un
accroissement annuel de 3,83 % (102).

Cette région se caractérise par d'importants déplacements temporaires
(durée inférieure a 6 mois) et mouvements nigratoires (durée supdricure a
6 mois) de populations. Ainsi. en 1988, les immigrants représentaient
32.5 % des résidents. Ces immigrants dont un sur deux a 25 ans ou plus
proviennent suttout de Thies (23.3 %), Sant Louis (17.9 %), Diourbel.

[ouea et Ziguinchor (12 %% chacune)

La Region de Dakar est essentictlement peuplée de Wolof (538 9.
Poular (18,5 %), Serer (11.6 %), Diola (4.7 %) (101). Toutes les autres
ethnies du Sénégal y sont représentées On distingue également d'autres
communautés : Libano-Syriens, Cap-Verdiens. autres africains. curopeens.

La Région de Dakar comprend trois départements : Rufisque. Pikine
et Dakar. Seuls les deux derniers nous ont intéressé.

1. DEPARTEMENT DE DAKAR

Le Département de Dakar est situé a l'extréme pointe de la Région de
Dakar. Il couvre une superficie de 82.5 km=. 34 situation exacte est 14° 40 -
[4° 45 de latitude Nord et 17° 25 - 177 33 de longitude Ouest. Il est limité
au Nord. a I'Ouest et au Sud par 'océan Atlantique et a I'kst par le
Département de Pikine.
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La pluviométrie annuellc était de 384.5 mm en 1987, de 4727 mm en
1988, de 2693 mm en 1990, de 403 mm en 1992. de 440 mm ¢n 1993 et de
241,2 mm en 1994, La température moyenne maximale annuelle est de
28° C et la minimale de 20°4 C. La végétation naturelle a pratiquement
disparu sauf dans les Niayes (dépressions interdunaires inondc¢es pendant la
saison des pluies, asséchées partiellement ou totalement pendant la saison
seche) ou se pratiquent des cultures maraicheres.

Le Département de Dakar comptait en 1988, 630 932 habitants. kn
1993 sa population était estimée a 767 194 habitants avec un accroissement
annuel de 2,36 %.

En 1988 il y'avait 17 623 résidents absents (2.6 %), 15 407 visiteurs
(2,3 %) et 213 040 immigrants (34,1 % dec la population résidente) 147 %
des immigrants étaient des étrangers.

Les activités industrielles. commerciales et de services dominent
largement alors que agriculture et la péche artisanale ne représentent que

34.7 9% de la population active.

Dakar est une zone urbaine qui compte 123 quartiers (101). Le taux
d'urbanisation global qui se situe autour de 60 % varie selon les quartiers.

Le Département de Dakar compte un systeme de distribution d'eau
potable et un réseau d'égolits qui ne couvre cependant pas tous les quartiers.
La ou il est absent, il est remplacé par des fosses septiques étanches.

Le taux de scolarisation dépasse 90 %.

Sur le plan sanitaire, Dakar est divisé en quatre districts : Centre,
Nord-Est, Sud ou Plateau et Quest. Il comptait en 1992, 32 postes de santé,
six centres de santé, six hopitaux, 239 cabinets et 13 cliniques (102).

Le nombre d'habitants pour un poste de santé varie de 17 429
(District Sud) a 47 453 (District Nord-Est). L.e Rayon Moyen d'Action qui
renseigne sur l'accessibilité théorique d'un poste de santé est de 1.5 km.
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2. DEPARTEMENT DE PIKINE

Le Département de Pikine est situé a 15 Km de Dakar. [ ext Timute au
Nord et au Sud par 'océan Atlantique. & I'Ouest par le Département de
Dakar et a I'Est par celui de Rufisque. Sa superficie est de 111 km-.

Ce département. avait 619 759 habitants en 1988, tn 1993, sa
population était estimée & 812 344 habitants avec un accroissement anntel de
5,48 % (Ministere de la Santé, 1995).

En 1988, 18 013 habitants (2. 9 %) ¢taient des résidents absents.,
13 853 (2.3 %) des visiteurs et 212 637 (35.7 % de la population résidente)
des immigrants.

Les professions les plus représentées sont les ouvriers (45 %), les
artisans et marchands (19 %) et les fonctionnaires (17 %).

Sculs 38 % des enfants scolarisables vont a I'éeole.

Sur le plan de I'urbanisation on distingue quatre zones : Pikine ancien
ou ['habitat est en dur, Guédiawaye ou l'urbanisation est sauvage, Pikine
irrégulier ou les habitats sont désordonnés et spontanés et des villages
traditionnels.

Le Département de Pikine compte un svsteme d'approvisionnement en
eau potable mais qui est insuffisant. Sculs 26 % des ménages ont de I'eau
courante tandis que 60 % sont approvisionnés par des équipements collectifs
(bornes fontaines).

Le systeme d'évacuation (égolit) qui existe pour une partic de Pikine
n‘est pas fonctionnel.

Le Département de Pikine est une zone urbaine qui compte 97
localités (101).
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Sur le plan sanitaire il est subdivisé en deux districts @ e District de
Pikine et le District de Guédiawaye. Il comptait en 1992, deux centres de
santé, 21 postes de sante, 24 cabinets et quatre cliniques.

Le nombre d'habitants pour un poste de santé est de 21 418 dans le
District de Pikine ; le Rayon Moyen d'Action est de 1,5 km.

3. QUELQUES ELEMENTS SUR LE PALUDISME DANS LES
DEPARTEMENTS DE DAKAR ET PIKINE

Le paludisme sévit a I'état hypoendémique dans les departements de
Dakar et Pikine. Il se caractérise cependant par une recrudescence durant la
saison des pluies et au décours de celle-ci. Ainsi. & Pikine, Vercruysse el
collaborateurs (151) avaient enregistré un indice plasmodique moyen de 8.3
%o pour 296 enfants et Trape et collaborateurs (149) des indices
plasmodiques variant de 3,6 % a 7.5 % selon les saisons. A Dakar en 1993,
I’indice plasmodique moyen était de 2,6 % sur | 819 examinés (43).

P. fulciparum est le principal agent responsable du paludisme dans ces
deux départements. [l est parfois associ¢ a P.onaluriae et Poovale . A
Pikine, les taux de prévalence dans la population générale se situaient a
3,85 % (global), a 3,57 % (P. fulciparum ), a 0,24 % (P. malariae) et a
0,04 % (P. ovale) (94). A Dakar, P. fulciparum était la seule espcce
rencontree en 1993 (43).

La transmission du paludisme est assurée & Pikine par Anopheles
arabiensis dont lcs gites larvaires sont constitués par les Niayes et les
canes, puits pérennes peu profonds (150).

La morbidité palustre est imporante dans la Région de Dakar.
D’apres le Ministere de la Santé (102), les acces palustres y représentaient en
1993, 17,59 % des 307 889 cas des 15 premieres causes de morbidité. Cetle
morbidité est mmportante a Dakar du fait que pratiquement toutes ics
infestations se traduisent par des cas cliniques, en raison de la rareté des
contacts “hommes/parasites” (43).



[.a stratégie officielle pour le controle du paludisme dans les
départements de Dakar ct Pikine est celle adoptée au niveau national. De
1969 & 1983, ce fut la prophylaxie a la chloroquine a la dose hebdomadaire
unique de 10 mg/kgp chez les enfants de 0 a 5 ans et les femmes enceintes.
durant la saison pluvieuse et au début de la saison seche. A partir de 1984,
celte prophylaxie a été associée a la chimiothérapie systématique des cas
fébriles ou CAF, a la dose unique de chloroquine de 5 mg/kgp ou de
10 mg/kgp. Actuellement, c’est le traitement présomptif a dose correcte qui
eat préconisé.

[La chloroquine est également utilisée dans le traitement curatf du
paludisme au niveau des structures sanitaires & la dose totale de 25 mg/kgp.
La quinine y est employée sous la forme injectable pour traiter les formes
cliniques avec signes de gravité ou en cas de vomissement. avec un relais par
la chloroquine. Ces deux antipaludiques sont ¢galement dispontbles dans les
pharmacies ou leur vente est libre ; ce qui favorise I’automédication.

D autres médicaments sont actuellement empiovés dans le traitement
curatif et/ou préventif du paiudisme : 'amodiaquine, la pyriméthamine.
"association sulfadoxine-pyriméithamine. ¢t récemment, |association
sultadoxine-pyriméthamine-méfloquine, | halofantrine et I'arthémeter. Leur
utilisation est cependant limitée du fait de leur délivrance sur ordonnance
médicale ou de leur colit élevé (Fansimef® et Halfan®).






1. CADRE DE L'ETUDE

L'€tude a cu licu de 1987 & 1994-1995, Elle s'est déroulée en quatre
periodes et a eu pour cadre :

I'hopital de Fann de Dakar en Novembre-Décembre 1987.

- trois dispensaires de Dakar sis dans les quartiers Rebeuss o5t
Martin), Médina (St Laurent) et Derklé et le Dispensaire Notre Dame du
Cap Vert de Pikine, en Novembre-Décembre 1988 et Janvier 1989

- le méme dispensaire de Pikine en Décembre 1990-Janvier 1991,

- le Dispensaire St Laurent en Novembre-Décembre 1994 ¢t Janvier
1995, et sept quartiers de Dakar en Juiliet 1994-Janvier 1995 : Colobane.
Fann, Fann Résidence, Fass, Gueule Tapée, Médina et Pateau.

Tous les quartiers précédemment indiqués appartiennent au bistrict
sanitaire de Dakar-Sud, a l'exception de Derklé, qui occupe le Sud du

département.

Ce district a une superficie de 27 km=2. Sa population était estimée a
174 294 habitants en 1992 (102).

II compte 5 hopitaux, 10 postes de santé, 129 cabinets et 6 cliniques.
Le Dispensaire Notre Dame du Cap Vert est I'un des plus importants
dispensaires de Pikine. Il se trouve dans le District sanitaire de Pikine qui

occupe le sud du département, a I'entrée de la localité.

Le District de Pikine a une superficie de 37 km?. Sa population totale
était de 257 038 habitants en 1992 (102).

II dispose de 12 postes de santé, | centre de santé, 23 cabinets et
4 cliniques.
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I'n certain nombre d'él¢ments justifie le choix ue Dakar et Pikine. Tl
sasit de deux grandes villes ae la Région de Dakar, proches sur le plan
demographique et du paludisme qui est du type hypoendémique a
transmission discontinue. La pression de chloroquine y est importante, liée a
l'existence d'une-infrastructure sanitaire développée. Aussi de par leur
intense talic natonal et international, ces deux villes sont exposées a
Fimportation de souches de P. falciparum  chimiorésistantes, a partir des
sones ou la chimiordésistance de . fulciparum existe. Autant de facteurs
tavorisant 'émergence et I'extention de la résistance de P. falciparum ala

chloroquime.

Drautre part, les déplacements des personnes entre Dakar et Pikine,
distant seulement de 15 km, sont importants et constants. D'ou |'impos-
sibilit¢ de savoir avee précision I'endroii (Dakar ou Pikine) ou les sujets
parasités se sont effectivemennt contamings méme sur la base de leurs
déclarations suite a un interrogatoire.

L'¢tude en milicu hospitalier et dans les dispensaires est approprice.
En ceffet en zone d'hypoendémic. Ie paludisme urbain se caractérise par un
faible pourcentage de porteurs asymptomatiques de trophozoites, el les
structures sanitaires permettent d'obtenir plus facilement le nombre de tests
requis. En 1994-1995, 1'étude in vivo a été menée dans les quartiers, mais
dans le cadre d'une enquéte paludométrique.

Les structures sanitaires, préalablemert indiquées, ont été choisies en
raison de leur bonne fréquentation et de leur rayon d'attraction couvrant
toute la zone d'étude.

I."¢tude effectuée généralement de Novembre a Janvier, c'est-a-dire au
début de la saison seche, période ot la transmission du paludisme peut étre
considérée comme nulle, a permis de minimiser les réinfestations des sujets :
donc les fausses résistances de niveau RI tardif.



2. PATIENTS

Le recrutement des patients s'est déroulé sur quatre périodes comme
précedemment mentionneg, en 1987, 1983-1989, 1990-1991 ¢t 1994-1995.

Durant ies trois premieres périodes ies patients ont été sélectionnés
parmi des sujets venus en consultation dans des formations sanitaires des
localités indiquées. Dans la derniere période, les sujets retenus l'ont été a
l'occasion de visites médicales effectuées a domicile pour les tests in vivo | et
de consultations au dispensaire mentionné pour les tests in vitro.

Les patients sélectionnés présentaient tous un paludisme a
P. falciparum  exclusivement avec une parasitémie supérieure ou égale a
1 000 trophozoites/mm? de sang. Leur état général n'était pas altéré et la
recherche d'amino 4-quinoléines dans I' urine était négative. Tous avaient
donné leur consentement pour entrer dans |'étude.

Au total 288 patients des deux sexes dgés de 2 a4 64 ans ont &té aiiisi
sélectionnés pendant la durée totale de 1'étude. Parmi cux 131 ont été soumis
aux tests i1 vivo et 225 aux tests in vitro.

3. METHODES
3.1. Recrutement des patients

La sélection a consisté a faire un frottis sanguin a tous les patients
pour qui le diagnostic du paludisme a été retcnu a la consultation. l.e frottis
est coloré au Giemsa et examiné immédiatement sur 100 champs micros-
copiques. lL.es malades hébergeant P. fulciparum exclusivement avec une
parasitémie au moins égale a 1000 globules rouges parasités par des
trophozoites (GRP) par mm?3 de sang sont retenus. Chacun d'entre eux est
a nouveau examiné cliniquement avec prise de la température corporelle.
Ceux parmi eux présentant un état général non aliéré font l'objet d'un
prélevement d'urine pour la recherche d'amino-4-quinoléines par la.
méthode de Dill et Glazcko (97). Si cet examen est négatif et qu'ils donnent
leur consentement ils sont inclus dans I'étude.
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Des renscignements concernant chague membre de 1'échantilion,
relatifs a l'identité. & I'adresse et aux résultats des examens cliniques et
patasitologiques  ~ont constends dans une fiche d'observation individuelle.
B 1994-1995 des renscrgnements sur les deplacements effectués en dehors

de Dakar ont été pris en compte.

