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Le paludisme est dû à un hématozoaire du genre Plasmodium qui est

transmis à l'homme par l'anophèle femelle. Quatre espèces parasitent l'homme,

dont P. falciparum responsable d'accès aigus mortels et causant chaque année

entre 1,5 et 2,7 millions de décès dans le monde. Selon l'OMS (1996), environ

40% de la population mondiale est exposée au paludisme. Cette parasitose est

endémique dans les régions tropicales où les conditions bioclimatiques sont

favorables au développement du vecteur, notamment en Afrique, en Asie et en

Amérique latine.

L'Afrique subsaharienne est la région la plus touchée. Elle totalise 90% des

décès attribués mondialement au paludisme chez les enfants de moins de 5 ans

(Touze & Charmot, 1992). La lutte contre le paludisme y est rendue difficile à

cause des conditions socio-économiques défavorables qui ne permettent pas

toujours aux populations d'accéder à un traitement approprié. A ceci s'ajoute

une extension de la chimiorésistance du parasite dans toutes les régions

endémiques. Trape et al. (1998) ont montré que l'extension de la

chimiorésistance, en particulier chez les enfants pouvait se traduire par

l'augmentation des décès dus au paludisme. Le principal recours contre le

paludisme grave reste encore la quinine avec cependant quelques cas de

résistance signalés en Asie du Sud-Est (Werndorfer & Payne, 1991). L'utilisation

de nouvelles molécules telles la méfloquine, la pyriméthamine et l'halofantrine

seules (Bygbjerg et al., 1983; Basco et aL, 1991; Brasseur et aL, 1992) ou en

association avec des antibiotiques (Charmot et al. 1994) n'a pas toujours donné

les résultats escomptés.

En attendant la mise au point d'un vaccin, la seule approche de la lutte

contre le paludisme qui semble admise pour le court et le moyen termes est basée

sur la réduction de la morbidité et de la mortalité palustres. Contre l'extension de

la chimiorésistance, Vial & Olliaro (1994) préconisent la mise au point de

nouveaux médicaments. En effet les nouveaux antipaludéens dérivés de

l'Artémisinine (ou qinghaosu) donnent des résultats satisfaisants dans le

traitement des accès palustres graves (Taylor et aL, 1993). D'autres auteurs sont

favorables à une redéfinition des schémas thérapeutiques basés sur l'utilisation

appropriée et rationnelle des antipaludéens disponibles (Druilhe & Brasseur,

1994, Bourgeade & Delmon t, 1998).

Un autre volet du contrôle de l'affection palustre est constitué par la lutte

antivectorielle. Elle consiste à réduire les populations anophéliennes vectrices

et/ou à protéger l'homme contre les piqûres infectantes. La lutte contre les

anophèles a pu être menée avec succès en Italie (Missiroli, 1950; Pampana, 1951)

et en Amérique latine sur An. gambiae après son introduction accidentelle

(Soper & Wilson, 1949). Dans les autres régions du monde notamment en
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Afrique, la lutte contre le vecteur n'a pas donné les mêmes résultats. Elle a été

confrontée à des difficultés techniques et économiques et à l'apparition des foyers

de résistance du vecteur au DDT. De nos jours, l'utilisation des moustiquaires

imprégnées d'insecticides est préconisée comme moyen de protection et comme

moyen de lutte dans les zones de faible transmission. Leur efficacité sur la

réduction des popula tions anophéliennes est effective (Darriet et al., 1984;

Carnevale et al., 1988). Pour les populations vivant en zones d'endémie palustre,

ce mode de protection contre les piqûres infectantes reste encore inaccessible car

onéreux. Par ailleurs des recombinaisons génétiques ont été tentées sur les

anophèles dans le but de les rendre inaptes à transmettre le paludisme

(Crampton et al., 1990; Collins & Besansky, 1994). La lutte contre les stades

aquatiques (larves et nymphe) reste difficilement applicable sur le terrain et les

résultats des essais sur les populations sauvages ne sont pas encore satisfaisants.

Certains antipaludéens notamment la chloroquine, l'amodiaquine et la

sulfadoxine-pyriméthamine sont associés à une augmentation de la

gamétocytémie de P. faicipIlrU11l chez les sujets traités (Schapira & Schwalbach,

1988; Roche et al., 1995; Robert et al., 1996; Robert & Trape, 1998). Des études ont

rapporté une activité létale de la chloroquine sur les jeunes gamétocytes de

P. falciparum, mais pas sur les gamétocytes matures (Wilkinson et al., 1976;

Smalley, 1977; Tchuikam et al., 1993). En effet, l'ingestion de ces gamétocytes

matures conditionne la poursuite du cycle de développement du parasite chez le

vecteur. Les gamétocytes de P. falciparum sont observés au niveau du sang

périphérique dix jours après la sortie des premiers mérozoïtes du foie (Smalley,

1976; Jensen, 1979). Ils peuvent conserver leur capacité à infecter le moustique

pendant 3 semaines après leur maturation.

Depuis la mise au point du gorgement sur membrane pour l'infection des

moustiques (Rutlege et al., 1964), la dynamique de la transmission du paludisme

entre l'homme et le moustique est mieux appréhendée. On envisage maintenant

d'intervenir sur la transmission du paludisme en bloquant le déroulement du

cycle parasitaire chez le moustique (Warburg & Miller, 1991; Touray et al., 1992;

Shahabuddin & Kaslow, 1993). Ce blocage a pu être réalisé avec succès chez les

rongeurs et les simiens (Mendis & Targett, 1979; Barr et al., 1991). Selon certains

auteurs, les stades préoocystes (gamétocytes, gamètes, zygote et ookinète) seraient

plus susceptibles à l'action des facteurs bloquant la transmission que les stades

oocyste et sporozoïte (Vermeulen et al., 1985; Meuwissen & Ponnudurai, 1986;

Alano, 1991; Feng et al., 1993).

La détermination des paramètres entomologiques de la transmission

naturelle du paludisme s'est initialement effectuée à partir du sporozoïte.

Cependant depuis qu'il est possible d'infecter expérimentalement les

11
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moustiques, le rôle du stade oocyste comme marqueur potentiel de l'infection

des moustiques est devenu effectif. On a ainsi pu évaluer les capacités de

P. falciparum à poursuivre son développement chez le moustique et

inversement les capacités du vecteur à transmettre le parasite (Muirhead­

Thomson, 1957; Line et al., 1991; Chutmongkonkul et al., 1992; Githeko et al.,

1992; Boudin et aL, 1993).

