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SENSIBILITE IN VITRO DE 85 I~QLATS 
BE PLASMODIUM FALCIPAR 
DANS IA REGION DE FATICK, SEN 

B. PRADINES, C. ROGIER, T. FUSAI, A. TALL, J E, J-C. DOURY 

RÉSUMÉ - L’émergence de la chloroquino-résistance 
de Plasmodiuni falcipariim puis son extension à d’autres 
antimalariques ont été observées en Afrique. Cependant, 
nous ne disposons pour le Sénégal que de résultats frag- 
mentaires. A la veille de la mise sur le marché de l’asso- 
ciation chloroquine-proguanil, peu d’études sur la sensibilité 
d’isolats vis-à-vis de ces deux molécules ont été réali- 
sées. La sensibilité in vitro de 85 ,isolats de Plasmodiuin 
falciparurn prélevés dans la région de Fatick au Séné- 
gal, entre le 24 octobre et le 2 décembre 1995, a été étu- 
diée vis-à-vis de cinq antimalariques classiques , la chlo- 
roquine, le cycloguanil, la quinine, la méfloquine et 
I’halofantrine en utilisant le semi-microtest isotopique. Vingt 
neuf pour cent des souches étaient résistantes à la chlo- 
roquine (CI50 > 100 nM), 22% au cycloguanil (CI50 > 
500 nM), 1% à la quinine (CI50 > 500 nM), 22% 2 la 
méfloquine (CI50 > 20 nM) et  8% à I’halofantrine 
(CI50 > 5 nM). Cinq pour cent des souches présentaient 
à la fois une résistance à la chloroquine et au cyclogua- 
nil. Une corrélation positive a été observée entre les acti- 
vités de la quinine et de l’halofantrine, et celles de la 
méfloquine et de l’halofantrine. Ces corrélations indi- 
quent une résistance croisée ou une diminution de la 
sensibilité, entre ces antimalariques de structures chi- 
miques relativement proches possédant tous une fonc- 
tion méthanolique. 

MOTS-CLÉS- Paludisme - Plasmodium falciparuni - 
Chimiosensibilite - Sénégal - Afrique de l’ouest. 

L’émergence de la chloroquino-résistance de Plas- 
inodiuni falcipnrum en Asie du sud-est, en Amérique 
latine et en Afrique puis son extension à d’autres anti- 
malariques est un handicap majeur dans le traitement et 
le contrôle du paludisme. Des échecs prophylactiques à la 
chloroquine ( I ) ,  à l’association chloroquine-cyclogua- 
nil (2), à la méfloquine (3, 4), et des échecs cliniques 
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ZN VZTRO SUSCEPTIBILITY OF 85 PLASMODIUM 
FALCZPARUM ISOLATES IN THE FATICK REGION 
OF SENEGAL 

ABSTRACT - Increasing resistance of Plasmodium fal- 
ciparuin to chloroquine and other antimalarials has been 
reported in Africa. Only fragmentary data are available for 
Senegal. Although combined chloroquine-proguanil is 
soon scheduled for released on the market, few studies 
have been published concerning the susceptibility of isolates 
to either drug. The in vitro susceptibility of 85 Plasmo- 
dìuin fakiparum isolates obtained between October 24 
and December 2, 1995 from malaria-infected patients 
living in the Fatick Region of Senegal to five classical 
antimalarial drugs (chloroquine, cycloguanil, quinine, 
mefioquine, and halofantrine) was evaluated using an ‘ïso- 
topic, semi-microtest. Twenty-nine percent of isolates were 
resistant to‘ chloroquine (IC30 > 100 ni%), 22% to cycloguanil 
(IC50 > 500 nM), 1 % to quinine (IC50 > 500 nM), 22% to 
mefloquine (IC50 > 20 nM), and 8% to halofantrine (IC50 
> 5 nM). Five percent of isolates were resistant to both chlo- 
roquine and cycloguanil. Positive correlation was observed 
between quinine and halofantrine activity and between 
mefloquin and halofantrine activity. These findings suggest 
cross resistance or reduced susceptibility between these 
antimalarial agents which all exhibit a methanolic function. 