Les patients qui hebergealent des hématozoalres exclus de 1'étude ont

regu un traitement antipatudique approprié a leur état clinique.
3.2. Tests i vivo

[.es tests i vivo ont CLE réalisés en 1938, 1990-1991 et 1994-1995. 1ls
ont mtéressé fa chloroquine qui a é&t¢ emplovée par voice orale selon deux

schémas thérapeutiques.

Le schéma préconisé par I'O.M.S (165) a ét€ utilisé en 1988 et 1990-
1991. Les malades ont été traités a la dose de 10 mg de chloroquine base par
kilogramme de poids corporel (kep) par jour durant deux jours consécutifs
ct de 5 mg/kgp le jour suivant. Les sujets de plus de 60 ke ont regu une dose
totale de chloroquine base de 1 500 meg.

En 1994-1995, un schéma thérapeutique de 5 jours (68) a été utilisé.
Les adultes ont recu 500 mg de chloroquine base par jour durant 5 jours
consécutifs, soit une dose totale de 2 500 mg et les enfants les doses ci-apres :

Jusqu'a 1 an : 100 mg les 2 premiers jours (j) puis 50 mg les trois
jours suivants :

de Iadans: 150 mgx2jpuis 100 mex 3
de 3a6ans: 200 mg x 2 puis 150 mg x 3 |
de 6a9ans: 300 mgx 2 i puis 200 mg x 3 |
de 9a 12 ans: 400 mg x 2 j puis 250 mg x 3 j

plus de 12 ans : dose adulte.
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[.ors des deux premitres périodes d'étude. c'est le test de I'O.M.S de
14 jours (165) qui a ¢t¢ utilisé avec des conmrdles parasitologiques réduits a
cing JO (premier jour avant trattement), J2. J4. J7 et J14. En 1694-1095,
cestle test de I'O.MLS de 29 jours (165) qui a éié appliqué.

C'est l'association sulfadoxine-pyriméthamine (Fansidar®) en prise
unigue per os qui a été retenue pour traiter les cas éventuels de paludisme

chloroguino-résistant.

C'est le sulfate de chloroquine (Nivaquine®) présenté sous forme de
comprimés dosés a 100 mg de chloroquine base, conditionnés en boites de
I 000 achetées dans une pharmacie de la place qui a été employé pour le
traitement.

En 1988, avant d'entamer la boite, un controle de qualité est effectué
sur un échantillon de 50 comprimés. Il a révélé qu'ils avaient une teneur en
chloroquine base de 100 a 115 mg (moyenne arithmétique 106.4 mg
D.S 4.6 mg) déterminée par spectrophotométrie a la longuecur d'onde de
342 nm au Laboratoire de Chimie Analytique et Toxicologie de fa Faculte
de Médecine et de Pharmacie (Dakar). s étaient done conformes.

La premiere dose a été administrée a 10. En 1988 et 1990-1991, les
patients ont €té revus a domicile a J1 et J2 pour I'administration des 2¢ et 3e
doses et effectuer des examens cliniques et parasitologiques de contrdle.
Ceux-ci se sont poursuivis a J4, J7 et J14. Lors de la derniere période, les
quatre autres doses ont été administrées de J1 a J4 et les controles cliniques
et parasitologiques effectués de I1 a J7,a J14, 121 et 128, aux sujets visités.

Les examens parasitologiques ont consisté a faire la numération des
parasites et a déterminer la densité parasitaire comme précédemment
indiqué dans les méthodes d'étude de la chimiosensibilité in vivo (165).
Cette numération a été faite, a J7. J14 et J28. par deux personnes différentes.
En 1990-1991, la deuxieme lecture a été faite au Laboratoire de Paludologie
de 'ORSTOM (Sénégal). Et c'est la moyenne arithmétique des deux
parasitémies obtenues qui a été prise en compte.



En 1988, la chloroquinémie a été détermince a J2. A cet effet, 5 a
10 ml de sang veineux sont prélevés chez chaque sujet, sur tube hépariné sec
stérile et conservés a -20° C jusqu'au moment du dosage. Ce dernier a été
effectué par la méthode fluorométrique de Fournel (53) aux laboratoires de
Chimie Analytique et Toxicologie de la Faculté de Médecine et de
Pharmacie, et de Chimie de 'ENSUT. La fluorescence de la chloroquine a
été mesurée a 405 nm apres excitation a 350 nm, en utilisant un fluorometre
digital (Sequoia-Turner Model 112 Digital Filter).

Les résultats des tests in vive ont ¢té Interprétés comme
précédemment indiqué (165).

Pour chaque période d'é¢tude. les parametres ci-aprés ont été

déterminés :

- le taux de guérison 4 chacun des controles effectuss, ¢est-a-
dire le nombre et le pourcentage de sujets n hébergeant plus
de trophozoites de . falciparum parmi les examings ;

- le taux moyen de réduction de la parasiténiie 4 chaque conuréie
par rappoit a la parasitémie correspondante a JO, chez le
sujets non guéris |

- le taux de prevalence de souches de P. fulcipariin
chioroquinoseasibles et chloroguinorésisiantes (niveaux de

résistance) :

- les caractéristiques des cas de chloroguine-rasistance mis en

gvidence,

p . rgs 2. ety
2.3. Tests 7u vitro

\

[

[N

La chioroguine, Uamodinguine, Ia quinine ot fa mefloguine ont
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concentrations dantipaludiques a tester ont été préparées extemporanément.
et c'est du <ang veineux qui a ¢t utilisé.

Les sujpets retenus pour les tests in virro  (parasitémie de 1 000 a
100 000 trophozoites de P. falciparim/mn:3) ont fait 'objet a JO avant la
prisc du médicament d'une prise de sang veineux d'environ 5 ml sur tube

héparine sierile scee.

Fes prefevements de sangs ont ¢1¢ achemingés dans les meilleurs délais
au Laboratoire de Parasitologie de la Faculté de Médecine et de Pharmacie
de Dakar. Hs v ont ¢té conservés a +4° C en attendant la réalisation des tests,

au plus tard trois jours apres la prise de sang.
3.3.1. Matériel et produits

- Sangs parasités prélevés dans les tubes héparinés
- Produits antipaludiques sous forme de sels présentés en poudre :

"Chloroquine phosphate” (Halewood Chemicals) : poids
moléculaire (P.M) 417.89 (P.M base 319,89 ; base _ 0.7654)
sel
. "Amodiaquine hydrochloride" (Pharmachemic) : P.M 392,39
(P.M base 355,86 ; base _ 0.9070)
sel

. "Quinine bihydrochloride” (ACF Chemiefarma) : PM 397,43
(PM base 324,43 ; base _ 0.8163)

sel

. "Méfloquine hydrochloride” (Roche) : PM 361,04 (PM base
324.54 1 base. — (.8990)
sel

- Milicu de RPMI 1640 préparé a partir de la poudre (Gibco) comme
indiqué par le fournisseur, filtrée sur filtres de 0,45 pm, puis tamponné
avec 25 mM/l de bicarbonate de sodium et 25 mM/l de HEPES (Acide
hydroxy éthyl pipérazine éthane sulfonique) par litre de milieu et conservé a
+4° C.
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- Ethanol a 70°

- Fau disullée sterile

- Plaques de microutration de 96 puits a fond plat <ertles (Nunc)
répartis en 12 rangces verticales de 8 puits chacune
- Filtres de 0,45 mucromeues de porosité

- Pipettes sterifes de 1oml et 3 ml (Faleon)

- Micropipeties de 25 el 200 g et 1000 g (Eppendor!) et pointes

Jaunes et bleues adaptées

- Tubes a hémolyse stérifes avis de S ml
- Dessicateurs avee bougie

- Hotte a flux laminaire

- Nécessaire pour la confection et la coloration de gouttes épaisses
3.3.2. Préparation des antipaludiques pour les tests

Quatre mithigrammes de chaque sel d'antipaludique (amodiaquine
hydrochloride. quinine bihydrochloride, méfloquine hydrochloride) sont
pesés et dissous dans 4 ml d'éthanol a 70°. Dans ie cas du phosphate de
chloroquine, les 4 mg sont dissous dans 1,2 ml d'eau distillée stérile et le
volume est ramené a 4 ml avec 2.8 ml d'éthanol a 70° pour stériliser la
solution. Ces solutions & 1 mg/ml sont conservées a -20° C en aliquots de
100 ;d et utulisées dans un délai maximal de trois mois.

Au moment de la réalisation du test, chaque aliquot est dilu¢ au 100¢
dans le milicu RPMI tamponné.

A partir de chaque solution a 10 ypg/ml précédemment obtenue. nous
avons préparé¢ une solution dont la concentration en antipaludique base st
2 fois plus élevée que la concentration la plus forte testée comme suit :

- Solution a 2 560 picomoles de chlorequine base/ml (894 ;1 de RPMI
+ 106 1 de la solution a 10 pg/ml).
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- Solution a 1 280 picomoles d amodiaquine base/ml (950 jd de RPMI
+ 50 i de la soludien 3 10 jee/mi).

Solution 4 10 240 preamoles de quinine base/ml (394 ¢l de RPMI
+ 406 pl de la solution & 10 jee/ml).

- Solution a 2 560 picomoles de mietioquine base/ml (908 ul de RPMI

92 gl de la solunon o 1O pe/ml).

A partr de chacune de ces solutions. six autres sont préparées, en
clfectuant des difutions dans fe RPMI selon une progression géométrique de
raison 2. Ce sont ces 7 solutions qui seront distribuées dans les puits de la

plaque de microtitration.
3.3.3. Méthode de 24-26 heures
Mode opératoire

. Diluer le sang parasité au cinquicme dans le RPMI tamponné.
Distribuer la suspension globulaire ainsi obtenue dans huit puits verticaux
par produrt a tester a raison de 25 | par puits.

2. Ajouter dans le premier puits servant de témoin 25 pl de RPMI
tamponné et dans les sept autres 25 pl des concentrations préparées, en
commengant par la plus faible. Ainsi, chaque puits contient 50 pl de
suspension globulaire a environ 5 % hématocrite. Le tableau 1 indique les
quantités d'antipaludique- base dans les puits . celles-ci sont les mémes que
dans les plaques prédosées (114).

3. Agiter la plaque et I'incuber a I'étuve a 37° C dans un dessicateur
avec bougic pendant 24 a 26 heures.

4. Confecuonner des gouttes épaisses (8 par lame) a partir des culots
clobulaires, les sécher a I'étuve a 37° C, les colorer au Giemsa ¢t les
examiner au microscope. Sur chaque goutte compter les schizontes ayant
trois noyaux ou plus, en regard de 200 parasites asexués (trophozoites et
schizontes).
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Interprétation des résultats (114)

Le test est considéré comme valable pour une souche donnée, si le
nombre moyen de schizontes (moyenne arithmétique) obtenu avec les
témoins des quatre antipaludiques étudiés est égale ou supérieur a 20
schizontes pour 200 parasites asexués.

Une souche est dite sensible a l'antipaludique si la CMI de cet
antipaludique est inférieure ou égale au seuil de résistance. Elle est résistante
lorsque la CMI est supérieure au seuil de résistance. Les seuils de résistance
definis par I'O.M.S (114) pour les quatre antipaludiques étudiés sont :

- Chloroquine : 8 picomoles/puits soit 1,6 x 10-¢ mole/litre (1) de sang

- Amodiaquine : 4 picomoles/puits soit 0,8 x 10-6 mole/litre de sang

- Quinine : 256 picomoles/puits soit 51,2 x 10-6 mole/litre de sang

- Méfloquine : 64 picomoles/puits soit 12,8 » 100 moie/litre de sang.

Cette méthode a €ié utilis€e pour tester les préievements de sang
contenant des trophozoites agés (** large ring forms™) de 7. jalciparuin .



Tableau 1 : Concentrations d'antipaludiques testées vis-a-vis des souches de
P falciparur: - dans les puits oi Jdians e sang total

(‘oncentrations de base

o
s
o8]
=
W
19
N
I

Chloroquine | picomoles puits+
ou

Metloguine 10 P mole Tdesang | g5 | o4 | os | 16 | 32 | 64 | 1238

to
-
o8]
;
o8}
[\

picomoles puits 0.5 |

Amodiaquine
10-9 mole | de sang | 0. 0.2 04 0.8 1.6 3.2 6.4

picomotes puits 3 S 116 32 64 128 | 256

Quinine

t0-Cmole’l de sang | 0.8 | 1.0

oy
;
N

6.4 | 128 ] 256 | 51.2

+ de 50 pl
3.3.4. Mc¢thode de 38-41 heures

Cette méthode a ¢té employée pour tester les prélevements de sangs

contenant de jeunes trophozoites = small ring forms™ de P. falciparum .
Mode opératoire

1. Diluer le sang parasité au dixieme dans le RPMI tamponné.
Distribuer la suspension globulaire ainsi obtenue dans neuf puits (par
produit a tester} de la plaque a raison de 50 pul par puits.

2. Incuber la plagque comme dans la méthode de 24-26 heures mais
pendant 14 a 17 heures. Cette étape a pour but de transformer les jeunes
trophozoites en trophozoites agés.

3. Sorur la plaque et retirer de chaque puits 25 pl de surnageant
(RPMI). Confectionner une goutte épaisse a partir du culot globulaire du 9¢
puits. Ajouter dans les huit autres puits successivement 25 ul de RPMI
tamponné plus 5 % de plasma d’un donneur sain AB (témoin) et 25 ul de
chacune des concentrations préparées dans le méme milieu.
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4. Agiter la plaque et I'incuber comme précédemment indiqudé.
pendant 24 heures.

5. Sortir la plaque, confectionner les gouttes ¢paisses. les colorer et
compter les schizontes comme dans la méthode de 24-26 heures.

La goutte épaisse du 9€¢ puits est colorée au Giemsa et examinee. Les
schizontes ayant 2 noyaux ou plus sont recherchés en regard de 300 parasites

asexués.