Notre étude a été réalisée de 1996 à 1998 au sein du Laboratoire de

Paludologie de l'Institut de Recherche pour le Développement (IRD, ex-Orstom),

en collaboration avec l'Université de Dakar et le Service de Lutte Antiparasitaire

(SLAP) de Thiès. Cette étude a été principalement menée en période de

transmission du paludisme (Septembre à Décembre) parmi les populations

naturellement impaludées par Plasmodium falciparum de Dakar et Thiès, deux

régions caractérisées par une période de transmission généralement inférieure à

4 mois. L'étude a eu pour but: (1) d'évaluer l'impact du traitement antipalustre

sur la gamétocytémie de P. falciparum et l'infectivité de ces gamétocytes pour le

vecteur; (2) de comparer le rendement de l'infection entre le gorgement à travers

la peau et le gorgement sur membrane chez le moustique, et (3) enfin de

comparer la susceptibilité à l'infection par P. falciparIl111 entre An. ara1Jicnsis et

An. gambiae s.s.

Après une revue de synthèse sur la transmission du paludisme

(chapitre 1) et une présentation des milieux d'étude (chapitre 2), nous proposons

de présenter nos résultats en quatre chapitres, sans se référer à la chronologie des

protocoles effectués au cours de l'étude.

Le chapitre 3 porte sur la cinétique de la gamétocytémie après le traitement

d'un accès palustre simple à P. falciparll11l avec la chloroquine (CQ) ou la

sulfadoxine-pyriméthamine (SP) et de l'infectivité de ces gamétocytes avant et

après le traitement. Dans le chapitre 4, nous proposons de comparer le

rendement de l'infection de moustique entre deux méthodes de gorgement: le

gorgement direct à travers la peau du porteur et le gorgement à travers une

membrane (ici la baudruche). La susceptibilité à l'infection par des porteurs de

gamétocytes de P. falciparll11l est comparée entre An. arabiensis et

An. gambiae s.s. dans le chapitre 5. Le dernier chapitre (chapitre 6) porte sur

l'étude de la distribution des gamétocyles de P. falciparu11l ingérés par le

moustique au cours d'un repas de sang.

Les références bibliographiques citées pour discuter nos observations

complètent nolre plan.



Chapitre 1.

Généralités sur la transmission du paludisme
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1. 1. Historique

Les premières références de la littérature ont été rapportées par de

nombreux auteurs contemporains (Jones, 1909; Ross, 1911; Celli, 1925; Russell,

1955; McNeill, 1977). C'est au 18ème siècle que les fièvres reccurentes reconnues

aujourd'hui comme une symptomatologie du paludisme ont été désignées sous

le terme italien de "mal aria" (mauvais air). Même si l'origine de ces fièvres et

leur mode de transmission étaient encore inconnus, on se protégeaient toutefois

contre les piqûres de moustique dans certaines régions marécageuses d'Egypte

plusieurs siècles avant l'ère chrétienne. Par ailleurs les infusions de quighao

(Artemisia an nua) en chine et l'écorce de quinquina ou arbre du Pérou

(Cinchonia ledgeriana) se révélaient parfois efficaces dans le traitement de ces

fièvres.

Pelletier et Caventou en isolant en 1820 le principe actif à partir d'écorces

de Cinhona ledgeriana importées d'Amérique centrale au 17ème siècle par les

jésuites, ont été à l'origine des premiers trai temen ts à base de quinine. Cette

dernière a permis de traiter et de guérir des millions de personnes atteintes de

paludisme. La lutte antipaludique a véritablement débuté avec la découverte de

l'agent pathogène en 1880 par Laveran et du rôle de l'anophèle dans la

transmission du paludisme par Ross en 1897. Ainsi naquit le concept de

l'éradication du paludisme avec la découverte dans les années 30-40 d'un

insecticide: le DDT et d'un nouvel antipaludique efficace: la chloroquine.

Ainsi le programme d'éradication lancé par l'OMS entre 1959 et 1969 et

basé sur la lutte contre le moustique a été couronné de succès, avec l'arrêt de la

transmission du paludisme dans les pays d'Amérique du Nord, de l'Europe et

d'Asie Centrale. Par contre dans la plupart des pays d'Asie et d'Amérique latine

où les campagnes ont été conduites, les résultats sont variables et le paludisme

persiste. En Afrique ce programme s'est limité à des essais dans quelques zones

pilotes, dont la zone de Thiès. Malgré la découverte de nouveaux antipaludéens

(amodiaquine, primaquine, pyriméthamine, chlorproguanil et proguanil)

favorisée par les fortes demandes de la seconde guerre mondiale, le paludisme

persiste de manière endémique en Amérique du Sud, en Asie du Sud-Est et

particulièrement en Afrique où le haut ni veau d'endémicité et les difficultés

logistiques perturbent la lutte contre le paludisme (OMS, 1973 et 1980; Cavalie &

Mouchet, 1962). Par ailleurs l'apparition des foyers de résistance des anophèles au

DDT, l'émergence et l'extension de la chimiorésistance de P. faIciparum à la

chloroquine rendent plus difficile la lutte contre le vecteur et le parasite chez

l'homme; à tel point que les recherches ont été réorientées vers le "contrôle" de

l'affection palustre.
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1. 2. La transmission d li paludisme chez l'homme

1. 2. 1. L'agent pathogène

Les Plasmodium sont des Haemosporidae (parasites intracellulaires) du

groupe des Sporozoaires (Apicomplexa) dont le développement s'effectue chez

un hôte vertébré (homme, singe, oiseau, reptile, rongeur, chauve-souris) et un

hôte invertébré (l'anophèle femelle). On dénombre 146 espèces de Plasmodium

dont seulement quatre espèces sont retrouvées chez l'homme:

- P. malariae Laveran, 1881

- P. vivax Grassi & Feletti, 1890

- P. falciparum Welch, 1897

- P. ovale Stephens, 1922

P. falciparum est l'agent de la fièvre tierce maligne. La phase hépatique

(phase d'incubation) dure environ 6 jours. C'est l'espèce la plus importante en

zone endémique (Afrique subsaharienne, Amérique du Sud et Centrale, Asie du

Sud) en terme de morbidité palustre et la plus redoutable car responsable de

l'accès pernicieux. Compte tenu de son importance en santé publique, cette

espèce est au centre de nombreuses attentions.