KEY WORDS - Malaria - Plasmodium fakiparum - 
Chemosusceptibility - Senegal - West Africa. 

.... . ........................ 

Figure 1 - Répartition géographique des 3 villages sénégalais 
d’ori sont issus les isolats de Plasmodium fakiparum. 
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à l’halofantrine (5 ,  6) et à la quinine (7) ont été mon- 
trés en Afrique. Cepciidant, la distribution géographique 
et les niveaux de résistance ne sont pas homogènes. Nous 
ne disposons pour le Sénégal que de résultats fiagmentau-es. 
Cette étude a pour but de déterminer l’activité in vifro de 
cinq antimalariques classiques (chloroquine, cyclogua- 
nil, quinine, méfloquine et  halofantrine) sur 85 isolats 
provenant d e  la région de Fatick (Sénégal) et  d e  recher- 
cher les éventuelles résistances croisées. 

MATERIELS ET METHODES 

L’étude a été menée du 24 octobre au 02 décembre 
1995 dans le poste de santé de Toubakouta et dans les villages 
de Dielmo et de Ndiop situés dans la région de Fatick (dépar- 
tement de Foundiougne, arrondissement de Toubakouta), une zone 
de savane de type soudanienne à 280 kilomètres de Dakar, au sud- 
est du Sénégal (Fig. 1). Le poste de santé de Toubakouta draine 
les malades de 46 villages de la zone ce qui représente 17 862 
habitants au recensement de 1988. Dielmo, 250 habitants, est situé 
à 15 kilomètres au sud de Toubakouta et Ndiop, 300 habitants, 
est à 5 kilomètres au sud de Dielmo. En raison des gîtes larvaires 
offerts par les rives marécageuses d’une rivière permanente, 
la transmission est pérenne et le paludisme est holo-endémique 
à Dielmo. A Ndiop et dans la plupart des villages de la zone, la 
transmission est strictement saisonnière, de juillet à novembre 
pendant la saison des pluies, et le paludisme est méso-endé- 
mique. 

Les malades de Toubakouta ont été dépistés parmi les 
patients qui se présentaient volontairement au dispensaire avec 
une hyperthermie ou une histoire de fièvre au cours des 48 
heures précédentes (dépistage passif). Les malades de Dielmo 
et de Ndiop ont été dépistés par la recherche active, quoti- 
dienne et domiciliaire des cas de paludisme, dans le cadre 
d’une étude longitudinale de l’acquisition de la prémunition 
menée par l’Institut Pasteur de Dakar et I’ORSTOM (8, 9). Le 
consentement oral, libre et informé des malades ou de leurs 
parents a été obtenu avant tout prélèvement de sang. Après 
chaque prélèvement, les malades ont été traités selon les protocoles 
thérapeutiques classiques. 

Prélèvements. 

Une goutte épaisse a été colorée au Giemsa sans deshé- 
moglobinisation et lue immédiatement pour estimer la parasitémie. 
Pour être inclus dans l’étude, les malades devaient avoir une den- 
sité parasitaire supérieure ou égale à 2 500 trophozoïtes de 
PIasrizodizirii falciparum par microlitre de sang à Toubakouta et 
à Ndiop (transmission saisonnière) et supérieure ou égale à 
15 O00 trophozoïtes par microlitre à Dielmo (transmission per- 
manente). La densité parasitaire a été évaluée par rapport aux leu- 
cocytes estimés à 8.OOO par microlitre. Un échantillon de 5 à IO ml 
de sang, en fonction de I’bge du malade, a été prélevé avant tout 
traitement sur tube VacutainerB ACD (Becton Dickinson). Les 
prélèvements ont été conservés à +4”C, transportés par voie 
routière trois fois par semaine jusqu’à Dakar, puis expédiés 
par avion à Marseille. Entre le prélèvement et l’arrivée à Mar- 
seille, il s’est écoulé moins de 84 heures. A leur arrivée au 
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laboratoire, les échantillons sanguins ont été examinés mdro- 
scopiquement pour en déterminer l’aspect (coagulation, hémo- 
lyse) ct microscopiquement sur frottis mince pour déterminer la 
parasitemie et l’aspect des parasites. Seuls les sangs ayant plus 
de 0,04 % de parasites viables ont été testés (parasitémies 
comprises entre 0,OG % et 8,8 % hématies parasitées pour 100 
hématies). 