Interprétation des résultats

Les tests effectués avee les souches n'ayant donné aucun schizonte a

I'issue de I'incubation de 14 a 17 heures ont ¢té les seuls examings.

Parmi elles, ont été retenues, les souches dont le nombre moven de
schizontes obtenu avec les témoins a 'issue de 'incubation de 24 heures est
supéricur ou €gal a 20 schizontes pour 200 parasites asexuds (comme dans la
mcéthode de 24-26 heures).

Les seuils de résistance considérés sont ceux de la méthode O.M.S
(114).

Cette méthode a permis de compléter 1a méthode de 24-26 heures,
inadaptée pour tester les souches contenant essentiellement de jeunes
trophozoites (128). Celles-ci étant eénéralement rencontrées chez les
malades tres fébriles.

Cependant, elle a I'inconvénient d'étre astreignante, de se limiter aux
jeunes trophozoites et difficile a exécuter sur le terrain car c¢lle ne peut
s'adapter aux plaques prédosées en antipaludiques. Certaines méthodes
isotopiques de 42 a 48 heures (88. 17) auraient pu étre utilisées, mais elles
sont onéreuses.
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3.3.5. Expression des résultats

LLes concentrations testées sont exprimees en 1077 mole dantupalu-
!

dique base/litre de sang C(lableau 1y

Les parametres ci-apres sont déterminés pour chaque antipaludique et
chaque période d'étude :

Py Te taux de prévalence de souches de 0 falciparin sensibles et

résistantes

2) le nombre et le pourcentage de souches totalement inhibees a

chaque concentration. par rapport au nombre total des souches testées

3) la droite de réaression. pourcentage d'inhibttion de la maturation
des trophozoites en schizontes (échelle des probits) en fonction du
logarithme de base 10 de la concentration d'antipaludique base dans le sang
total (scull de signification p = 0.05). Ne disposant pas d'un logiciel qui

calcule les probits, il a été procédé comme suit

Les pourcentages d'inhibition ont été calculés comme indiqué dans le
protocole O.M.S (70, 113).

Puis les probits des pourcentages d'inhibition ont été calculés en
utilisant la Tuble de la Loi Normale Réduite.

Ensuite. la régression linéaire est effectuée avec le logiciel Statview
512% sur un ordinateur Mac Intosh. Ce qui a permis d'avoir I'équation de la
droite de régression et tous les parametres correspondants. et de tracer cette

droite.

4) les concentrations moyennes d'antipaludique base entrainant une
ihibition de la maturation des trophozoites en schizontes par rapport au
témoin, de 50 % (CI50), de 90 % (CI90), de 99 % (CI99) et de 100 %
(CMI).
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La CI50. 1a CI90 et la C199 movennes sont déterminées a partir de
I'équation dc la droite de régression logarithme de base 10 de
concentration en fonction du probit du pourcentage d'inhibition. en tenant
compte du fait que le probit de 50 % est 5. le probit de 90 % est 6.28 ct le
probit de 99 % est 7,33.

Les moyennes des CMI ont été exprimées en moyenne géométrique
(borne inférieure et borne supérieure).

5) les caractéristiques des souches chimiorésistantes isolées : CMI.
origine et sensibilité aux autres antipaludiques testés.

6) la corrélation entre les CMI des couples d'antipaludiques.
3.4. Méthodes statistiques
3.4.1. Méthodes in vivo

C'est le test du Chi2 qui a été utilisé pour comparer les potrcentages
de cas de chloroquinorésistance enregistrés d'une période d'étude a l'autre -
fa limite de signification étant {fixée au seuil de 5 %. Ce qui permet de suivre
I'évolution de la chloroquinorésistance.

3.4.2. Méthodes in vitro

Les pourcentages de souches résistantes & chacun des antipaludiques
étudiés ont été comparés d'une période d'étude a l'autre, a I'aide du test de
Ci? (limite de signification de 5 %).

Les concentrations moyennes inhibitrices d'antipaludiques, CI50,
C190, CI199 et CMI ont été présentées avece leurs limites de confiance a 95 %.
Les CMI moyennes ont été comparées, d'une période d'étude a l'autre, en
utilisant le test ¢ bilatéral pour des échantillons indépendants (test de
signification).
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I .es concentrations minimales inhibitrices (CMI) obtenues avec chaque
couple d'antipaludiques ont été comparées en effectuant une corrélation

crtre e logarithmes de base 10 des CMIL

(est le logiciel Statview 5121 qui a été utilisé a cet effet.
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TABLEAU 2

Caraciléimstigues, selon la période d’étude, des sujets dont les souches de P. falciparum ont été testées in vitro

T
1OK7 1 O8K-89 1090-91 1994-95 TOTAL
Noembore Je sujets 16 4 22 4] 120
Enfuants (993 20125 23 (56,1) 6(273) 9 (22,0) 40 (33,3)
Aduites (%) | T (87.,5) I8 (43,9) 16 (72,7) 32 (78,0) R0 (66,7)
ALCH IOV RH R 15,7 230 225 21,1
: i
i YVaranons ! 12-32 $-42 5-52 7-49 3-52
Purasitémie moyenne ® G136 1779 10765 17 831 13 895
Veortalions 1 000 - 50 000 2290 - 90 400 1992 - 98 790 1 000 - 100 000 ] 000 - 100 000

annces moevenne artthmétque)

joet
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I. TESTS IN VITRO
I.1. Lchantillon

Sur un total de 225 souches de P. jalciparum , 120 soit 53,3 % ont été
testées avec succes entre 1987 et 1994-1995.

Ces souches provenaient de 120 sujets différents agés de 3 a 52 ans
avee un age moven de 2101 ans, qui avaient une parasitémie de 1 000 a 100
000  trophozoites/mm3 de sang (moyenne géométrique 13 895
trophozoirtes/mm?). Les caractéristiques de ces sujets, selon la période

d'ctude. sont portées sur le  wableau 2.

Parmi les 120 souches. 119 ont été testées en présence de chloroquine,
109 d'amodiaquine, 100 de quinine et i10 de méfloquine. Le tableau 3
indique leur répartition selon la période d'étude.

TABLEAU 3 : Nombre de souches de P. falciparum testées
in vitro par antipaludique selon la période d’étude

1987 1988-1989 | 1990-1991 T 1994-1] 995ﬁ TOTAL

Chloroquine 15 41 22 41 119
Amodiaquine 16 36 21 36 109
Quinine 12 31 20 37 100

Méfloquine 16 36 21 37 110




1.2. Considérations géncrales

Pour sunvre Fevolution de e Clunmosensibilité de P falcipariim. nous
avons retenu pout chaque période aetude ¢t pour chaque antipaiudique les
parametres ci-apres

La prévalence des souches résistantes

- L CIN0 moyenne des souches testees
Lrmoyenne des CMI des memes souches
e M des souches résistantes

l'origine gcographique probable des souches résistantes si possible.
1.3. Chloroquine
I.3.1. Taux de prévalence des sotches sensibles et résistantes

1.3.1.1. Taux de prévalence eolobal

Sur 119 souches de P. falciparum  testées avece la chloroquine. 83
(71.4 %) étaient totalement inhibées a la concentration de 1,6 x 10-6 mole/l
de sang (Tableau 4), donc sensibles. Les 34 autres (28,6 %) étaient
résistantes.

1.3.1.2. Taux de prévalence selon la période d'étude

Comme l'indique le tableau 4, le taux de prévalence de souches
chloroquino-résistantes enregistré en 1990-1991. de 72.7 % est nettement
plus éleveé que ceux obtenus en 1987 ¢t 1988-1989. ¢t encore plus que ceiui
observé en 1994-1995, de 31,7 %.

St 'accroissement constaté en 1988-1989 par rapport a 1987 n'est pas
statistiquement significatf {p = 0,59), il n'en est pas de méme de celui
enregistre en 1990-1991, hautement significatif par rapport au résultat de
1988-1989  (Chi2 = 23,38 ; p = 0,000). De méme la baisse enregistrée en
1994-1995 par rapport au résultat dge 1990-1991 est statistiquement
significative (ChiZ = 8,12 ; p = 0,004).
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TABLEAU 4 : CHLOROQUINE : CMI* des souches de P falciparum

et taun de prévalence des souches sensibles et résistantes

selon 1a période d érude

Y i 1087 | 1988 19891 1000-1991 | 1994-1995] TOTAL
R 0 | 0 3 8
04 > 9 1 6 I's
08 | 5 18 4 12 39
1.6 2 10 1 7 20
32 | 0 2 3 9
6.4 0 R 5 R
12.8 ) > 3 2 12
~12.8 B I 0 0 1
Total souches 15 | 4] 22 4] ]1-9 a
Sensibles® (% | 14 (933) | 37 (90.2) | 6 (27.3) | 28 (68.3) | 85 (71.4)
Résistantes (%) | 1 (6,7) | 4(9.8) | 16 (727 | 13 (31.7) | 34 (28.6)

+  Concentration minimale inhibitrice exprimée en 1070 mole de chloroguine base: | de sang

“ CMI égale oumféneure a 1.6\ 1070 mole/l de sang

[l est donc possible de dire que le taux de prévalence des souches de

P. falciparim  chloroquino-résistantes, aprés avoir marqué une relative
stabilité entre 1987 et 1988-1989, s'est accru brutalement en 1990-1991. Cet
accrois-sement est suivi d'un. vaisse significative en 1994-1995.




1.3.2. €150 moyenne des souches étudides

Pour les 119 souches testées. la CI50 movenne de chloroquine est de
0,54 x 1070 mole/l de sang.

1.3.2.2 NVanatons de la CIO moyenne selon la période

d 'Q‘Uu fe

Drapres e tableau S0 1o CIS0 movenne de chloroquine la plus forte.
.66 X 10-" mole/l de sang o ¢te enregistrée en 1990- 1991 et la plus faible,
0.16 x 1070 mole/t de sang, en 1937, Celles observées en 1988-1989 et en
1994-1995 ¢rant tres proches.

L'augmentation de la CI50 enregistrée entre 1988-1989 et 1990-199]
est significative d'apres les parametres des droites de régression
correspondantes (Figure 20 Tableau 6). 11 en est de méme de la baisse
observiée entre 1990-1991 et 1994-1995,

Amsi donce la €150 moyenne de chloroquine a augmenté d'abord
Iégerement puis de fagon notable entre 1988-1989 et 1990-1991. Elle a
ensulite subl une baisse importante en 1994-1995 par rapport a la CI50
moyvenne de 1990-1991 .

[.3.3. CMI moycune des souches étudiées

1.3.3.1. CMI moyenne globale

lLa CMI de chloroquine des 119 souches a varié de 0.2 a plus de 12.8 x
10-0 mole/l de sang comme I'indique le tableau 4. la CMI moyenne étant de
1.37 x 10-% mole/l de sang (118 souches).



TABLEAU 5 CHLOROQUINY -« Variations, selon la période d’étude, des concentrationst moyennes

inhibitrices de la maturation en schizontes de P. falciparum

Pirode : €150 Clog Clog CM]*
1957 L 016(0,06- 041 | 0,89 (0,34 - 2.30) 3,62 (1,40 - 9,40) 0,61 (0,37 - 1.14)
n= s |

o % e

TR a0 046 (0,20 - 0,75) |73 (107 - 2.79) 511 (3,16 - 8,24) 0,98 (0,76 - 1,26)
‘ o ;
l’ - \f\ ™y T m“?»»‘ B B )

L9905 166 (122 - 2.28) 6,46 (472 - 883) | 19,63 (14,36 - 26,85) | 4,39 (2.61 - 7.36)

=2

1994 95 L , ca R e \
| G702 0.54) 179 (1.57 - 2.05) 5,35 (4,68 - 6,11) 1,35 (0,95 - 1,92)
i Hi |
T T |
| Lot 0540041 - 000 225 (1.73 - 2.94) 721 (5,52 - 9.42) 1,37 (1,09 - 1,68)
g 110 |
- CXPIees en 00 maie de chioraquine basest de sang (Inten alle de contiance (1.C.) 4 95 %)

Concentraton miinnmale minbitiice cn moyenne péometnque ; n =40 cn 1988-89

eL
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TABLEAU 6 : CHLOROQUINE : Variations sclon la période d*étude,
des parametres+ des droites de régression®

1987 1988-1989 | 1990-1991 | 1994-1995 TOTAL

Nbre de souches 15 4] 22 4] 119

R 0,933 0,936 0,957 0,996 0,98

|

P 0,0207 0,0019 0,0007 0,0001 0.0001

Pente 1,492 1.869 2,079 2,2 1.908

0.0 6,345 5,841 4.522 5.722 5.580)
 LCM. inf. 5749 5736 4318 5,693 5702
[.LC.M. sup. 6,051 6,710 4948 5.987 6.26]

|
+ R (cocellicient de corrélation), P (probabrhité). 0.0 (ordonnce a orrgime),

LC.M (intervalle de confiance de Ta moyenne (X, Y) a4 95 % infcricure ¢t supcricure

* Vour figure 11 correspondante

1.3.3.2. Variations de I1a CMI moyenne selon la période

d'étude

I.e tableau 5 montre que la CMI de chloroquine ta plus forte.
439 x 100 mole/l de sang a été enregistrée en 1990-1991 et la plus faible.
0.61 x 10-6 mole/l de sang en 1987. Quant & la CMI obtenue en 1994-1995.
elle est plus élevée que celle obtenue en 1988-1989.

[L'augmentation de la CMI constatée entre 1937 et 1988-1989 n'est pas
statistiquement significative (t = 1,606 pour 54 ddl, p = 0,05), contrairement
a celle enregistrée entre 1938-1989 et 1990-1991 (t = 5,843 pour 60 ddl,
p = 0,05). La baisse observée en 1994-1995 par rapport au résultat de 1990-
1991 est également statistiquement significative (t = 2,004 pour 61 ddl ,

p = 0,05).
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Ainsi donc. on peut dire que si elle s'est stabilisée entre 1987 ¢t TOSS
1989, fa CMI movenne de chloroquine a accusé une hausse notable en 1994
1991 par rapport a 1988-1989. En revanche, en 1994-1995, 1] a ¢été observe
une diminution importante de la CMI. Ce qui correspond & une baisse puis a
une augmentation de la sensibilité des souches de P. fulciparum a la
chloroquine.