P. malariae est l'agent de la fièvre quarte et il parasite surtout les hématies

âgées. La phase d'incubation dure en moyenne 15 jours. Il est essentiellement

localisé en Afrique, en Amérique centrale et du Sud et en Asie.

P. vivax est responsable d'une fièvre tierce bénigne. La phase d'incubation

dure 11 à 15 jours. Cette espèce est caractérisée par l'existence des hypnozoïtes

responsables des nombreuses rechutes qui peuvent survenir pendant plusieurs

dizaines d'années après le traitement d'une primo-infection. Elle est surtout

rencontrée en Asie. Quelques foyers subsistent cependant dans quelques pays du

bassin méditerranéen (Turquie, Moyen-Orient et Afrique du Nord) et d'Afrique

tropicale en dehors des pays de l'Afrique de l'Ouest situés entre la Mauritanie et

l'Angola.

P. ovale est l'agent d'une fièvre tierce bénigne dont la phase d'incubation

dure 12 à 15 jours. Comme pour P. vivax, les rechutes sont possibles du fait de la

présence d'hypnozoïtes. P. ovale est essentiellement localisé en Afrique Centrale

et Occidentale. C'est l'espèce la plus rare.
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1. 2. 2. Le vecteur

Le Plasmodium est transmis à l'homme par les femelles de moustiques

(Diptères) du genre Anopheles. On dénombre actuellement 442 espèces

d'anophèles dont 68 sont associées à la transmission du paludisme. Selon

Service (l983t 40 d'entre elles sont des vecteurs majeurs et 28 sont des vecteurs

secondaires. En Afrique subtropicale, la transmission du paludisme est

essentiellement assurée par les anophèles du complexe An. gambiae et par

An. funestus. Le complexe An. gambiae est constitué de 7 espèces jumelles toutes

africaines (Hunt et al., 1998): An. gambiae S.S., An. arabiensis,

An. quadriannulatus A, An. quadriannulatus B, An. bwambae, An. melas et

An. merus. Les méthodes de détermination des membres du complexe sont

actuellement basées sur la cytogénétique et la technique de polymérisation en

chaîne (PCR).

Anopheles gambiae et Anopheles arabiensis assurent la majorité de la

transmission du paludisme dans la zone soudano-guinéenne (Robert, 1989).

Leurs larves sont surtout rencontrées à la surface des points d'eau claire

résiduelle, peu profonds et ensoleillés. Après l'éclosion des œufs, les larves

subissent 4 mues successives (I, II, III et IV) et se transforment en nymphes. Les

larves sont détritophages et les nymphes ne se nourrissent pas. La durée de la

phase aquatique est tributaire des conditions climatiques et varie de 9 à 12 jours à

24-26 oc. Les adultes émergent 36 à 48 heures après la nymphose. L'émergence est

suivie par une période de repos des adultes néonates d'environ 24 heures

pendant laquelle les ailes et les pattes se consolident. De même une rotation de

1800 de l'hypopygium des mâles survient pendant cette phase. Avant cette

rotation les mâles sont incapables de copuler. La durée moyenne de

développement larvaire des mâles est plus courte que celle des femelles. Les

adultes ne se nourrissent que de liquides; les mâles et les femelles se nourrissent

de nectar de plantes. Seules les femelles sont aussi hématophages. La vie

aérienne de la femelle se décompose en plusieurs étapes ou cycles

gonotrophiques. Chaque cycle est composé de trois phases: (1) la recherche d'un

hôte convenable pour la prise du repas de sang, (2) la digestion du repas sanguin

qui est concomitante à la ponte et (3) la recherche d'un gîte de ponte. Selon

Brengues & Coz (1973), le cycle gonotrophique dure 2 à 3 jours. La durée de vie

des femelles en zones tropicales est ordinairement de 3 à 4 semaines au cours de

laquelle elles peuvent effectuer plu~ieurs cycles gonotrophiques. C'est au

moment de la prise de sang que le transfert du parasite s'effectue entre l'hôte et

le vecteur, et entre le vecteur et l'hôte.
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1. 2. 3. Le cycle parasitaire de Plasmodium falciparum

a. La phase hépatique

Cette phase autrefois appelée schizogonie exoérythrocytaire s'effectue dans

les tissus hépatiques de l'homme (figure 1. 1.) et débute 30 à 60 minutes environ

après l'inoculation des sporozoïtes infectants par le moustique (Fairley, 1947). Les

sporozoïtes disparaissent rapidement de la circulation sanguine et gagnent les

hépatocytes. Beaucoup sont détruits par les macrophages. On a pendant

longtemps admis que les sporozoïtes empruntaient la voie sanguine et

pénétraient dans le parenchyme du foie via les cellules de Kupffer à partir d'un

récepteur de nature inconnue (Hollindale, 1983). D'autres auteurs ont émis

l'hypothèse que les sporozoïtes de P. cynomolgi et P. berghei peuvent emprunter

d'autres voies et parvenir directement aux hépatocytes (Krotoski et al., 1982 a et

b; Meis et al., 1983; Mazier et al., 1984). On pense maintenant que seuls les

sporozoïtes injectés au niveau de la peau sont infectants (Sidjanski &

Vanderberg, 1997); ceux injectés dans la circulation sanguine sont réingérés par le

moustique et sont détruits dans l'estomac de ce dernier. Dans l'hépatocyte,

chaque sporozoïte infectant se transforme en schizonte. La maturation du

schizonte dure environ 6 jours chez P. falciparum. A maturité, l'hépatocyte

"parasité" éclate et libère des mérozoïtes dans la circulation sanguine qui

pénètrent activement dans les hématies. C'est le début de la phase sanguine.

b. La phase sanguine

Dans les hématies, les mérozoïtes se transforment en trophozoïtes

caractérisés par une forme arrondie. Le diamètre du mérozoïte avoisine 1 /lm et

il est constitué d'un noyau unique entouré de cytoplasme. Le stade trophozoïte

est le siège d'importants mécanismes métaboliques se traduisant par

l'accumulation dans la vacuole nutritive de l'hémozoïne ou pigment malarique

issu de la dégradation progressive de l'hémoglobine (Danis & Mouchet, 1991).