8: Test ìri vitro 
Le diphosphate de chloroquine et le chlorhydrate de 

quinine provenaient de chez Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, 
Etats-Unis). Le chlorhydrate de méfloquine (Hoffman-La Roche, 
Bble, Suisse), le chlorhydrate d’halofantrine (Smith Kline Bee- 
cham, Paris, France) et le cycloguanil (Imperial Chemical 
Industries, Cheshire, Royaume-Uni) ont été gracieusement four- 
nis par les laboratoires. Les solutions mères de diphosphate de 
chloroquine et de cycloguanil ont été préparées en eau distillée. 
Les chlorhydrates de quinine, de méfloquine et d‘halofantrine ont 
été dissous dans du méthanol. Les dilutions filles des diffé- 
rents antimalariques ont été effectuées en eau distillée (concen- 
trations finales comprises entre 25-3200 nM pour la chloro- 
quine, 50-3200 nM pour la quinine, 2 ,5400 nM pour la 
méfloquine, 0,2532 nM pour l’halofantrine et 10-20000 nM pour 
le cycloguanil) et ont été distribuées en triplets dans des plaques 
24 puits (Nunc, réf. 13124) puis séchées à température ambiante. 
Chaque nouveau lot de plaque a été testé sur deux clones de réfé- 
rence : le clone chloroquino-sensible D6 (Sierra Leone) et le clone 
chloroquino-résistant W2 (Indochine). 

Les hématies ont été mises en suspension dans du 
milieu RPMI 1640 pour les tests de chimiosensibilité à la 
chloroquine, quinine, méfloquine et halofantrine et en RPMI 
appauvri en folates et en acide p-aminobenzoïque pour les tests 
au cycloguanil (10). Le test de chimiosensibilité utilisé a été 
celui décrit par Le Bras et Deloron (11). Les résultats de 
croissance plasmodiale en fonction de la concentration d’anti- 
malarique déterminent une fonction sigmoïdale et ont été 
interprétés par analyse en régression linéaire. La Concentra- 
tion Inhibitrice 50 (CI50) est définie comme la concentra- 
tion d’antimalarique permettant une diminution de 50 % de 
l’incorporation d’hypoxanthine tritiée des puits témoins sans 
antimalarique. Les CI50 correspondant aux seuils de résistance 
in vitro ont été estimées B CI50 > 100 nM pour la chloroquine, 
à CI50 > 500 nM pour la quinine, à CI50 > 20 nM pour la 
méfloquine, à CI50 > 5 nM pour l’halofantrine et à CI50 > 500 
nM pour le cycloguanil ( I  2). 

RESULTATS 

Quatre vingt cinq souches ont été reçues pendant 
la période de l’étude. Le tableau I indique pour chaque anti- 
malarique le nombre de résultats interprétables. Les CI50 
observées sont indiquées dans le tableau II et  la figure 2. 
48 (71 % des souches exploitables) ont satisfait à notre 
critère de souches chloroquino-sensibles (CI50 < 100 
nM) et  20 (29 % des souches exploitables) à celui de 
souches chloroquino-résistantes. Une de ces souches pré- 
sentait une chloroquino-résistance particulièrement élevée 
avec une CI50 de 591 nM. 32 souches (78 %) étaient 

Tableau I - Etude de 85 isolats sénégaibis de Phmodium fàlcipmin testés vk-à-vis de 5 antipahuliques. : “ b r e  de résSulfats inteprétables. 