1.3.4. Caractéristiques des souches chloroquino-résistantes

D'apres le tableau 4, sur 34 souches de . fulciparum  chloroquino-
résistantes isolées, 26 (76,5 %) avaient des CMI de chloroquine de 6.4 a4 plus
de 12.8 x 100 mole/i de sang. Ce qui correspond a une résistance a des
concentrations de 3,2 4 12,8 x 10-6 mole/l de sang soit 2 & 8 fois le scuil de
chloroquinorésistance (1.6 x 10-0 mole/l de sang).

II' s'agit [a de souches résistantes a des concentrations ¢levées de

chloroquine.

|.3.4.2. Origine des souches chloroquinorésistantes

Parmi les 34 souches chloroquinorésistantes, 6 ont été isolées de sujets
ayant déclair¢ n'avoir pas quitté la Région de Dakar dans les 12 mois qui ont
précédé le dépistage.

Dix souches ont été isolées en 1994-1995 de sujets qui ont eu a
s€¢journer en milieu rural dans le mois précédant leur acces palustre. L'un a
voyagé en Gambie et les neuf autres a I'intérieur du pays : trois en
Casamance, deux a Diourbel. trois & Kaolack et un & Saint-lLouis.

Pour les autres souches. il n'a pas été possible de préciser si les sujets
porteurs ont voyagé ou non.
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1.4.1. Taux de prévalence des souches résistantes et sensibles

1.4.1.1. Taux de prévalence global

Au total 109 souches de P. falciparum ont été testées en présence

d'amodiaquine. Parmi elles, 101 (92,7 %) dont |

a maturation en schizontes

avait été totalement inhibée a 0,8 x 10-6 mole/l de sang, conurne l'indique le
tableau 7, étaient sensibles. Les 8 autres étaient résistantes soit un taux de
prévalence de 7.3 %.

TABLEAU 7 : AMODIAQUINE : CMI* des souches de P. falciparuin
et taux de prévalence des souches sensibles et résistantes

selon la période d’étude

CMI 1987 1688-1989| 1990-1991 | 1994-1995] TOTAL
0,1 - 2 0 o S
0,2 5 11 5 13 34
0.4 2 i3 7 7 29
|
0.3 3 8 7 30
) T T I
1,0 0 P 1 2 5
,,,,,, T
3.2 ! I ¢ | 3
—— ——— —_ S S O R S
0,4 & 0 { 0 0
foral  souches 16 36 ‘ 21 36 109
sensibles™ (90 1 I5(83.8) | 23 (917 | 200932y 1 33 (9L.7; 1101 (Cz7)
Résistantes (%) i 16.2) 3(83) b8 3 (8.3) KEWARY
+ Concentiation minimule iehibitree eapritnes oo 1070 noic damodinguine busert de saing
CrAl épele ou intdricure 2 08 X 10 mole de s



[.4.1.2. Varations du taux de prévalence selon la période

d'élude

D'apres le tableau 7, le taux de prévalence des souches amodiaquino-
résistantes passe de 6,2 % en 1987 a 8,3 % en 1994-1995, taux le plus élevé
enregistré.

Les différences de taux observées d'une période d'étude a lautre ne
sont pas statistiquement significatives (ChiZ = 0,34 : p = 0,95).

Ainsi donce, on peut dire qu'il a été enregistré en 1987 un faible taux
de prévalence de souches amodiaquinorésistantes, qui est resté quasi-
stationnaire jusqu'en 1994-1995,

1.4.2. CI50 moyenne des souches étudiées

1.4.2.1. CI50 moyenne globale

Pour I'ensemble des souches testées. fa C150 movenne d'amodiaquine
est de 0,21 x 10-6 mole/l de sang.

1.4.2.2. Variations de la C150 moyenne selon la période
d'étude

Comme le montre le tableau 8, la CI50 moyenne d'amodiaquine la
plus élevée 0,28 x 10-6 mole/l de sang, a éié enregistrée en 1990-1991 et la
plus faible 0,18 x 10-% mole/l de sang en 1994-1995.

L'augmentation constatée entre 1987 et 1990-1991 et la baisse entre
1990-1991 et 1994-1995 ne sont pas significatives (figure HI ; tableau 9).

L'on peut donc dire que la CI50 moyenne d'amodiaquine n'a pas varié¢
de facon significative jusqu'en 1994-1995. Ce qui est en accord avec une
quasi-stabilité de I'activité de I'amodiaquine sur les souches de P. falciparum
entre 1987 et 1994-1995.

7R



TABLEAU 8§ ¢+ AM

ODIAQUINL

inhibitrices de la maturation en schizontes de P. falciparum

: Variations, selon la période d’¢tude, des concentrationst™ moyennes

I Ci; :]e e 150 i ) Cloo Clog CMI*

S H o
C ( 1 21004 030 | 0,56 (038 - 0.82) 1,22 (0,83 - 1,80) 0,52 (0,34 - 0,77)

nN=10

M’“() i 0,20 (0,19 - 0,22) 0,53 (0,49 - 0.57) 118 (1,10 - 1.27) 0,39 (0,31 - 0,51)
ou=36

“"9‘3';‘?’1‘ l 280,23 034 1.54 (0,45 - 0.66) 1,10 (0,86 - 1,28) 0,47 (0,36 - 0,63)
oon=al _

190495 , 018106 - 0200 | 0,46 (0,41 - 0.51) 1,01 (0,86 - 1.11) 0,31 (0,22 - 0,42)

=26

5 “")”‘i‘()o l D210y 022 053 (049 0 0.57) 14 (1,06 - 1.23) 0,40 (0,34 - 0,46)

o= 109 ! |

. P £
Expriides en 1070 mote

Concentration mininade &

duottece e moyenne géometrique

JdTumodiaquine base/l de sang (Intervalle de conhance (1.

C.) 295 %)
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TABLEAU 9 :

des parametres+ des droites de régression®

&1

AMODIAQUINE : Variations scelon la période d’étude,

1937 | 1988-1989] 1990-1991] 1994-1995] TOTAL
Nbie de souches 1 16 36 2] 36 109
TR T o 0.999 0.994 0.997 0.968
p 0.0141 | 00001 | 00062 | 00002 | 00068

~ Pente oon 3.010 3.960 3,103 2545
0.0 7.043 7102 7202 7331 7.109

|C.M. inf. 5791 5779 4578 5.399 5580
LCM. sup. 6.824 6.029 5.482 6.293 J 6.612

+ R (cocllicient de corrélation). P (probabilité), 0,0 (ordonnce a I"origine),

I.C.M Gintervalle de confiance de Ta moyenne (X, Y) 495 7% infcricure et supcricurce

Varur frgure [ correspondante

1.4.3. CMI moyenne des souches étudiées

1.4.3.1. CMI movenne olobale

Les 109 souches de P. fulciparum testées ont une CMI moyenne
d'amodiaquine de 0.40 x 10°% mole/l de sang. Le Tableau 7 indique la
variation des CMI de ces souches.




1.4.3.2. Vanations de la CMI moyenne selon la période
d'étude

Dapres e tableau 8, la CMI moyenne d'amodiaquine est de
(.52 x 10-© mole/l de sang en 1987. Elle est plus élevée que les autres CMI
notamment celle de 1994-1995 qui est de 2,31 x 1076 mole/l de sang.

I.a baisse constatée entre 1987 et 1988-1989 n'est pas statistiquement
stenificative (6= 1,196 pour 50 ddl ; p = 0,05). L'augmentation enregistrée
entre 1988-1989 et 1990-1991 ainsi que la baisse entre 1990-1991 et 1994-
1995 ne sont pas statistiquement significatives (1 = 0,937 pour 55 ddl et t =
1.804 pour 55 ddlI respectivement ; p = 0,05)

['efficacité de I'amodiaquine sur les souches de P. fulciparum testées
en 1987 s'est done maintenue jusqu'en 1994-1995.

[.4.4. Caractéristiques des souches amodiaquinorésistantes
D'apres le tableau 7. parmi les huit souches amodiaquinorésistantes
isolées entre 1987 et 1994-1995, cing ont une CMI de 1.6 x 10-© mole/l de
sang. Cette CMI étant proche du seuil de résistance (0,8 x 10-° mole/l de
sang), ces souches sont faiblement résistantes a I'amodiaquine.

Les trois autres souches ont une CMI de 3,2 x 100 mole/l de sang.

Aucune augmentation de la CMI d'amodiaquine des souches résistantes
n'a €t€ enregistrée entre 1987 et 1994-1995.

Parmi les huit souches amodiaquinorésistantes, trois ont ¢té isolées en
1994-1995 de sujets qut ont déclaré n'avoir pas quitté la Région de Dakar.

Pour les cinq autres souches, I'éventualité de voyage des sujets n'a pas
pu étre explorée.
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1.5. Quinine

1.5.1. Taux de prévalence des souches sensibles et résistantes

Comime !'indique le tableau 10, 4 la concentration de 51,2 x
10-6 mole/l de sang (seuil de quininorésistance), les 100 souches de P.
falciparum évaluées en présence de quinine avaient leur maturation en
schizontes totalement inhibée. Elles sont donc toutes sensibles a la quinine
soit 100 %.

Leurs CMI figurent sur le tableau 10.

TABLEAU 10 : QUININE : CMI* des souches de P. falciparum et
taux de prévalence des souches sensibles 2t résistantes
selon la période d’étude

7

CMI 1087 1988-1989 | 1990-199: . '994-1995| TOTAL
0,8 0 0 §] 0 0
1.6 0 0 0 ; | ]
!
i - - -
3.2 ] 0 0 5 O
6,4 2 10 O : IS5 27
12.8 S T 10 R 45
X N N S S WS - -
25,6 f 2 2 LG S (G
- ! i A e R
51.2 i 0 ! 4 ) 2
| ; |
. - — R S A -
{ .
Totat souches | 2 b3 20 37 100
! i ! )
Sensibles® (955 1 12 (100 1 31 (100) 2000100) ? 37 (100) 100 (100
Resistantes (%) O (0.0 } 0(0.0) 0(0,0) { GO 1 00.0)
S S .
+ PP nole ae e baser! de sung

R B L =0) ~ s} | S SO
SUZ L0 melet e e
;
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1.5.2. CI50 moyenne des souches testées

1.5.2.1. CI50 moyenne globale

Pour les 100 souches de P. fulciparum testées, la CI50 moyenne de
quinine est de 3,05 x 10-6 mole/l de sang.

1.5.2.2. CI50 moyenne selon la période d'étude

D'apres le tableau 11, la CIS0 mioyenne de quinine la plus élevée,
5,43 x 1076 mole/l de sang a été enregistrée en 1990-1991 ct la plus faible,
2,53 x 10-6 mole/l de sang en 1987. Cette derniére est trés proche de la
CI150 moyenne obtenue cn 1994-1995,

L'augmentation constatée entre 1987 et 1990-1991, de méme que la
baisse entre 1990-1991 et 1994-1995 sont significatives (Figure 4
Tableau 12). Ce qui signifie que l'activit¢ de la quinine vis-a-vis des souches
de P. julciparum a subi une baisse significative en 1990-1991 puis une
hausse significative en 1994-1995 qui I'a ramenée & ['activité enregistrée en
1987.



TABLEAU 11

P QUININE ¢

de fa maturation en schizontes de P. falciparum

Variations, selon la période d’étude, des concentrationst moyennes inhibitrices

Concentraion minimaie inhivitnee ey movenne géometrigue

Période | 1s0) Clop Cl9o CMI*
|
T T o T
1937 2,53 (2.22 . 2.88) 6,59 (578 - 7,52) | 14,45 (12,68 - 16,48) | 11.4 (7,89 - 16,5)
no 12
1988-89 £15(3.32509) | 13,15 (10,52 - 16,44) | 33,81 (27,04 - 4227) | 11,7 (9,53 - 1436)
n=23I
1990-91 543 (449 - 6,58) | 15,07 (1245 - 18.24) | 34,75 (28,77 - 42,07) | 18,1 (1531 -21,38)
b= 20 |
.,.4_.,““*_..,..‘»'__.} E;.—-— ..‘:)E—;._ s A e v a— hn L am on fim e ——————— A_;T
g 99495 %A (227 2,90, 540 (741 - 950 | 22,18 (19,59 -25,12) | 83 (6,64 - 10,45)
=37
Tows 3.05(2.65-353) | 881 (7,60-1021) | 21,04 (18,16 - 24,38) | 11,22 (9,89 - 12,74)
n= 100
-+ Exprimces en 100 mole de quinine base/l de sang (Intervalle de confiance (1.C.) 495 %)
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TABLEAU 12 :

des parameétres+ des droites de régression*

87

QUININE : Variations selon la période d’étude,

1987 | 1988-1989] 1990-1991 | 1994-1995| TOTAL
Nbre de souches 12 3] 20 37 100
R 0995 | 0984 | 0992 | 00997 0,992
p 0.0004 | 00004 | 00009 | 00004 | 0,000
Pente 3.046 | 2478 | 2840 | 2475 2729
0.0 3773 | 3470 | 2895 | 3990 | 3.679
LCM. inf 5078 | 4779 | 4046 5097 | S217
1.C.M. sup. 5546 | 5511 4614 | 5383 5,720
R {(eoelficient de corrélation), P (pronabilitd), 0,0 (ordonnée A 1 origine),

[.C.M (ntervalle de confiance de fa movenne (X, Y) @ 95 % mféricure et supérieurc

* Voir figure IV correspondanic
1.5.3. CMI movenne des souches étudices

15300 CMI noyenne globale

La CMIi movenne de quinine des 100 souches de Pl

est de 11,22 x 1070 mole/] de sang.