Les noyaux issus de plusieurs multiplications s'entourent de cytoplasme et se

transforment en schizonte. Le schizonte mûr ou "corps en rosace" éclate,

entraînant la lyse de l'hématie. Les mérozoïtes libérés dans le plasma parasitent

alors d'autres hématies et plusieurs cycles érythrocytaires sont ainsi effectués. La

lyse des hématies parasitées peut se manifester cliniquement par des accès

fébriles ou par d'autres symptômes tels que les céphalées, vomissements,

asthénie, etc.
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L'accès palustre est caractérisé par des frissons, des sensations de chaleur et

la transpiration. Le diagnostic biologique qui consiste à mettre en évidence la

présence des parasites dans le sang est essentiellement basé sur la microscopie

(goutte épaisse, frottis sanguin, numération parasitaire, etc.), les méthodes

immunologiques (immunofluorescence, ELISA, etc.) ou les marqueurs

moléculaires (sondes nucléiques, PCR).

Après plusieurs cycles érythrocytaires, certains mérozoïtes en pénétrant

dans les hématies se transforment en gamétocytes (stades sexués). Les

mécanismes de la gamétocytogénèse ne sont pas encore élucidés (Vanderberg,

1988). Toutefois il est admis que le taux de conversion des stades sexués en

gamétocytes varie en fonction des conditions environnementales du parasite

(Smalley et al., 1981). Par ailleurs des facteurs limitant de développement des

formes asexuées tels le niveau de prémunition des populations (Molineaux &

Grammiccia, 1980; Smalley & Brown, 1981) et certaInS antimalariques (Findlay et

al., 1946; Shute & Maryon, 1951, OMS, 1973; Robert & Trape, 1998) influent sur la

gamétocytémie. Contrairement aux autres t:'~pèces plasmodiales où les

gamétocytes peuvent être observés dans le sang en même temps que les premiers

parasites asexués, les gamétocytes immatures de P. falcipl/rll/Il se concentrent

dans la rate et la moelle en moins de 24 heures après l'invasion des hématies par

les premiers stades asexués (Garnham, 1931; Thomson & Robertson, 1935;

Smalley et al., 1980). Les gamétocytes apparaissent dans le sang périphérique la

jours après la formation des premiers mérozoïtes (OMS, 1987) et leur demi-vie

dans l'organisme humain est en moyenne de 2,4 jours. Au microscope optique,

les gamétocytes de P. falciparum sont légèrement incurvés. Avec une coloration

au May-Grunwald Giemsa à 6%, le gamétocyte mâle est caractérisé par un noyau

diffus et un cytoplasme rouge violacé contenant des pigments dispersés dans le

cytoplasme. Le gamétocyte femelle est constitué d'un noyau arrondi bien

différencié de coloration rouge autour duquel sont concentrés les pigments; le

cytoplasme présente généralement une coloration bleue. La présence des stades

sexués dans le sang confère à l'individu porteur un statut de "réservoir" de

parasites. Cependant un individu infecté peut être considéré comme un

"réservoir potentiel" puisque tôt ou tard les stades aSt.'xués peuvent se

transformer en stades sexués (ou gamétocytes).

c. La sporogonie

Elle se déroule au vOIsmage de l'estomac du moustique. En effet, la

présence de gamétocytes dans le repas sanguin que la femelle de l'anophèle

prélève chez l'homme conditionne le déroulement du cycle sporogonique de



P. faiciparum. De nombreux facteurs sont susceptibles d'influencer le

déclenchement et le déroulement du cycle parasitaire chez le vecteur: la densité

de gamétocytes ingérés (Boudin et al., 1989), les facteurs immunitaires (Sinden &

Smalley, 1976; Harte et al., 1985 et Ponnudurai et al., 1986), les facteurs

physicochimiques du sang tels le pH, le C02 (Bishop & McConnachie, 1960), la

température (Roller & Desser, 1973) et les facteurs spécifiques du vecteur (âge

physiologique, espèce, etc. .. ).

Après l'ingestion du repas de sang par l'anophèle femelle, les stades

asexués (mérozoïtes, schizontes et trophozoïtes) sont digérés. Mais les

gamétocytes matures aptes se transforment en gamètes la minutes environ après

leur ingestion: c'est la gamogonie. Le gamétocyte femelle s'active

immédiatement après son ingestion et prend un aspect arrondi, caractéristique

du macrogamète. Le gamétocyte mâle subit 3 mitoses dont une réductionnelle au

terme desquelles se forment 8 microgamètes prolongés par des filaments fins:

c'est le phénomène de l'exflagellation. Ces microgamètes de 20-25 /lm mobiles

sont libérés dans la lumière de l'estomac du moustique. Le zygote qui résulte de

la fusion de deux noyaux (mâle et femelle) est une cellule sphérique diploïde

(2n chromosomes) de 8 /lm de diamètre environ. Le zygote subit des

modifications morphologiques 18 à 20 heures après l'ingestion des gamétocytes

et prend une forme fusiforme de 20 /lm de longueur appelée ookinète.

L'ookinète traverse la paroi de la membrane péri trophique de l'estomac du

moustique et gagne la face interne de l'épithélium mésentérique. Il s'arrondit et

s'enkyste entre les cellules épithéliales et leur lame basale sous la forme d'un

jeune oocyste de 6-8 /lm de diamètre 24 à 72 heures après l'ingestion des

gamétocytes. L'oocyste se développe en prélevant les nutriments indispensables

à son développement dans l'hémolymphe (Mack & Vanderberg, 1978).

Cependant, certaines études ont montré que la paroi de épithélium stomacal

n'est pas indispensable au développement de l'oocyste (Weathersby, 1960;

Beaudoin, 1974). Au cours de son développement, l'oocyste augmente de taille et

de nombreuses vacuoles apparaissent dans son cytoplasme; la diamètre de

l'oocyste mûr de' P. faiciparu11l varie de 40 à 60 /lm à 25 oc. Chaque vacuole

correspond à un sporoblaste dans lequel se différencient les sporozoïtes. D'après

Beier & Vanderberg (1998), la formation des sporozoïtes dans les sporoblastes

débute 6 à 9 jours après l'ingestion des gamétocytes, ceci en fonction de la

température ambiante et de l'espèce plasmodiale. A maturité, les oocystes

éclatent et libèrent dans l'hémocèle les sporozoïtes non infectants car encore

immatures. Un oocyste peut renfermer 1000 à la 000 sporozoïtes (Pringle, 1965;

Garnham, 1966; Rosenberg & Rungsiwongse, 1991), avec une moyenne de 2000

sporozoïtes.
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Figure 1. 1. Le cycle de développement de Plasmodium falciparum

- Chez l'Homme: 1- sporozoïtes; A: phase hépatique; 2- mérozoïtes.