Chloroquine Quinine Méfloquine Halofantrine Cycloguanil 

Tests non effectués 3 5 S 14 21 
Résultats non interprétables (pour incorporation insuffisante) 14 13 12 11 23 
Résultats interprétables 68 67 65 60 41 
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Tableau II - Etude de cliiiiiioseiisibilité observée sur 85 isolats sétiégalais de Plusinodìum faleiparrini vis-&vis de 5 antipaliidiques 
testés. 

Antipaludiques (nombre d’isolats testés) Sensible Résistant Haute résistance 

Chloroquine (n = 68) Seuils 
n 
% 

n 
% 

n 
% 

n 
% 

n 
% 

Quinine (n = 67) Seuils 

Méfloquine (n = 65) Seuils 

Halofantrine (n = 60) Seuils 

Cycloguanil (n = 41) Seuils 

< 100 nM 
48 
71 

< 500 nM 
66 
99 

< 20 nM 
51 
78 

< 5  nM 
55 
92 

< 500 nM 
32 
78 

-- ~~ 

100-500 nM > 500 nM 
19 1 
28 I 

> 500 nM 
1 
I 

> 20 nM 
14 
22 

> 5 n M  
5 
8 

> 500 nM 
9 
22 

sensibles au cycloguanil et 9 souches (22 %) résistantes 
(CI50 > 500 nM). Deux souches étaient à la fois résistantes 
à la chloroquine et au cycloguanil. 66 souches (99 %) étaient 
sensibles à la quinine et une souche (1 %) résistante 
(CI50 > 500 nM). 51 souches (78 %) étaient sensibles à 
la méfloquine et 14 souches (22 %) résistantes (CI50 > 20 
nM). 55 souches (92 %) étaient sensibles à I’halofan- 
trine et 5 souches (8 %) résistantes (CI50 > 5 nM). Nous 
avons observé une corrélation significative entre les valeurs 
des CI50 des antimalariques suivants : méfloquine-halo- 
fantrine et quinine-halofantrine (Tableau III). La corré- 
lation entre les réponses à la quinine et celles à la méflo- 
quine était non significative (limite de signification). 

DISCUSSION 

L’émergence de la chloroquino-résistance en 
Afrique a été rapportée pour la première fois au Kenya, 
à la fin des années 1970, approximativement 20 ans après 
l’apparition de la résistance de Plasniodiiiriz fnlcipnrurn à 
la chloroquine en Asie du sud-est et en Amérique du 
sud (13). Inexorablement, depuis une dizaine d‘années, année 
après année, elle atteint de nouveaux temtoires en Afrique. 
Actuellement, il n’existe aucune région sub-saharienne dans 
laquelle un cas de résistance n’ait été rapporté. Cependant, 
la distribution géographique et l’intensité de la chloroquino- 
résistance ne sont pas homogènes (1). Plusieurs études mon- 
trent sa stabilisation, depuis 1987, en Afrique centrale 
et en Afrique de l’ouest (14, 15, 16, 17). Le taux que 

nous avons observé (29 %) est sensiblement comparable 
à ceux publiés pour cette région par d’autres auteurs. 
Dès 1988, des cas de résistance iiz vivo et iii vitro ont 
été rapportés dans une banlieue de Dakar (18, 19). Depuis 
1992, Sokhna et Trape ont constaté que sa prévalence 
in vivo variait de 20 à 60 % selon les régions du Sénégal 
(communication personnelle). 