(Ui Testées

Yariations de fa CMi movenne selon ia période

1.5.3.2.
d'étude

Comme Vindique ie tablean 110 c'est en 19961901 que la CTM]

plus forre a 21é enregisitée (181 x 10°¢ mole/l de

00 mole/] de sang en 1994-1995,

moyenne de quinine la
faible, 8,3

sang) et la plus f
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L'augmentation observée entre 1987 et 1988-1989 n'est pas
statistiquement significative (t = 0,478 pour 39 ddl ; p = 0,05). En revanche
l'accrotssement enregistré entre 1988-1989 et 1990-1991 est statistiquement
significatif (t = 4,746 pour 47 ddl, p < 0,001). 1l en est de méme de la baisse
constatée en 1994-1995 par rapport au résultat de 1990-1991 (t = 4,692
pour 55 ddl , p < 0,001).

Il est ainsi possible de dire que la CMI moyenne de quinine apres une
1égere stabilité entre 1987 et 1988-1989 a accusé une hausse significative en
1990-1991. Elle a ensuite subi une diminution en 1994-1995 pour se situer a
une valeur proche de celle enregistrée en 1938-1989.

1.6. Méfloquine
1.6.1. Taux de prévalence des souches sensibles et résistantes
Les 110 souches de P. fulciparum testées en présence de méfloquine
s'étaient révélées sensibies (100 %) puisque, comme l'indique le tableau 13,
a la concentration de 12,8 x 10°0 mole/l de sang (seuil de
méfloquinorésistance). leur maturation en schizontes était totalement

inhibée.

Les CMI de ces souches {igurent sur le tableau 13.
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TABLEAU 13 : MEFLOQUINE : CMI*+ des souches de P. falciparum
et taux de prévalence des souches sensibles et résistantes

selon la période d'étude

CMI 1987 19883-1989 | 1990-1991 | 19941995 TOTAL
0,2 0 1 0 3 ‘ 4
}h———’g |
0,4 0 0 S 3 S
__’—_r,________._‘._.___b S

0,8 2 4 6 R )

1.6 1 B 6 3 24

3.2 7 7 2 16 32

-
6.4 6 9 > S 25
1

(2.8 B | 0 | 2
Total souches 16 36 21 37 110
Sensibles* (%) | 16 (100) 36 (100) 21 (100) 37 ¢100) | 110 (100)
Résistantes (%) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0.0) 0 (0,0)

+  Concentration minimale inhibitrice exprimée en 100 mole de méfloquine base/| de sang

% CMI égale ou inféricure a 12,8 x 107°0 mole/] de suny
1.6.2. CI50 moyenne des souches étudiées

1.6.2.1. CIS0 movenne globale

—_— e —

LLa CIS0 moyenne de méfloquine est de 0,75 x 10-© mole/l de sang
pour I'ensemble des souches étudiées.



TABLEAU 14 : MILFLOQUINE

inhibitrices de la maturation en schizontes de P. falciparum

Variations, sclon la période d'étude, des concentrationst moyennes

Période

150

Clop

Cl9og

CMI*

77 g | >

Lo £ 0.98 (0.63 - 1.50) 3,67 (2.38 - 5,66) 10,91 (7,08 -16,83) 3,34 (2,30 - 4,83)
n=io R

198889 1,09 (0.77 - 1,56) 3,70 (2,60 - 526) | 10.02 (7,05 - 14,26) | 2,40 (1,80 - 3,20)
n= 36

(5001 047 (0,34 - 0.64) 2,02 (1.48 - 275) 6,67 (4,90 - 9,08) 1.15(0,78 - 1,71)
n=21

1004.95
37

RN
IR

-k —————

0.05 (043 - 0,99)

1.97 (1,29 - 3.00)

4,89 (3,21 - 7,45)

2,20 (1,51 - 3,16)

0,75 (0,52 - 1103

6,90 (4,73 - 10,07)

2,13 (1,77 - 2,56)

Exprimées en 1070 mole de méfloguine buse/l de sang (Intervalle de confiance (1.C.) 2 95 %)

Concentratton mintmaie inhibitrice en movenne géométrique

06
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1.6.2.2. Variations de Ta CTSO moyenne scelon fa période.

d'¢tude

La CI50 moyenne de méfloquine est de 1.09 x 10-0 mole/l de sang en
1988-1989 (tableau 14). Elic est proche de la CIS0 enregistrée en 1987
tandis qu'elle est plus élevée que celles de 0.47 et 0.05 x 10-© mole/l de sang
obtenues respectivement en {990-1991 et 19941995,

Les CI50 enregistrées en 1987 et 1988 1989 ainst que celles obtenues
en 1990-1991 et 1994-1995 sont comparables. Par contre la C130 obtenue ¢n
1990-1991 est significativement plus faible que celle en 19881989 (Figure S

Tableau 15).

TABLEAU 15 :

des parametres+ des droites de régression™

MEFLOQUINE : Variations selon la période d’étude,

1987 | 1988-1989 | 1990 1991 | 1994-1995| TOTAIL
Nbre de souches 16 36 T 2] 37 110
R 0.975 0.966 0,989 0.945 0.961
p 0.0046 | 00017 | 00013 | 00004 | 0,0022
Pente 2,113 2,262 1.977 2.366 2235
T 00 5.009 4917 5.660 5.515 5305
[.C.M. inf. 4431 4,608 5.240 5.055 4.966
L.C.M. sup. 5.177 5.469 5.696 6.229 5.884
+ R (C()Cl‘ﬁCiCHI de corrclation), P (probabilité), 0,0 (ordonnée a l'origine),

[.C.M (intervalle de confiance de fa moyenne (X, Y) 4 95 7% inféncurc ct supéricurce)

* Voir figure V correspondante
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Une quasi-stabilit¢ de la CI50 movenne de méfloquine a ¢i¢ done
constatée sauf entre 1988-1989 et 1990-1991 ot une baisse significative de
celle-ci a ¢été enregisirée.

1.6.3. CMI moyenne des souches étudiées

1.6.3.1. CMI moyenne globale

Pour l'ensemble des souches de P. fulcipurum testées la CMI moyvenne
de méfloquine était de 2,13 x 10-6 mole/i de sang.

1.6.3.2. Variations de la CMI moyenne selon la période
d'étude

D'apres le tableau 14, la CMI moyenne de méfloquine la plus faible a
¢éré enregistrée en 1990-1991 (1.15 x 10-0 mole/l de sang) et la plus forte en
1987 (3.34 x 10-5 mole/l de sung).

La baisse observée entre 1987 et 1988-1989 n'était pas significative
(t = 1,68 pour 49 ddl, p = 0,05). En revanche celle enregistrée entre 1988-
1989 et 1990-1991] est significative (t = 2,85 pour 54 dd! . p < 0,001). Il en
est de méme de l'accroissement constaté en 1994-1995 par rapport au
résultat de 1990-1991 (1t = 2,7 pour 56 ddi, p < 0,001).

Ce qui permet de dire que la CMI moyenne de méfloquine apres avoir
marqué une relative stabilité a subi une baisse significative entre 1988-1989
et 1990-199]. Elle a ensuite accusé une hausse significative.

La méfloquine a donc pratiquement gardé la méme activité sur les
souches de P. falciparum sauf en 1990-1991 ol elle s'est révélée
significativement plus active.
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1.7. Corrélation entre les logarithmes des CMI des couples
d'antipaludiques

Au total, 98 souches de P. fulciparion ont été testées a la tors avee la
quinine et la chloroquine. Une corrélation asscz élevée et significative a ¢té
enregistrée entre les logarithmes des CMI de ces deux antipaludiques (R =
0,466 ; p = 0,0001).

Aux CMI de chloroquine les plus fortes correspondent done lTes ("M
de quinine les plus fortes ; d'autre part. aux CMI de chloroquine les plus
faibles correspondent les CMI de quinine les plus faibles.

Aucune corrélation n'a €€ observée entre les fogarithmes des CMI des
autres couples d'antipaludiques :

- Amodiaquine et chloroquine : (108 souches ; R = 0,302 : p = 0.0C15)
- Méfloquine et chloroquine @ (108 souches © R = -0.225 0 p = 0.019)
- Amodiaquine et quinine : (98 souches : R = 0399 ;. p = 0.0001

- Méfloquine et quinine : (100 souches : R = 0302 : p = 0.0022)

- Métloquine et amodiaquine @ (106 souches : R = 0,308 : p = 0.013).

1.8. Sensibilité aux autres antipaludiques des souches de
P. falciparum résistantes a la chloroquine ou 2a
’amodiaquine

Parmi les 34 souches de P. fulciparion  chloroquinorésistantes isofées
entre 1987 ct 1994-1995, 30 ont ¢té testées avee la quinine et 33 a la
méfloquine. Toutes se sont révélées sensibles.

Pour I'amodiaquine, des 31 souches chloroquinorésistantes testées,
29 souches étaient sensibles (93,5 %) ; 2 souches étaient donc résistantes a la
fois a la chloroquine et a I'amodiaquine, soit 6,5 %.



Sur les 8 souches amodiaquinorésistantes isolées entre 1987 et 1994-
1995, 7 ont été évaluces avec la chloroquine. la quinine et la méfloquine.
Elles €taient toutes sensibles a la quinine et a la méfloquine. En revanche
parnus elics 2 s’étaient avérées chloroquinorésistantes.

Ainsi, sur 38 souches de P. fulciparum résistantes aux amino-4-
quinoléines, 31 étaient résistantes a la chloroquine seule (81,6 %), 5 a
I'amodiaquine seule (13,2 %), 2 a la chloroquine et a I'amodiaquine (5,2 %)
ct aucune a la quinine et a la méfloquine.

2. TESTS IN VIVO
2.1. Caractéristiques des effectifs examinés

Comme I'indique le tableau 16, sur tes 131 patients ayant subi le test,
97 ont été correctement suivis soit 74 %. Parmi eux, 25 ont été traités en
1988, 35 ¢n 1990-199] et 37 en 1994-1995.

Ces patients étaient 4gés de 3 a 64 ans avec une majorité d'adultes (60 %)
et un age moyen de 20,4 ans.

Leur parasitémie ¢était comprise entre 1 000 et 139 613 trophozoites
de P. fulciparum /mm3 (moyenne géométrique 12 317 trophozoites/mm?3).

Durant les trois périodes d'études considérées, les ages moyens des
patients étaient comparables (tableau 16). S'agissant des parasitémies
movennes, celle de 1990-1991 était nettement plus élevée que pour les deux
autres périodes.

Chez tous les sujets traités, le test de Dill et Glazcko, négatif a JO était
positif a J2.

La chloroquinémie qui a pu étre évaluée en 1988 chez 17 sujets, €tait
comprise entre 1 295 et 2 689 pg de chloroquine base/l de sang, la moyenne
se situant & 1 909,3 ug/l de sang soit 5,97 x 10-6 mole/l de sang.
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TABLEAU 16 : Caractéristiques, selon la période d'étude, des
sujets soumis aux tests de sensibilité in vivo de P. falciparum

a la chloroquine
1938 1990-199] 1994-1995 TOTAL

Nbre de sujets 25 35 37 97

Enfants (0/() 9(34.4) 12 (333) 19 (51.4) 40 (41.2)

Adultes (%) 16 (65.6) 23 (66.7) I8 (43.0) 57 (58.8)
Age+ moyen 204 227 204 20.4

Extrémes 3-64 5-60 3-55 3-64
Parasitémie moy. 10 148 17 790 9 124 12317

Extrémes 1 000 -69 000 |1 702 - 139613 (1 070 - 74 487(1 000 - 139 613
+ Annces (moyenne anthmétique)

* Parasitémic exprimée en trophozoites/mm-? de sang (moyvenne géomeétrique)
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2.2. Taux de prévalence de la chloroquinorésistance
22010 Taux de prévalence global (tableau 17)

Sur les 97 sujets concernés, 29 chez qui ’examen des gouttes €paisses
de controle a révélé la présence de trophozoites de P. fulciparum al7 ou au
dela (J14.J21 ou J28), hébergeaient donc a JO des souches chloquino-
résistantes /n vivo. Ce qui correspond a un taux de prévalance de la chloro-
quinorésitance de 29.9%.

Chez les 68 autres sujets (70,1%) les gouttes épaisses étaient négatives
a J7 et au dela: la réponse a la chloroquine était donc sensible.

TABLEAU 17 : Taux de prévalence, selon la période d’étude, des
souches de P. falciparum sensibles et résistantes in vivo

a la chloroquine

1983 1990-1991 | 1994-1995 TOTAL
Tests effectués 25 35 37 97
Sensibles (%) 23 (92.0) 17 (48.6) 28 (75.7) 68 (70.1)
Résistantes (%) 2 (8,0) 18 (51.4) 9 (24.3) 29 (29.9)

2.2.2. 'faux de prévalence de la chloroquinorésistance selon la
période d'étude

Le tableau 18 montre que le taux de prévalence le plus faible (8 %) a
été enregistré en 1988 et le plus élevé (51,4 %) en 1990-1991. En 1994-
1995, un taux de 24,3 % a été obtenu.
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L'augmentation du taux de prévalence constatée en 1990-1991 par
rapport au résultat de 1988 est statistiquement significative (Chi2 = 10,5 ; p
= 0,001). 1l en est de méme de la baisse observée en 1994-1995 par rapport
au résultat de 1990-1991 (Chi? = 5,58 ; p = 0,018).

Ainsi donc, apres s'éire accru entre 1988 et 1990-1991, le taux de
prévalence de chloroquinorésistance a subi une baisse significative entre
1990-1991 et 1994-1995.

2.3. Taux de prévalence des niveaux de chloroquinorésistance
2.3.1. Taux de prévalence global

D'apres le tableau 18, les 29 cas de chloroquinorésistance enregistrés
durant la période d'étude se répartissent comme suit :

13 de niveau Rl tardif (13,4 %)
2 de niveau Rl precoce (2,1%)

14 de niveau RII (14.4 %)

2.3.2. Taux de prévalence des niveaux de chloroquinorésisiance
selon la période d'étude

En 1988. les taux de prévalence de cliforoquinoiésistance de niveau Rl

tardif et de niveau RIT étaient respectivement de 4.0 % (tablcau 1&).

D aprés le néme 1ableau I8, les taux enregistiés en 1990-1991 étaient
de 20.0 % (mveau R rardi) . 57 7% (niveau Rl précoce) ef 257 7 (niveau

Rib.