B- phase sanguine; 3- trophozoïtes dans l'hématie ~H), 4- mérozoïtes, 5-gamétocytes.

- Chez le moustique: 6- gamètes, 7- formation du zygote; 8- ookinète,

C: sporogonie; 9- oocyste, 10 et 11- maturation de l'oocyste, 12- sporozoïtes migrant

dans les glandes salivaires (13).



Au microscope, les sporozoïtes se présentent sous forme de filaments fins et

mobiles de 12 à 15 Ilm de longeur et 11lm de diamètre. Ils présentent des

marqueurs antigéniques caractéristiques tels que la protéine circumsporozoïtaire

(CSP) (Zavala et al., 1983). A la fin de leur migration vers les glandes salivaires

du moustique, 20 à 30% des sporozoïtes parviennent jusqu'aux glandes salivaires

(Rosenberg & Rungsiwongse, 1991; Vaughan et al., 1992, 1994). Les autres

sporozoïtes aboutissent probablement vers d'autres tissus où ils dégénérent ou

sont détruits. Dans les canaux excréteurs des glandes salivaires, les sporozoïtes

acquièrent leur pouvoir infectant avant d'être injectés à l'homme lors d'une

piqûre. Le nombre moyen de sporozoïtes présents dans les glandes salivaires est

estimé à 1000 (Beier & Vanderberg, 1998). Dans certains cas, ce nombre peut

varier de la à plus de 100 000 (Beier et al.., 1991 et Kabiru et al., 1997). Cependant

le nombre moyen de sporozoïtes réellement injectés dans la salive au point de

piqûre est de l'ordre d'une dizaine; il varie de a à 1000 sporozoïtes injectés.

Vanderberg & Gwadz (1980) ont montré que les sporozoïtes peuvent conserver

leur pouvoir infectant pendant toute la vie du moustique. La durée du cycle

sporogonique de P. falciparum chez l'anophèle varie en fonction de la

température de 9 à 12 jours à 25-27°C et 22 jours à 20°C.

1. 3. Le contrôle du paludisme

L'éradication du paludisme n'étant pas actuellement envisageable, la seule

ambition raisonnable concerne le contrôle de la maladie et de ses conséquences.

Conformément à ce concept de contrôle de l'affection palustre, les programmes

de lutte contre le paludisme en Afrique tropicale sont actuellement basés sur la

chimiothérapie et la lutte contre le vecteur.

1. 3. 1. La chimiothérapie (d'après Wery, 1995)

Les monothérapies employées pour lutter contre les accès palustres

simples sont principalement à base de chloroquine, amodiaquine, quinine,

méfloquine, halofantrine et dérivés de l'Artemisia annua (artemisinine,

artémether, artésunate). L'halofantrine et les dérivés de l'artemisinine sont

généralement efficaces dans les zones de paludisme à P. falciparum résistant aux

autres antimalariques (Watkins et al., 1988; Warhurst & Schofield, 1989). Par

ailleurs, l'artémether et l'artésunate sont utilisés pour le traitement des accès

palustres graves (Anonyme, 1994; Taylor et al., 1993) en raison d'une action anti­

parasitaire rapide.
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Les produits cités ci-dessus peuvent également être utilisés en associations

notamment: (1) à base de quinine (quinine-sulfadoxine-pyriméthamine,

quinine-cyclines) souvent mal supportées par les patients, (2) à base de dérivés

d'Artemisia annua (artémisinine-méfloquine, artésunate-méfIoquine), et (3)

sulfadoxine-pyriméthamine.

Pour les personnes non-immunes entrant en zone endémique, une

chimioprophylaxie est recommandée avec la chloroquine pour les zones où elle

reste efficace. L'association chloroquine-proguanil est plus largement utilisée. La

méfloquine reste limitée aux courts séjours (trois mois maximum) en zone de

forte résistance à la chloroquine.

1. 3. 2. La lutte antivectorielle

Cette lutte constitue un volet essentiel dans la stratégie du contrôle de

l'affection palustre. Elle a pour objectif de réduire la transmission du paludisme

à partir d'une lutte dirigée contre les populations anophélienne~ Elle a montré

son efficacité contre les populations d'An. gambiae au Brésil et en Egypte et dans

quelques régions d'Afrique et de l'Inde (Russell & Knipe, 1939). Après

l'émergence de la résistance des anophèles au DDT en Asie, en Afrique et en

Amérique latine (WHO, 1980), de nouvelles méthodes de lutte ont été mises au

point. Ainsi la découverte de nouveaux insecticides et la mise en place d'une

lutte biologique là où elle est efficace sont aujourd'hui les atouts de la lutte

contre le vecteur.

En effet les moustiquaires imprégnées d'insecticides (Deltaméthrine,

Perméthrine, etc.), les insecticides en spray intradomicilaire (K-Othrine, etc.), les

répulsifs et les fumigènes sont les moyens de lutte les plus utilisés contre les

populations adultes. L'efficacité des moustiquaires imprégnées a été démontrée

en Afrique sub-saharienne (Darriet et aI., 1984; Carnevale et al., 1988; ... ).

La lutte antilarvaire est beaucoup plus complexe car les gîtes sont très

nombreux, variés et parfois inaccessibles. L'utilisation des poissons larvivores

("guppies", tilapias, etc.) et des micro-organismes tels que les bactéries

(Bacillus thuringiensis, Bacillus sphaericus, ... ), les champignons

(Coelomomyces iliensis, ... ) et certains nématodes de la famille des Mt'r11lithidae

comme moyen de lutte biologique a donné des résultats ponctuellement

satisfaisants, mais globalement décevant à large échelle. A côté de cette lutte

biologique, il existe une lutte chImique basée sur l'utilisation des pesticides

(organochlorés: DTT, HCH, etc.; organophosphorés: téméphos, malathion, etc.;

carbamates: propoxur, ... ). Compte tenu de la variabilité des gîtes et de leur

toxicité, leur utilisation et leur efficacité restent limitées. On sait depuis les
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années 1960 que certaines souches d'anophèles sont résistantes aux pesticides

notamment au DDT. Outre la lutte biologique et chimique, l'amélioration des

conditions environnementales (assainissement des puits, élimination des eaux

stagnantes, ... ) constitue un volet essentiel de la lutte antivectorielle.