Les antifolates (proguanil, pyriméthamine) sont 
utilisés depuis plus de 40 ans. Depuis le développement 
de la chloroquino-résistance, ils connaissent un regain 
d’intérêt en prophylaxie, en particulier le proguanil, qui 
est surtout utilisé en association à la chloroquine (20). 
Dans une région à forte prévalence de chloroquino-résis- 
tance, une étude a montré une bonne efficacité de la pro- 
phylaxie avec 300 mg de chloroquine par semaine et 
200 mg de proguanil par jour (21). Classiquement, les mom- 
mandations sanitaires françaises suggèrent l’utilisation en pro- 
phylaxie de l’association chloroquine (100 mg/24 heures)- 
proguanil (200 mg/24 heures) (22). Le proguanil est 
actif sous son métabolite, le cycloguanil, qui inhibe les 
formes hépatiques et intra-érythrocytaires. Certains auteurs 
classent les réponses des souches au cycloguanil en trois 
groupes : sensibles (CI50 < 50 nM), intermédiaires 
(50 nM < CI50 < 500 nM) et résistantes (CI50 > 
500 nM) (12). Les isolats intermédiaires pourraient cor- 
respondre à des doubles populations de parasites sen- 
sibles et résistants. Dans ces conditions, nous avons 
observé 61 % de souches sensibles, 17 % de souches 
intermédiaires et 22 % de souches résistantes. Des résul- 
tats comparables sur des isolats de voyageurs présentant , 

Tableau III - Corrélation entre les valeurs des CZ.50 in vitro des différents aiitiinalariqiies testés. 

Antipaludiques Degré de liberté Coefficient de Significativité 
corrélation 

Chloroquine 
Chloroquine 
Chloroquine 
Chloroquine 
Quinine 
Quinine 
Quinine 
Méfloquine 
Méfloquine 
Halofantrine 

Quinine 
Cycloguanil 
Méfloquine 
Halofantrine 
Méfloquine 
Halofantrine 
Cycloguanil 
Halofantrine 
Cycloguanil 
Cycloguanil 

59 
38 
59 
53 
61 
56 
36 
56 
36 
34 

0,20 I 
0,098 
0,200 
0,193 
0.2 16 
0,297 
0,053 
0,79 1 
0,148 
0,063 

~ ~- ~ 

Non significatif 
Non significatif 
Non significatif 
Non significatif 

p < 0,lO 
p < 0,05 

Non significatif 
p < 0,001 

Non significatif 
Non sign,ificatif 
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un accès palustre après leur retour d’Afrique centrale 0% 
d’Afrique de l’ouest ont été observés (71 % de souches 
de souches sensibles, 10 % de souches intermédiaires 
et 19 % de souches r&istantes) (12). Deux souches soit 5 % 
présentaient une résistance à ces deux antimalariques. 
Des taux de resistance beaucoup plus élevés, ont été 
observés chez des voyageurs ayant suivi une prophy- 
laxie par l’association chloroquine-proguanil (23), en 
raison de la sélection de souches résistantes. 

Une diminution de l’activité de la quinine a été 
observée en Afrique centrale (24) ainsi qu’une résistance 

18 - 

o -. I 

Quinine 

MCfloquine 

-I- 

3 
f 

9 

CIsoen nM 
~~ 

Figure 2 - Répartition des CZ50 observées pour des isolats 
sénégalais de Plasmodium falcipariim vis-à-vis de la chloro- 
quine (n=65), la quinine (n=67), la méfoquine (n=dS), l’halo- 
fantrine (n=60) et le cycloguanil (ndl). 

à la quinine de type RI en 1993 (25) puis de type EI en 1994 
en Afrique de l’cst (7). La différence observée, au Came- 
roun (26) et au Sénégal (27), entre le niveau de résis- 
tance assez faible à la chloroquine et la résistance relati- 
vement importante à la quinine et à la méfloquine, fait 
penser que la résistance à la quinine pouirait être antérieure 
ou simultanée à la chloroquino-résistance. Certains auteurs 
définissent un seuil de résistance à la quinine plus faible 
que le seuil classiquement défini (CI50 > 300 nM (26)). Si 
nous retenons ce chiffre, nous observons 13 % de souches 
résistantes contre 1 % si le seuil de ksistance retenu est su@- 
rieur à 500 nM. Quel que soit la CI50 retenue, ces taux de 
résistance à la quinine qui reste efficace en thérapeutique, 
ne diffèrent pas des données établies antérieurement en 
Afrique de l’ouest et en Afrique centrale (15, 24). 