En 1994-1995, 13,5 % de chloroquinorésistance étalent de niveau ri

tardif ¢t 10.8 90 de niveau RIL

Ainsi, le niveau RIT était présent dés 1988 et son aux e plus éleve a
¢té oblenu en 1990-1991. Aucunc augmentation du niveau de chiorogiinoe-

résistance n'a été constatic entre 108X ¢t 1694.1995,
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TABLEAU 18 : Taux de prévalence. selon la période d'étude, des
niveaux de chloroquino-résistance de P. falciparum in vivo

] O8K 1990-1991 1994-1995 TOTAL
Tedts effectués IS 35 37 97
RI tardhf (%) I (4.0) 7 (20.0) 5% (13,5) 13 (13.4)
RI précoce (%) 0 (0.0) 2 (5.7) 0 (0.0) 2 (2,1)
RIT (%) I (4.0) 9 (25.7) 4 (10.8) 14 (14,4)
|
Total R (%) 2 (8.0) 18 (51.4) 9 (24.3) 29 (29.9)

* dont 3 résistants a 128

2.4. Caractéristiques des cas de chloroquinorésistance
(Tableau 19)

Sur les 29 cas de chloroquinorésistance in vivo mis en évidence entre
1988 et 1994-1995, 16 ont été observés chez des enfants (55,2 %) et 13 chez
des adultes (44.8 %).




TABLEAU 19 :

Caractéristiques des cas de chloroquino-résistance

m vivo
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1988 | 1990-1991 | 1994-1995 [OTA]
Nbre j o
i
Enfants I 10 S 16 tSsD
Adultes { S 4 i3 348
Pyréuques® 2 7 6 15 S51.7
Apyrétiques 0 Il 3 14 48,3
Total 2 18 J 9 29 100.0

*Tempcrature cgale ou supéricure 4 38° ¢

Dans 14 cas (48,3 %), les sujets étaient apyrétiques apres traitement.
Les parasitémies enregistrées a J7 ou au dela étaient faibles, variant de
6 trophozoites/mm? a 1 021 trophozoites/mm3, sauf dans un cas ou elle était
relativement élevée (4 332 trophozoites/mm3). Ces sujets n'ont pas fait
I'objet de traitement antipaludique. Parmi cux, cependant, 3 sujets positifs a
J7, n'hébergeaient plus de trophozoites de P. falciparuni aux controles

effectués ultéricurement.

[l s'agit de deux cas RIl de 1994-1995 qui étaient négatifs, 'un a J14
et l'autre a J14 et J28, et d'un cas Rl précoce de 1990-1991.

Par contre dans les 15 autres cas (51,7 %), 9 de niveau RII et 6 de
niveau RI tardif, les sujets présentaient une hyperthermie. Leur parasitémie
était relativement élevée, variant de 1 600 a 40 477 trophozoites/mm3, sauf
dans deux cas ou le nombre de parasites hébergés était faible, 51 et 540

trophozoites/mm?,
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Tous ces cas fébriles ont été efficacement traités avec la sulfadoxine-
pyriméthamine (11 cas), la quinine relayée par I'amodiaquine (3 cas en
1994-1995) et I’Halfan® (le cas RI tardif de 1988).

Les cas de niveau RII fébriles correspondaient a une résistance
parasitologique et clinique a la chloroquine. Celle-ci a concerné aussi bien
des enfants que des adultes, ct a ét¢ enregistrée Jors des trois périodes
d'étude.

"Origine" des cas de chloroquinorésistance

Parmi les 29 cas de chloroquinorésistance in vivo enregistrés entre
1988 et 1994-1995. 3 étaient observés chez des sujets ayant déclaié, lors du
dépistage, n'avoir pas quitté la Région de Dakar.

7 cas ont été observés chez des sujets qui ont affirmé s'étre absentés
dans la semaine ou le mois qui ont précédé leur inclusion dans |'étude pour
les tests (Tableau 20). Tous les sujets concernés avaient voyagé a l'intérieur
du pays : 4 en Casamance et 3 dans la Région de Kaolack.

TABLEAU 20 : Réponse in vivo de P. falciparumm a la chloroquine
en 1994-1995, selon la nction de voyage ou non des sujets

__— | . .
[otal ' Notion de voyvage Sans notion de voyage
| )
Nbre % Nbre S0
Sensibles™ 28 19 67,9 Q 321
!
!
1 i} — —]
Résistantes™ 9 7 77.8 2 22,2
Total 37 26 . 70,3 il 297
+
| l |

Favee s ousans s



Pour tous les autres cas. les déclarations des sujets concernes n'ont pas

ete suffisamment crédibles pour retenir ou non un vosage.

Ainsi, il est donc possible de dire que pour la majorit¢ des cas de
chloroquinorésistance enregistrés en 1994-1995 4 Dakar. les souches
pourraient &tre introduites de P'intéricur du pavs. Des souches de P.
Jalciparum autochtones et importées co-existeraient ainst Jdans o zone
d'étude en 1994-1995.

3. COMPARAISON DES RESULTATS DES TESTS COUPLES
i vivo et invitro a LA CHLOROQUINE

Au total 28 souches de P. Julciparum ont ¢1é testées avee la
chloroquine a la fois in vivo et in vitro parmi lesquelles 10 en 1988-1989
et 18 en 1990-1991 : 21 souches ont ¢té testées avec fa méthode de 24 - 26
heures et 7 avec la mcthode de 38 - 41 heures.

3.1. Taux de prévalence de chloroquinorésistance

Le tableau 21 montre que sur 28 souches testées. 15 soit 53,6 % se
sont révélées chloroquinorésistantes in vinro , et 11 (39.3 %) in vivo .
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TABLEAU 21 ¢ Taux de prévalence (nombre et pourcentager des souches de
P. falciparim  chloroquinoesensibles ¢t chloroquinorésistantes

obtenus avee les tests couples in vivo et in vitro  avec la chloroquine

Testées Scnsibles Résistantes
Nombirce
Nbre To Nbre e
oo 2 17 60,7 [ 39,3

M NIro 28 13 46,4 15 53,6
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3.2. Corrélation entre les résuliats 1 vivo et in vitro
(Tableau 22)

Parmi les 17 souches chloroquinosensibles in vivo . 13 se sont réy Elces
chioroquinosensibles in vitro et 4 étaient chloroquinorésistantes in vitro.
Les 11 souches chloroquinorésistantes |’étaient ausst in vitro .

Ainst toutes les souches chloroquinosensibles in virro se sont revelces
chloroquinosensibles in vivo . Toutes les souches chloroguinorésistantes in
vivo I"étaient également in vitro

Une bonne corrélation a été ainsi enregistrée entre les réponses (n
vitro et in vivo avec 28 souches (87.5 %). Mais des souches résistantes in
vitro ont €té€ sensibles in vivo ; leur fréquence par rapport & 'ensemble des
souches testées étant de 12,5 % (4 sur 32).

TABLEAU 22 : Comparaison des résultats des tests de sensibilit¢ de
P. falciparum a la chloroquine couplés in vivo (235
mg/kgp/3 j) et in vitro entre 1988 ¢t 1990-1991

Nombre Pourcentage
Effectués 28 *
Sensibles in vivo et in vitro 13 46.4
Résistantes inn vivo et in vilro 11 39,3
Sensibles in vivo et 4 14.3
Résistantes in vitro

* 7 lests ont ¢1é effectués par la méthode de 38 - 41 heures :

3 S invivo clin vilro 3 Rinvivo ctinvilro 1 Sinvivo ct R invitro
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3.3. Caractéristiques des 4 souches résistantes in vifro ot
sensibles i vivo a la chloroquine

Les 4 souches avaient des CMI de chloroquine de 3.2 . 6.4 ¢t 12.8 x
10° mole/l de sang (2 souches). Parmi elles. 3 ont ¢ié testées par la méthode
de 24 - 26 heures et 1 souche par la méthode de 38 - 4] heures.

Ces souches ont ¢1¢ isolces de 3 entants et d un adulte qui hébergeaient
tous des gamétocytes de P. fulciparum aux controles de 114, 3 d entre-cux
étaient ¢galement porteurs de gamétoevtes a J7. Un seul parmi cux en

hébergeait a JO.
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ETUDE IN VITRO
Chloroquine

L étude de la sensibilité de Plasmodium falciparum a la chloroquine
in vitro effectuée a Dakar entre 1987 et 1994-1995 soit sur une période de
7 ans environ a permis d’enregistrer un taux de prévalence global de
souches chloroquinorésistantes de 28.6 % (34 sur 119).

Il est apparu que le taux de chloroquinorésistance qui ne <’¢levait qu’a
6,6 % en 1987 a connu un accroissement naadtement significattt ¢n 1990
1991 atteignant 72,7 % suivi d une baisse tout aussi significalive en 1994
1995 le situant a 31,7 %.

La faiblesse du taux de prévalence enregistré en 1987 situe
I’émergence du phénomene de la chloroquinorésistance a Dakar aux
environs de cette période. Mais en ['absence de données antcricures & notre
connaissance, il n’est pas possible d apporter plus de précisions.

Par contre, ces données sont disponibles pour la Région de Kaolack
ou un taux de prévalence de chloroquinorésistance in vitro de 1,4 %
(1 souche résistante sur 74 testées) a été obtenu en 1984 par Brandicourt et
collaborateurs (14). Il en est de méme pour la Région de Ziguinchor ou ce
taux s’élevait en 1985 a 2,9 % (2 souches sur 70) selon Druilhe et
collaborateurs (47).

Tous ces résultats auxquels s’ajoutent celui obtenu par Hatin et
collaborateurs (77) a Dakar en 1988, a savoir 7.2 % (3 souches sur 42) de
souches chloroquinorésistantes in vitro et celui de 11 % (de 67 souches
testées) enregistré en Gambie en 1987 par Menon et collaborateurs (100),
situent |"émergence de la chloroquinorésistaince au Sénégal au milieu des
années 1980.

[1 apparait qu’a partir de 1987, date d’isolement de la premiere souche
chlorcquinorésistante a Dakar, fe taux de prévalence des souches
chloroquinorésistantes s’est accru rapidement jusqu’en 1990-1991 pour
baisser par la suite tout en restant a un niveau nettement supérieur a celu de



départ. Ainsi en I'espace de 2 a 3 ans. il a atteint les taux élevés habituel-
lement rencontrés ¢n Afrique de I’Est. apres plusicurs années dévolution de
la chloroquinorésistance, notamment a Malindi au Kenya ot il se situait /n
vitro - a 70 % d apres Watkins et collaborateurs (157). En outre il est. en 4
ans seulement, devenu modéré et comparable au taux de 37 % enregistré in
vitro entre 1987 et 1988 a Zaria au Nigéria, zone de chloroquinorésistance
récente, par Lege-Oguntoye et collaborateurs (95) et a celui de 25 % obtenu
in vitro au Sénégal dans la Région de Fatick (123).

Ce mode d’évolution de la chloroquinorésistance est différent de celui
qui a ¢té observé ailleurs en Afrique. En effet, le taux de prévalence de
souches chloroquinorésistantes s’est siabilis€¢ par rapport aux forts taux
enregistrés a I’émergence de la chloroquinorésistance dans de nombreux
pays notamment a Yaoundé au Cameroun lors d’études menées entre 1985 et
1991 (98, 24) et a Brazzaville au Congo entre 1985 et 1993 (27, 31, 98).
D autre part, le taux de prévalence de chloroquinorésistance in vitro a
plutdt connu une baisse a Mounana au Gabon et a Cotonou au Bénin. entre
1987 et 1989 par rapport aux taux élevés obtenus en 1987 (71, 36).

Ccite stabilisation et cette baisse de la chloroquinorésistance ont €1c¢
constatées quels que soient le lieu de recrutement des sujets et la méthode i1
vitro utilisée. Cependant les études ont et¢ menées dans des zones d’intense
transmission du paludisme et ot la pression de chloroquine est forte.

Le niveau de chloroquinorésistance atteint en 1990-1991 a Dakar a
savoir 72,7 % mérite d’étre discuté. En effet Dakar est une zone de faible
transmission du paludisme ou la propagation de la résistance ne devrait se
faire que tres lentement alors que cela n’a pas été le cas. 1l est possible de
["expliquer par la pression de chloroquine. la période d'étude et surtout au
lieu de recrutement des sujets.

En effet, la pression de chloroquine est forte a Dakar car cest
["antipaludique de premicre ligne dans le traitement du paludisme au Sénégal
et le plus prescrit par les praticiens dans cette ville en 1992 d’apres Feller-
Dansokho et collaborateurs (50). Cette pression médicamenteuse s’exerce,
sous forme de traitements (présomptifs) plus ou moins répétés et plus ou
moins bien conduits, essentiellement pendant la saison des pluies.
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Mais au décours de cette saison. en ["occurrence notre période d”¢tude.
le réflexe de traitement antipaludique est rare voire absent dans la
population, si bien que des acces peuvent survenir chez les sujets traiés.
Dans une proportion plus ou moins importante il s’agit de rechutes ou de
recrudescences étant donné que la résistance in vivo ala chloroquine existe
au Sénégal depuis 1988 (61,14).

Ces patients vont se présenter au niveau des structures sanitaires ou
ceux qui remplissent les conditions de sélection dont I’absence d amino-4-
quinoléines dans "urine sont inclus dans |’étude de chimiosensibilité. € est
donc surtout le mode de recrutement des sujets qui expliquerait les
fluctuations des résultats des tests in vitro.

D’autre part, I'introduction plus ou moins importante a Dakar de
souches de P. falciparum chloroquinorésistantes par le biais des mouve-
ments de personnes, pourrait également en partie expliquer ce type
d ¢évolution de la chloroquinorésistance. [l est apparu en effet en 1994-1995
que la quasi-totalité des souches chloroquinorésistantes isolées corres-
pondaient a des sujets qui ont voyagé. avant leur dépistage. dans le Sud du
Sénégal ou la résistance a la chloroquine se serait développée apreés son
apparition en 1984-1985 (14, 47). Ce phénomene a déja été observé dans le
Sud de I'Iran (48).