1. 4. La chimiorésistance

Selon l'OMS, c'est l'aptitude d'une souche parasitaire à survivre ou à se

reproduire malgré l'administration et l'absorption d'un médicament aux doses

recommandées.

La résistance de P. falcipanl111 aux antipaludéens constitue le problème

majeur dans la stratégie de contrôle de la morbidité palustre. Elle est déterminée

ln l'II'O par un contrôle de la parasitémie au cours des 7 jours qui suivent

l'administration d'un antipaludéen. La souche est dite sensible lorsque la

parasitémie disparaît dNinitivemenl dès le troisième jour. La résistance se

traduit par une recrude~cencede la parasitémie après le traitement en absence de

réinfection. En fonction de l'évolution de la parasitémie dans le temps, 3

niveaux de résistance ont été définis: (1) une résistance de type RI marquée par

une négativation temporaire suivie d'une récrudescence avant quatre semaines;

(2) une résistance de type R2 marquée par une baisse de la parasitémie inférieure

à 25 L!c de la parasitémie initiale et (3) une résistance de type R3 caractérisée par

une persistance de la parasitémie à plus de 25'*: de la parasitémie initiale.

11 convient de faire la différence entre la résistance et la non réponse au

traitement. Cette dernière peut être évoquée dans les cas où le produit n'a pas été

convenablement résorbé dans l'organisme (vomissements, diarrhées, arrêt du

traitement, sous-dosage des médicaments, associations avec d'autres affections

immunodépressives).

Les premiers cas de résistance aux antimalariques ont été observés en

Colombie en 1960 avec la chloroquine. Le même phénomène a été observé peu

après en Asie du Sud-Est. La chimiorésistance a très vite progressé dans ces

régions (Asie du Sud-Est et Amérique Latine) avant d'atteindre l'Afrique. Les

premiers cas de chimiorésistance ont été observés en Afrique de l'Est en 1978

(Fogh et al., 1979; Kean, 1979). La chimiorésistance s'est étendue progressivement

en Afrique Centrale (Sansonetti et al., 1985), puis plus tardivement en Afrique de

l'Ouest Œrandicourt et al., 1986; Druilhe et al., 1986).

La résistance du parasite à la chloroquine est la plus importante. Toutefois,

des cas de résistance aux autres antimalariques ont également été signalés;

notamment avec la quinine, l'amodiaquine, l'halofantrine et la méfloquine

(Ringwald et al., 1990; Brasseur et al., 1992 et 1993).
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1. 5. Données générales sur le paludisme au Sénégal

Les premières références historiques sur le paludisme au Sénégal datent

du 19ème siècle avec les écrits de Hippolyte Vivien en 1856, Adolfe Doue en 1872

et Clarac en 1898.

Les premières études mettant en exergue les conséquences de l'affection

palustre sur les populations ont été entreprises avec la création du Service de

Lutte Antiparasitaire (SLAP) et la Faculté de médecine de l'université de Dakar.

C'est ainsi que les travaux de Larivière et al. (1961), Diallo et al. (1979),

Vercruysse & Jandoes (1981), Vercruysse (1985), Petrarca et al. (1987), ... ont

permis de mettre en plan les premiers tableaux épidémiologiques du paludisme

au Sénégal.

1. 5. 1. Les espèces plas1110diales

Trois espèces de Plasmodium humains ont jusqu'à ce jour été recensées au

Sénégal; il s'agit par ordre d'importance de P. falciparum, P. /11alariae et P. ovale.

En effet P. falcipal'll1l1 représente habituellement plus de 90% de la morbidité

palustre, et est fréquemment associé aux deux autres espèces.

1. 5. 2. Les vecteurs du paludis111e

La faune anophélienne du Sénégal compte à ce jour une vingtaine

d'espèces, dont seulement trois sont impliquées dans la transmission du

paludisme (Diagne et al., 1994); ce sont Anopheles gambiae S.S.,

Allophcles arabicllsis et Anopheles funestus.

Ail. gnmhia(' et Ali. arabiensis appartiennent au complexe An. gambiae et

sont distribués sur tout le territoire national. Bien que ces deux espèces sont

souvent sympa triques, Ail. ga/l1biae est généralement plus fréquent en milieu

humide et prédomine dans la partie Sud du pays (Petrarca et al., 1987; Fontenille

et al., 1993). An. arahiensis par contre prédomine dans la région sahélienne

(Nord du pays) et en milieu urbain (Vercruysse & Jandoes, 1981; Faye et al., 1992;

Trape et al., 1992, Robert et aL, 1998). An. gambiae est en principe plus

anthropophile qu'An. arabiensis, mais ces deux espèces peuvent présenter des

taux d'antropophilie comparables (74% pour An. gambiae et 70% pour

An. arabiensis à Barkedji: Lemasson et al., 1997).

Ali. fUllestus, autrefois largement distribué sur le territoire (Hamon et al.,

1966), est maintenant rencontré dans la moitié Sud du pays (Saloum, Boundou,

Ferlo... : Faye et al., 1993) et Sud-Est du pays (Fouladou: Cornet et aL, 1979;
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Camicas et aJ., 1987). C'est une espèce très anthropophile (79% à Dielmo) qui

abonde souvent en début de saison sèche, lorsque les densités des populations

d'An. gambinc et An. arahicnsis diminuent. Ses gîtes larvaires sont constitués de

collections d'eau permanente très ombragées. Les larves ne se rencontrent pas

dans les eaux salines et c'est probablement la conséquence de l'absence

d'An. funestus en Basse Casamance.

1. 5. 3. Epidl'miologic du paludisme

Au Sénégal on distinglJ(..~ deux principaux faciès épidémiologiques: le faciès

tropical et le faciès sahélien.

Le faciès tropical est marqué par une longue période de transmission

étroitel11ent liée au régime des précipit,1tions. Il est retrouvé en Basse Casamance

et dans le Boundou où la saison de pluies dure de 4 à 6 mois. Le taux

d'inoculation l'llt~)I11()lllhlqUl' ;\l111uel est généralement supérieur il. 100 piqûres

infectées par h0I11111t' Dans Cl' taciès AlI. ,\I71lIhiac s.s. assure l'essentiel de la

transmission du p.lludio.;me Cept'lldant les deux autres espèces vectrices peuvent

être associées à L1 tr,1l1-"l11bsil1l1 d,11b (l'rtailles localités.