En Afrique de l’ouest, la résistance à la méfloquine 
est documentée par des échecs de prophylaxie chez 
des sujets non immuns (3, 4) et par des résistances ou 
des sensibilités diminuées in vitro (28, 29). Le taux 
de résistance à la méfloquine que nous avons observé 
(22 %) est comparable à ceux rapportés au Sénégal 
(19 % et 30 %) (19, J. Le Bras : communication per- 
sonnelle). La méfloquine possède des similarités struc- 
turales avec les antimalariques de type quinoléine (qui- 
nine et chloroquine) et l’halofantrine. Comme dans 
d’autres études (24), nous n’avons pas mis en évidence 
de corrélation entre les CI50 de la chloroquine et de 
la méfloquine. Certains auteurs ont montré une corrélation 
négative des CI50 de ces deux antimalariques en Afrique 
de l’ouest (30). Nous n’observons pas de corrélation 
significative entre les CI50 de la méfloquine et de la qui- 
nine (limite de signification). Une corrélation positive 
entre les activités de la quinine et celles de la méfloquine 
a été observée au Cameroun (24) où l‘utilisation de la 
quinine était largement repandue, et celà, même avant 
la diffusion de la méfloquine, L’utilisation non contrô- 
lée de la quinine pourrait entrainer une baisse de sensibilité 
vis-à-vis de cette molécule, induire une augmentation des 
CI50 d’autres molécules de structures chimiques rela- 
tivement proches et compromettre ainsi leur efficacité. 

Des diminutions de sensibilité et des résistances de 
type RI à l’halofantrine ont été observées en Afrique de 
l’ouest dès 1988 (5, 6). La prévalence de 8 % de souches 
résistantes à l’halofantrine, que nous avons observée, est 
comparable à celle enregistrée en 1993 chez des voya- 
geurs (23). La corrélation, que nous observons entre les CI50 
de la méfloquine et de I’halofantrine, a été maintes fois rap- 
portée (3 1, 32). Cependant, en clinique, l’halofantrine 
semble être active sur les souches résistantes iì la méflo- 
quine (33). Nous avons retrouvé une corrélation positive 
quinine-halofantrine comme dans d’autres études sur des 
souches de laboratoire (34). La résistance croisée ou tout 
au moins la diminution de sensibilité croisée entre dif- 
férents antimalariques possédant une fonction méthanolique 
(halofantrine, quinine), suggère l’importance de cette 
fonction chimique dans l’activité antipaludique ou dans le 
phénomène de résistance de ces antimalariques. 

Plusieurs résultats rapportés dans ce travail sont clas- 
siques en particulier la fréquence de la résistance à la 
chloroquine et à la méfloquine en Afrique de l’ouest 
ainsi que les corrélations positives entre les CI50 de la qui- 
nine et de l’halofantrine, de la quinine et de la méflo- 
quine et celles de la méfloquine et de I’halofantrine. Par 
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contre, le taux de prévalence élevé de la résistance au 
cycloguanil (22 %) et de de la résistance à I'halofan- 
bine (8 %) ne paraissent pas avoir été décrits antérieurement 
dans cette région. 

L'activité thérapeutique des antimalariques dans les 
populations autochtones ne peut être directement exh-apolée 
des résultats iiz vitro compte tenu des phénomènes immu- 
nitaires surajoutés. Néammoins, ces résultats incitent à pour- 
suivre la surveillance de la sensibilité de Plasimdiutn 
fcllciparuin aux antipaludiques dans les pays d'endémie. 
Par ailleurs, nous devons envisager, outre la possibilité 
d'échecs thérapeutiques, la défintion de nouvelles stratégies 
prophylactiques. 
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