Par ailleurs, cette étude a permis d’enregistrer une CI50 moyenne de
chloroquine de 0,54 X 10-% mole/l de sang et une movenne des CMI de
1,37 X 10-%mole/l de sang pour I’ensemble des souches testées. Ces valeurs
sont en de¢a de la CMI la plus forte qui correspond a une souche
chloroquinosensible (1,6 X 10-¢mole/l de sang) (114) : ce qui témoigne
d’une bonne sensibilité globale des souches de P. fulciparum a la chloro-
quine a Dakar entre 1987 et 1994-1995,

Elle a en outre révélé un accroissement rapide suivi d’une baisse
significative de ces deux parametres durant la méme période. En effet les
valeurs enregistrées en 1987 et 1994-1995 sont faibles et indicatrices d’une
tres bonne sensibilité des souches a la chloroquine.
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Par contre. les valeuis obtenues en 1990-1991 sont trés élevées et
caractéristiques de souches hautemen chleroquinorésistantes. C’est ainsi que
la C130 moyenne (1,66 X 10-° mole/l de sang) est proche de la CI50
moyenne de chloroquine obtenue a malicdi au Kenya qui se situe a
180.7 nmol/l de milieu d’apres Watkins et collaborateurs (157), ce qui
correspond a 1,807 X 100 mole/l de sang. D’autre part, la moyenne des
CMI de chloroquine (4,39 X 10-6 mole/l de sang) est évocatrice de résistance
a la chloroquine de niveau RII-RHT in vivo (161).

Ce type d’évolution sinusoidale des concentrations inhibitrices
movennes de chloroquine est surprenante étant donné que la résistance de /.
Julciparum  a la chloroquine est polygénique. Cette évolution est tout a fait
superposable a celle du taux de prévalence des souches chloroquino-
résistantes qui a ¢té discutée précédemmeni. C’est pourquoi, les mémes
explications pourraient lui étre appliquées. Pour conforter ces explications,
il est important de noter la présence de souches résistantes a des
concentrations élevées de chloroquine des 1987 et 1988 a Dakar (CMI
supéricure ou éoal~ 4 6.4 X 10-6mole/l de sang).

Ailleurs en Afrique, c’est généralement une stabilit¢ de la CI30
amovenne de chloroquine qui a été observée notamment a Brazzaville au
Congo (31) et a Limbe et Kribt au Cameroun (20).

Amodiaquine

Nous avons enregistré 8 souches de P. fulcipurum amodiaquino-
résistantes in vitro sur 109 testées a Dakar entre 1987 et 1994-1995, ce qui
correspond a 7,3 %. Durant les 4 périodes d’étude considcrées. le taux de
prévalence des souches amodiaquinorésistantes n'a pas varié de fagon
significative : ce qui traduit une stabilité de I’'amodiaquinorésistance.

Il apparait ainsi que [’amodiaquinorésistance in vitro existe a Dakar
mais a 1'état sporadique et que son émergence peut &tre située en 1987. Cette
derniere s’est faite bien que la pression médicamenteuse soit faible du fait
que I’amodiaquine a ét€ peu ou rarement prescrite au Sénégal.
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Cette émergence peut s’expliquer par la pression de chloroquine et i
présence possible de mutants amodiaquinorésistants a Dakar du fait que
I"amodiaquine a €té utilisée pendant plusieurs décennies au Sénégal et qu'il
existe une résistance croisée partielle entre |'amodiaquine et la chloroquine
(66,91). Aussi, |'utilisation importante de chloroquine a des doses
infrathéra-peutiques peut entrainer chez des porteurs non immuns de-P.
Jfalciparum | 1a sélection de parasites de sensibilité diminuée ou de parasites
résistants a la chloroquine dont certains porteraient des genes de résistance a
I'amodia-quine. C’est ainsi que parmi les souches chloroquinorésistantes que
nous avons isolées deux s’étaient avérées amodiaquinorésistantes.

Concernant ja stabilit¢ de [|’amodiaquinorésistance, elle peut
s'expliquer par une émergence relativement récente de la chloroquino-
résistance et surtout en partie par la faible pression exercée par I'amodia-
quine a Dakar pour les mémes raisons que nous avons précédemment
indiquées.

Cette stabilité de ['amodiaquinorésistance contraste avec la
propagation de la chloroquinorésistance durant la méme période avec
pratiquement les mémes souches. Ainsi les taux de prévalence des souches de
P. falciparum amodiaquinorésistantes et chloroquinorésistantes étaient d une
part faibles et comparables en 1987 (6,2 % contre 6,6 %), et d’autre part, le
taux des souches chloroquinorésistantes était nettement plus élevé
ultéricurement (72,7 % contre 4,8 % en 1990-1991).

Cette bonne sensibilité in virro a 1’amodiaquine des souches de
P. falciparum se retrouve également dans des pays ot elle est peu utilisée.
en zones de chloroquinorésistance f{aible ou d apparition récente (8. 73, 125)
et en zones de forte chloroquinorésistance (35. 142, 157). C’est ainsi qu’en
Guinée équatoriale ot la chloroquinorésistance a fait son apparition en 1990
et se situait a 9 % in virro entre 1990 et 1992 a Bata, le pourcentage de
souches amodiaquinorésistantes était de 6,5 % (8). D’autre part. a Malindi
au Kenya toutes les souches de P. falciparum isolées s’étaient révélées
chloroquinorésistantes et amodiaquino-sensibles (142, 157).

En revanche, dans certains pays ou la chloroquinorésistance est forte
et existe généralement depuis longtemps, les taux de prévalence des souches



amodiaquinorésistantes sont nettement plus élevés notamment en Afrique
centrale et de I’Est. A Yaoundé au Cameroun, par exemple, le taux des
souches résistantes a I’amodiaquine in vitro obtenu en 1990 par Caligaris et
collaborateurs (24) était de 29 %, la chloroquinorésistance y étant de 40 % a
l[a méme période et de 60 % en 1987 et 1988 selon les mémes auteurs.

En Tanzanie et plus précisément a Amani, Fowler et collaborateurs
(53) ont signalé un taux d’amodiaquinorésistance in vitro de 45 %. La
chloroquino-résistance apparue dans ce pays depuis les années 1970 y est
tres forte d’apres de nombreux auteurs (142, 157).

Pour expliquer cette coexistence d’une forie résistance a la
chloroquine et d’une résistance a I'amodiaquing assez importante dans ces
pays, il est possible d’évoquer la pression médicamenteuse. En effet, du fait
de I’extension de la chlorequinorésistance dans ces pays, I’'amodiaquine a été
de plus en plus utilisée dans le traitement de ’accés palustie, ce qui pourrait
&tre a Porigine de "émergence et de ['extension de 'amodiaquinorésistance
dans ces zones de forte transmission du paludisme de surcroit.

STagissant de la CIS0 moyenne et de la moyenne ge¢ométrique des CM
d’amodiaquine, elles sont respectivement de 0,21 et 0,34 X 10-6 mole/l de
sang pour 'ensemble des souches étudiées. Ces valeurs qui n’ont pas varié de
facon significative avec la période d’étude sont en-deca de la CMI
d’amodiaquine la plus forte qui correspond & une souciie sensible (0.8 X
106 mole/! de sang). Cé ¢ qul traduit une bonne sensibilité de . fuld iparim a

v(‘z

Pamodiaquine au 9/ éaal

II cst apparu que la quasi-totalité des souches amodiaguinorcsistantes
se sont révélées sensibles a la chloroquine. Inversement. la quasi-totalité des

~ ,

souches chloroquinerésistantes se sont révélées sensibles a b amodiaguine.

La sensthiliié /n vitro & Pamodiaquine de souches résistanies @ ia

N

chioroquine a déja ét¢ signaiée au Kenyva (142, 157). & Madagascar (125}, en

Thatlande (35)

” 1

La sensibiiité & la chioroquine dc souches résistanies & Pamodiaquine

in vitro observée a déjd éé renconirée au Togo (73).
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Il apparait ainsi que la résistance croisée entre la chloroquine et
Iamodiaguine n'est pas de regle (91), chaque type de résistance évoluant de
tagon imdependante.

[Le fait que deux souches de P. falciparum se sont avérées a la fois
résistantes a la chloroquine et a I'amodiaauine, pose le probleme de
["existence probable a Dakar d une polychimiorésistance de ce parasite.

Quinine

Les 100 souches de P. fulciparum testées in vitro avec la quinine a
Dakar se sont révélées toutes sensibles.

Nous n'avons pas donc retrouvé a Dakar la quininorésistance in vitro
signalée pour la premieére fois au Sénégal a Thies en 1984 (1 souche sur 15)
puis a Kaolack et Thiés en 1985 par respectivement Brandicourt et
collaborateurs (14) et Druilhe et collaborateurs (47) et & Paris entre 1980 et
1986 par L.e Bras et Savel (91). travaillant sur des souches en provenance du
Sénégal.

Cette situation d’absence de la quininorésistance in vitro s'est
rétrouvée dans d’autres pays africains tors d’études menées entre 1985 et
1990, notamment la Gambie (100), le Nigéria (55), ie Gabon (47), le Congo
{27). le Kenya {81).

Cependant des taux de prévalence faibles a modérés de quinino-
résistance in vitro ont été enregistrés dans plusieurs pays africains entre
1987 et 1993 notamment a Yaoundé au Cameroun (24, 98), a Brazzaville au
Congo (29, 31), a Bioko en Guinée équatoriale (8), 2 Amani en Tanzanie
(54) et récemment au Sénégal (123).

Pour expliquer cette bonne sensibilité de P. fulciparum a la quinine
au Sénégal, on peut évoquer une faible pression médicamenteuse. En effet,
lcs sels de quinine sont généralement utilisés sous forme injectable, et ne
sont administrés que sur prescription médicale en cas de paludisme grave ou
d’acces palustre avec vomissements. Mais dans les deux cas la quinine est
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relayée par la chloroquine des que I'état du patient saméliore. Ce gui réduit
considérablement la pression de quinine.

Toutefois. dans les pays ol existe la quininorésistance qui ont été cités
précédemment, la pression de quinine était également faible comme |’ont
souligné la plupart des auteurs. En tout cas, cette résistance a la quinine a été
généralenient observée en zone de chloroquinorésistance.

S agissant de la CI150 moyenne de quinine et de la moyenne des CMI
de quinine elles se situent respectivement a 3,05 et 11,22 X 10-9mole/l de
sang pour |'ensemble des souches testées. Ces concentrations ont augmenté
de facon significative entre 1987 et 1990-1991. Cependant, les valeurs
obtenues en 1990-1991 a savoir 5,43 et 18,1 X 100 mole/l de sang
respectivement, sont nettement plus faibles que la CMI de quinine la plus
forte qui correspond a une souche quininosensible (51.2 X 10-¢ mole/l de
sang) (114). Ceci indique une tres bonne sensibilit¢ moyenne des souches
locales de P. falciparum ala quinine. |

[l est apparu que toutes les souches chloroquinorésistantes ¢t amodia-
quinorésistantes se sont révélées tres quininosensibles avec des CMI de
quinine parfois inférieures a celles des souches sensibles aux deux
antipaludiques.

Nous avons en outre enregistré en 1990-1991 72,7 % de souches
résistantes a [a chloroquine sans qu’aucune d’elles ne soit résistante a la
_quinine.

Il ne semble pas donc exister au vu de ces résultats un lien de cause a
effet entre la chloroquinorésistance méme forte et 1'apparition de la
quininorésistance. La méme constatation avait éié faite en Thailande par
Webster et collaborateurs (159).
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Méfloquine

Sur les THo ~ouches de P jalciparian évaluées in vitro  avec la
metloguine entre 19S7T ¢t 1994-1995 a Dakar., aucune ne s’est révélée
résistante.

Cette bonne scnsibilité des souches sénégalaises a la méfloquine avant
ctapres son introduction au Séncégal est confirmée par tes travaux d’autres
auteurs (77, 118).

Cependant des souches présentant une baisse de sensibilité a la

métfloguine ont ¢t¢ isolées a Dakar mais elles étaient sensibles in vivo (77).

Cette sensibilité i virro a la méfloquine des souches de P. fulciparum
a ¢1¢ constatée dans d autres pays africains, en géncéral, avant I’introduction
de ce produit, particulierement au Mali (45), au Libéria (12), au Nigéria
(55. 96). au Congo (27). au Kenya et en Tanzanie (54).

Dans des pays parfois situés dans des zones ou la méfloquine n’a jamais
¢t utilisée auparavant et/ou n'est pas coiiramment utilisée, des souches
résistantes in vitro ont €été signalées notamment au Bénin (36, 72), au
Nigéria (131, 141), au Cameroun (18, 19, 24, 98), au Congo (29, 31), en
Tanzanie (82) et récemment au Sénégal (123).

Certains de ces résultats (obtenus avec des méthodes microscopiques)
sont discutables du fait que les concentrations seuils de résistance a la
méfloquine prises en compte étaient tres faibles. C’est ainsi que reprenant
des études failes a Ibadan au Nigéria dans la méme zone et a la méme
période, Lege-Oguntoye et collaborateurs (96) n'ont pas rencontré de
souches méfloquinorésistantes en utilisant ic seuil actuellement préconis¢ a
savoir une CMI de méfloquine supéricure a 12,8 X 10-° mole/l de sang
(114). Toutefois, la méfloquinorésistance in vitro a été€ confirmée in vivo
dans le Nord Cameroun par Brasseur et collaborateurs (19).

S’agissant de notre étude, la CISO moyenne de méfloquine (0,75 X
10-6 mole/l de sang) et la moyenne des CMI (2,13 X 1076 mole/l de sang)
des souches testées sont apparues treés inférieures a la CMI la plus forte qui
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correspond a une souche méfloquinosensibie (12,8 X 10-©mole/l de sang).
Ceci indique une tres bonne sensibilité moyenne des souches de P.
ralciparum a la méfloquine in virro et correspond ainsi a une réponse tres
sensible au traitement standard de méfloquine (25 mg/kgp/3j).