Le faciès sahélien est caractérisé par une transmission saisonnière

inférieure à 4 mois. La transmission est surtout assurée par Ail. nrabil'Ilsis et

localement par Ail. Sillllhil1l' s.s .. Le taux d'inoculation entomologique annuel

varie de 0 à 20 piqûrt's infl'ctl'l's par homme. Ce faciès est rencontré dans les

régions Nord et centrt' du pays (Saloum, Cap-Vert, Ferlo, ... ).

Les caractéristiques du milieu peuvent créer des conditions nouvelles en

fonction desquelles l'e'\pression de la transmission du paludisme peut varier.

C'est le cas de la localitl' de Dielmo située en milieu soudanéen et où la présence

d'un cours d'eau permanent entretient une transmission continue.

La morbidité p.l!l:~trc enrl'gistr('C au niveau des postes privés de santé a en

moyenne variè dl' 7', a 30'; sur une période de cinq ans (1989-1993); les plus

fortes proportions ont \',t(' obscn'l'cs dans les régions de Fatick, Kaolack et

Ziguinchor alors que Il''' rl'gion.., dl' DaJ.....lr, Louga l't Saint-Louis ont été les moins

touchées. Par ailleur~, la morbldit(, p.1lustfl' est comparable entre les adultes

(>15 ans) et les enfanh; ceci e~t une consl'<.juence de la faible prémunition de la

majeure partie de la populatIon, qui vit dans un contexte de transmission

instable.



26

1. 5. 4. La chimiorésistance au Sénégal

Au Sénégal, les premiers cas de résistance ln vivo du Plasmodium à la

chloroquine datent de 1988 avec une prévalence de 7,2% à Pikine (banlieue de

Dakar); la chloroquinorésistance de niveaux 1 et 2 a rapidement progressé dans

cette région avant de se stabiliser entre 40-50% (47,5 % en 1990: Gaye et al., 1991;

45% en 1994: Sokhna et al., 1997). Cependant Gaye et al. (1993) ont enregistré 24%

de cas chloroquinorésistan ts en 1992. Dans les autres régions du Sénégal, la

prévalence de la chloroquinorésistance a été de l'ordre de 50% à Mlomp

(Basse Casamance) entre 1991-1994 (Sokhna et al., 1997; Robert & Trape, 1998),

-l2(j( entre 1993-1995 il i'..'iakhar et 12-16Cf(l en 1994-1995 à Bandafassi-Ibel

(Sokhna et n/., 1997). Par ailleurs, des cas de chimiorésistance du parasite ont été

signalés in '1'iï Jo en 1997 il ~iakhar avec l'amodiaquine 06%) et la sulfadoxine­

pyriméthamine (7(!c) par Sokhna et 11/. (non publiés).

1. 3. 3. Les 111eSUres de contrôle dl) l'cÜfcction palustre

a. La chimiothérapie

La chloroquine est le médicament recommandé en première intention

contre les accès palustres simples par le programme national de lutte contre le

paludisme. Cepl'ndan t, lïau tres an timalariques sont utilisés à cet effet

notamment l'amodiaquine.

Les produits utilisés en deuxième intention sont généralement la

sulfadoxine-pyriméthamine, la méfloquine et l'halofantrine.

La quinine est en principe utilisée comme produit de troisième ligne ou

pour le traitement des accès pernicieux ou compliqués.

Par ailleurs un point essentiel de cette lutte est l'augmentation des

capacités d'accès au traitement des populations, en particulier en milieu rural.

b. Ll lutte antivectorielle

Cettl' lutu.' l'st baSl'C sur les pulvérisations d'insecticide à l'intérieur des

habitations ct sur l'utilisation des moustiquaires imprégnées d'insecticide. Des

pulvérisations intradomiciliaires effectués à Pout (région de Thiès) ont montré

une bonne sensibilité des vecteurs aux organophosphorés (Faye et al., 1992). Par

contre les essais avec les moustiquaires imprégnées d'insecticide restent limités;

pourtant les effets sur l'incidence du paludisme ont été satisfaisants (Faye et al.,

1998). Alonso et nI. (991) ont montré que l'utilisation des moustiquaires

imprégnées pouvaient réduire la mortalité palustre chez les enfants en Gambie.
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La lutte antilarvaire est menée depuis les années 30 par le Service

National d'Hygiène, avec le drainage et la pulvérisation d'insecticides pendant

l'hivernage et l'introduction de poissons larvivores (Gambusia ou "guppies")

dans les gîtes permanents. Cette lutte n'a pas donné les résultats escomptés

relativement à l'incidence du paludisme. Des études entomologiques conduites

dans les différentes régions sont prioritaires pour la mise en place d'une lutte

antilarvaire efficace.

1. 6. Les nouvelles approches de la lutte antivectoriel1e

La lutte antivectorielle constitue avec la recherche de nouveaux produits

et l'élaboration d'un vaccin, les priorités pour le contrôle de l'affection palustre.

En ce qui concerne la lutte contre le vecteur, les stratégies diffèrent selon les

régions du monde en fonction du faciès épidémiologique (endémicité, capacité

vectorielle, ... ). Cette lutte qui consiste à réduire la transmission du paludisme

comporte plusieurs volets:

- un volet portant sur la réduction des populations anophéliennl'~ par

l'utilisation d'insecticides en sprays ou de moustiquaires imprégnées. Des

résultats satisfaisants ont été obtenus en Gambie, au Ghana et au Kenya avec une

réduction de l'incidence du paludism.e (Alonso et aL, 1991; Binka et al., 1996;

Nevill et al., 1996; Jawara et aL, 1998). Cette approche est applicable en zones de

transmission faible et intermédiaire.

- un volet génétique qui consisterait à libérer dans la nature une souche

d'anophèle génétiquement modifiée et très compétitive par rapport aux souches

sauvages, et surtout inaptes à transmettre le paludisme (Crampton, 1994).

- un volet immunologique basé:

• (1) d'une part sur l'identification de facteurs antigéniques

exprimés par le parasite et susceptibles de bloquer le développement du parasite

chez le vecteur. Des tentatives de blocage de la transmission de P. faLcipam 111 on t

ainsi pu être effectuées chez la souris et le lapin à partir de l'anticorps rfs 25

dirigé contre l'anticorps spécifique 25-kDa des formes préoocystes (Kaslow et al.,

1988 et 1992; Kaslow, 1993); Les principaux autres anticorps connus comme

spécifiques des stades sporogoniques du parasite sont: Pfs 230, Pfs 48/45 et Pfs 28

(Kaslow et al., 1988 et 1992).