Par ailleurs, nous avons constaté que les souches chloroquino-
i¢sistantes que nous avons isolées sont en moyenne plus sensibles a la
mctloquine que les souches chloroquinosensibles. Ce qui est confirmé par
les observations effectuces par Monson et collaborateurs (103) au Nord
I.ibéria et par Ayoande et collaborateurs (1989) a Limbe au Cameroun sur
des souches sauvages et sur des clones de £. falciparum. Ce phénomene
aurait conmume support le gene P. falciparum multidrogue résistant 1 (2).

Ktudes 1 vivo

Les études in vivo ont permis d’enregistrer sur 97 tests effectués
cntre 1988 et 1994-1995 4 Dakar 29 cas de chloroquinorésistance soit un
taux global de la chloroquinorésistance de 29,9 %. Ce qui correspond a
environ une souche de P. fulciparum résistante sur 3 testées et donc a une
chloroquino-résistance modérée.

Elles ont également révélé une variation du taux de prévalence de la
chloroquinorésistance selon la période d’étude qui, de 8,0 % en 1988 a
atteint 51,4 % en 1990-1991 pour se situer a 24,3 % en 1994-1995.

Cette augmentation significative suivie d’une baisse tout aussi
significative du taux de prévaience de la chloroquinorésistance i1 vivo a
Dakar et Pikine a été également observée par Gaye et collaborateurs (62,
63) et Trape et collaborateurs (sous presse) qui ont effectué des tests entre
[988 et 1992.

Pour expliquer ce type de variation de la chloroquinorésistance. nous
pensons qu’il y a eu un réel accroissement en 1990-1991 mais I’importance
du niveau atteint est imputable a un biais dans le recrutement des patients
comme nous I’avons signalé précédemment a I’occasion de la discussion des
résultats des tests in vitro .
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En tout cas ces fortes variations 1 prévalence de la chloroquino-
resistance dune periode d étude o autre moatre bien quavece la méthode
habituelle de recrutement des patients o traiter, i sTavere néeesaire de
prendre en compte les résultats de plusieurs années pour éablir le taux de
prévaience réel de la chloroquinorésistance. Sinon, il faudrait étre tres
rigourcux sur les criteres d inclusion et exclure tout patient avant recu de la
chloroquime dans fes 30 jours precedant e dépistage pour éviter de traiter
des cas de rechute evou de recrudescence apres un traitement antérieur pay

ce produit.

Nous avons administré a la suite drauiies auteurs (28). une dose de
chloroquine supcricure a la dose standard a savoir 42 mg/kgp répartic en
prises journalieres durant 5 jours consécutifs en vue d'améliorer les
résultats obtenus par Gaye et collaborateurs (63) en 1992 dans la méme zone
avec celle de 25 mg/kgp en 3 jours, & savoir un taux de chloroquino-
1ésistance de 24,0 Y.

lLes résultats escomptés n'ont pas été atteints, ce qui confirme les
résultats d™¢tudes ayant montré que I'augmentation de la dose de chloroquine
ne permettait pas d obtenir une meilleure efficacité. Son seul effet serait de
retarder la date d apparition des cas de reciudescence pour certains auteurs
(39, 41).

S agissant des cas de résistance rencontrés, ceux de niveau Rl étaient
[égerciment plus fréquents que ceux de niveau RIT (51.8.% contre 48,2 %).
1 n’y a pas eu donc de cas de résistance de niveau Rl

Bien que des cas de chloroquinorésistance de niveau RII arent ¢été
signalés au Sénégal (147, 148), il n’en demeure pas moins qu un certain
nombre de niveaux Rl et RII ont été caractérisés par la présence de la ficvre
. cela bien qu’une baisse significative de la parasitémic ait été enregistrée.
Tous ces cas ont guéri simplement aprés administration de 1 association

sulfadoxine-pyriméthamine principalement.
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Ce type d'échec thérapeutique a é1é également observé a Dakar et
Pikine par Gave et collaborateurs (61, 62, 63) et Trape et collaborateurs
(147

Tests couplés i vivo | in vitro

Les tests couplés in vivo / in vitro effectués a Dakar sur 28 souches de
P. jalciparion onm pernus d enregistrer un taux de prévalence des souches
chloroquinorésistantes plus ¢levé in vitro qu'in vivo @ 52,5 % contre 39,3

Les tests in vitro - se sont ainsi révéles plus sensibles que les tests in
vivo  pour déceler des souches chloroquinorésistantes. En effet, 4 souches
chloro-quinorésistantes in vitro étaient chloroquinosensibles in vivo .

Cette plus grande sensibilité des tests in vitro se retrouve donc méme
dans une zonc de tres faible endémicité palustre comme Dakar (43).
L explication généralement évoquée a savoir |'existence d’une immunité de
prémunition antipalustre agissant en synergie avec |'anti-paludique devrait
donc ¢&tre nuancée.

Effectivement, d’autres explications sont, ici, envisageables parmi
lesquelles 1'utilisation d’un test in vivo de 14 jours qui n’a pas permis de
prendre en compte les cas éventuels de chloroquinorésistance plus tardifs,
c’est-a-dire au dela du 14¢€ jour d’observation, la faible sensibilité de la
goutte épaisse.

Par ailleurs, il est apparu que toutes les souches chloroquinosensibles
in vitro Vont été également in vivo . Ce qui témoigne d’une absence de
réinfestation des sujets porteurs de ces souches. Celle-ci suggere que, dans la
zone d’étude et a la méme période, les cas de résistance de niveau RI tardif
seront dlis & une recrudescence de la parasitémie plutdt qu’a une
réinfestation.

Apres tout, pour avoir une idée plus précise du taux de prévalence de
chloroquinorésistance a Dakar, il est nécessaire d’effectuer des tests in vivo
de 14 jours et des tests in vitro , sinon de faire des tests in vivo de 28 jours.



GENERALES




120

De 1987 & 1995, nous avons étudié la sensibilité de Plasmodium
falcipariom aux antumalangues usuels dans les départements de Dakar et
Pikine ou les premicrs cas de résistance i vivo de cette espece a la
chloroquine ont ¢té observés en 1988,

L ¢tude a consiste a taire des tests in virro  sur des souches isolées de
patients présentant un acces palustre avee la chloroquine, 1'amodiaquine, la

quinine ¢t la méfloguine paralictement a des tests in vivo 4 la chloroquine.

Elle s"est déroulée durant quatre périodes, a savolr 1987, 1988-1989,
1990-1991 ¢t 1994-1995 au cours desquelles des tests in vivo et in vitro
ont ¢t¢ prauqucs sauf en 1987 ou seuls des tests in virro ont ¢ effectués.

Le recrutement pour Dakar a été effectué¢ parmi les patients venus
consulter principalement dans les dispensaires des quartiers Rebeuss, HLM-
Gibraltar et Derklé ou recrutés a domicile pour les tests in vivo réalisés en
1994-1995.

A Pikine. i1l a cu lieu au dispensaire Notre Dame du Cap-Vert qui
recoit des patients de tous les quartiers de cette ville et méme de Thiaroye et
ses environs.

Il a porté sur des sujets présentant un acces palustre simple avec une
parasitémie supérieure ou égaie a 1 000 trophozoites de P. fulciparum /mm3
de sang chez qui la recherche d’amino-4-quinoléines dans | urine était
négative. Tous les patients recrutés sur la base de criteres d’inclusion
rigoureux ont été selon les circonstances soumis soit aux tests in vivo soit
aux tests in virro ou aux deux tests a la fois.

Pour les tests in vitro c’est la microméthode de I'OMS et une variante
de celle-ci qui ont été utilisées pour tester les souches de P. fulciparum vis-
a-vis des quatre antipaludiques ¢tudiés.

Les tests in vivo ont consisté a administrer la dose totale de
chloroquine base de 25 mg/kgp en 3 jours selon le protocole préconisé par
I’OMS sauf en 1994-1995, ou elle a été remplacée par celle de 42 mg/kgp



répartic en 5 prises journalieres (300 mg/jour chez Uadulte) durant 5 jours
consécutifs.

S agissant des tests in vitro . ils ont ¢t réalisés avec succes sur |20
souches, pendant la durée de |"¢tude, parmi lesquelles 119 en présence de
chloroquine, 109 d’amodiaquine. 100 de quinine et 110 de méfloguine.

Ce qui a permis d enregistrer pour fa chloroquine un taux global de
souches résistantes de 28.6 % (CM] superieure & Lo X 100 molesl de sang).
une CI50 moyenne globale de 0.34 X 102 mole/l de sang et une movenne
des CMI de 1,37 X 10-0 mole/l de sang,

Pour 'amodiaquine, 8.3 % des souches ¢taient résistantes (CM]
supéricure a4 0.8 X 100 mole/l de sang). la CI50 moyvenne des souches
testées ¢tait de 0.21 N 10-Cmole/l de sang et la moyenne des CMI de 0.40 X
100 mole/l de sang.

lLes résultats pour la quinine et 1a méfloquine ¢taient de 0 % de
souches résistantes (CMI éeale ou inféricure respectivement a 51,2 et 12.8 X
10-0 mole/l de sang), la CI50 movenne et la moyenne des CMI s’élevant
respectivement a 3,05 et 11,22 X 10-9 mole/l de sang pour la quinine et a
0,75 et 2,13 X 10-% mole/l de sang pour la méfloquine.

Tous ces parametres, a savoir le taux des souches résistantes, la CI50
moyenne et la moyenne des CMI, ont subi des variations d’une période
d’étude a I"autre mais en général celles-ci étaient surtout significatives avec
la chloroquine. Ce qui est imputable & un biais dans le recrutement des
patients chez qui il n'a pas été possible de distinguer ceux qui présentaient
un acces faisant suite a une rechute tardive ou a une recrudescence tardive
apres traitement de ceux qui recevaient un antipaludique pour la premiere
fols et qui devraient étre les seuls a subir les tests.

D autre part, nous avons constaté |'absence de corrélation entre les
CMI des couples d’antipaludiques a l'exception du couple quinine-
chloroquine avec lequel une corrélation positive significative a été observée
avec les CMLI.



122

[ a ¢t constaté que dans la majorit¢ des cas les souches chloroquino-

résistantes ¢tarent sensibles & Mamodiaguine ¢t que celles amodiaquino-
résistantes  Ctaient senstbles & la chlorogquime. En outre. les souches
résistantes a amodiaquine et a la chiorogquine ¢inent sensibles & la quinine

et a la mefloguine.

En ce qui concerne les tests /n vivo avec la chloroquine. ils ont

intéresse durant la meme pertode que precedemment 97 patients dont 28 ont

pu subir un test i viro avee le méme produit,

Des patients avant subi e test in vivo 299 9% (29 patients)
hébergeatent des souches résistantes et les auties des souches sensibles pour
["ensemble des périodes d'¢tude. Mais 1l a ¢té constaté des variations
significatives de la prévalence des souches chloroquinorésistantes selon la
période d ¢tude comme pour les tests in vitro a mettre ¢galement sur le
compte du mode de recrutement des patients ayant subi le test comme

précédenment indiqué.

Concernant les 29 cas de chloroguinorésistance, 51,8 % étaient de
niveau RI et 48.2 % de niveau RIL 11 n'y en avait pas de niveau RHI. Parmi
eux, 48,2 % ¢laient apyrétiques. Chez les autres (51,8 %) qui présentaient
une hyperthermie la guérison a été obtenue dans la plupart des cas apies
I’administration de ’association sulfadoxine-pyriméthamine.

Les cas de chloroquinorésistance ont été observés avec la méme
fréquence chez les enfants et les adultes.

Par ailleurs, les tests couplés in vivo et in vitro a la chloroquine ont
montré que toutes les souches qui ont ¢t sensibles a la chloroquine in virro
I"étatent aussi inn vivo mais qu’il y avait plus de souches résistantes in vitro
qu’in vivo . Ce dernier résultat est généralement enregistré dans des zones
ol les populations ont un certain degré de prémunition qui accroit I’effet des
antipaludiques. Ce qui n’est pas le cas de la ville de Dakar on le paludisme
sévit sous forme hypoendémique tres faible. L’origine non autochtone des
cas de paludisme qui y sont observés est hautement possible.



Au vu de ces résultats et de leurs appréciations. il est possible de faire
les remarques et recommandations ¢1-apres .

1) 1l est nécessaire pour avoir des données plus tiables sur le niveau
de sensibilité des souches de P. fulciparim a Dakar d'inclure des patients
qui n’ont pas recu un antimaltarique dans les 30 jours qui ont picecdé la date
de leur recrutement.

Pour ce faire, il faudrait éviter de recruter pour les tests dans les
hopitaux et les formations sanitaires réputées qui reconent généralement des
patients ayant déja ¢té traités mais sans succes. ou alors d'exclure les patients
déja traités et de réaliser les tests sur une période plus longue couvrant la
saison des pluies et le décours de celle-ci.

Un dépistage systématique dans les écoles ou a domicile pourrait
permettre d’administrer aux sujets dépistés leur premicre dose
d antimalanque.

2) Puisque & Dakar. la chloroquinorésistance est globalement modérée
(environ 2 souches sur 3 sont sensibles in vitro et in vivo ) etqu'il ny a pas
de résistance du niveau RIIl, la chloroquine derait ¢tre maintenue en
premiere ligne dans le traitement des acceés palustres simples. Mais il
faudrait prendre la précaution d'interroger les patients pour éviter de
I’administrer dans des cas de rechute ou de recrudescence a la suite d’un
traitement antérieur avec ce produit.

En cas d’administration de chloroquine, les paticnts devront étre
revus a J3 puis a J7 et J14 pour passer a un antimalarique efficace si |'état
clinique ne s’améliore pas ct/ou si la parasitémic persiste méme sans
manifestation clinique.

3) Lamodiaquine qui s’est révélée efficace sur 92,7 % des souches
testées in vitro et sur la majorité des souches chloroquinorésistantes in virro
pourrait &tre administrée en lieu et place de la chloroquine pour réduire la
pression de chloroquine et partant le taux de chloroquinorésistance.



4) Il faudrait continuer a réserver la quinine aux cas graves et
compliqués de paludisme pour que cet antipaludique puisse pendant
longtemps encore conserver son efficacité et maintenir en réserve la
méfloquine.
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