• (2) d'autre part l'identification chez le moustique des facteurs

physiologiques susceptibles de limiter le développement sporogonique. Il semble

admis que la chitinase produite par le parasite conjuguée à la trypsine secrétée

par le moustique jouent un rôle actif dans les mécanismes de passage de

l'ookinète à travers la membrane péri trophique. Par conséquent, une inhibition

de la production de ces molécules pourrait entraver le développement de

l'ookinète en oocyste (Shahabuddin et o/., 1993 et 1995).

- enfin un volet portant sur l'élaboration d'un vaccin antimoustique

(Ramasamy & Ramasamy, 1990; Kay & Kemp, 1994). Noden et a/. (1995) ont

observé que 72% des moustiques gorgés sur un lapin immunisé avec des extraits

d'estomacs d'An. gambiae périssaient moins de 7 jours après le gorgement. Par

conséquent, l'identification dans le mou~tique des facteurs susceptibles d'induire

une réponse immunitaire létale pour le moustique constitue une priorité pour

l'élaboration d'un tel vaccin.
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Description du cadre de l'étude
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2. 1. La région de Dakar

Située à l'extrême ouest de la façade atlantique du Sénégal (figure 2. 1.), la

région de Dakar (ancienne région du Cap-Vert) couvre une superficie de 550

km 2. Elle renferme près de deux millions d'habitants selon des estimations

publiées en 1992 (à partir des relevés de 1988 sur la population du Sénégal), soit

près de 21 % de la population du Sénégal. C'est la région la plus fortement

peuplée avec environ 2700 habitants au kilomètre carré. Cette forte densité est

due en partie à un éxode rural important. La région de Dakar est divisée en trois

départements: Dakar, Pikine et Rufisque (figure 2. 2.). La population de la région

de Dakar est fortement urbanisée (96%). Dakar et Pikine renferment

respectivement 46% et 42% de la population totale de la région. Le reste de la

population est répartie dans la commune et la zone rurale de Rufisque

(tableau 2. 1.).

Sur le plan bioclimatique, la région de Dakar est soumise à l'influence des

alizés marins prédominants sur le littoral entre Dakar et Saint Louis. Cette

situation littorale qui se traduit par un rafraîchissement des températures

confère à cette région un climat doux. Le climat est qualifié de "sub-canarien" sec

et le régime de type sahélien comporte deux saisons:

- une saison humide de Juillet à Octobre avec des températures moyennes

mensuelles oscillant entre 25-28,5 oC et une humidité relative de 70-90%. Les

températures les plus élevées sont enregistrées en Octobre. La moyenne annuelle

des précipitations ne dépasse guère 500 mm. Elle a été de 492 mm de pluies entre

1850 et 1995.

- une saison sèche de Novembre à Juin marquée par la circulation de

l'alizé continental. Les températures moyennes mensuelles oscillent entre 21-26

oC et l'humidité relative entre 40-70%. La prépondérance de l'alizé maritime de

direction Nord-Ouest à Nord-Est en Janvier et Février sur la frange occidentale

de la presqu'île du Cap-Vert se traduit par des températures moyennes

mensuelles basses variant entre 21-22 oc.

En 1996, 1997 et 1998, la précipitation annuelle a été respectivement de 455

mm, 202 mm et 341 mm. Les moyennes mensuelles les plus élevées ont été

enregistrées en Août-Septembre; le maximum a été observé en Septembre 1996

avec 240 mm de pluies (figure 2. 3.). Les températures moyennes les plus basses

ont été enregistrées en Janvier-Fevrier (20-21°C) et les plus élevées en Octobre

(28°C). Les écarts de températures n'ont pas dépassé +6°C et ont peu varié dans

l'année (figure 2. 5.). L'humidité relative a augmenté en moyenne de 40% en

début de saison sèche à 80% en milieu de saison humide (figure 2. 7.).
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Dakar est à la fois la capitale politique et économique du Sénégal.

L'essentiel des activités administratives et industrielles y est concentré. Sur le

plan social, le revenu moyen par habitant est relativement plus élevé à Dakar

que dans les autres départements (Pikine et Rufisque), En effet la population

active Dakaroise se retrouve dans les secteurs formels à revenus constants

(administration, industries,.,.).

La commune urbaine de Pikine-Guediawaye située à envIron 15 km de

Dakar regroupe plusieurs quartiers: Pikine, Guediawaye, Thiaroye, Diamaguene,

l'te. La commune de Pikine est une extension de la capitale créée initialement

pour héberger le surplus de la population de Dakar. Sa population

essentiellement constituée dl' personnes à faibles revenus augmente

considérablement a\'ec l'éxode rural ct un taux de croissance de la population de

4,0(ir contre une moyenne nationale de 2,9(;1c. L'essentiel de la couverture

sanitaire est assurL' par lps centres de s,mtt:'> privés. La vie économique s'organise

au tour de~ sedcurs inforl1"ll'ls comllle le commerce ct le maraîchage. Une partie

des b<1~ fond~ dl' la 701h' l'st coU\'prtL' pM les eau\. d'affleurement ou "niayes",

L'acti\'ité maraîchère y est pratiquée de manière intensive en saison sèche

pend:lI1t S ,'1 l) mois, facilitée par la proximité de la nappe phréatique,

L'approvisionnement en eau pour LHrosage des cultures s'effectue au niveau

des puits que les maraîchers creusent dans le sable, Ces puits sont désignés

localemen t sou~ le terme de '·céanes". Em'iron 5000 pui ts ont été recensés dans

toute la presqu'île du Cap-Vert dont plus de 80 Ck en zone périurbaine

(Pikine, Guedia\\'aye, Thiaroye, etc.).

Les céanes et les niayes constituent des gîtes potentiels pour le

développement de plusieurs espèces de moustique, dont An, arahicnsis vecteur

du paludisme dans la région de Dakar (Vercruysse & Jancloes, 1981; Robert et al.,

1991') Robert et al. (1998) ont montré que 30('/0 des céanes hébergent

An.IIrll/licIIsis au moins pendant la saison humide. La transmission du

paludisme l'st saisonnière d'Août à Décembre. En 1992, Gaye et al, (1993) ont

observé une pré\'alence de P, falciparullI de 13,7% et 12,4% respectivement à

Dakar l't Pikirll'. L'indicl' sporozoïtique estimé à partir des études de Vercruysse

& Jancloes (191'1) pourrait \'arier entre 0,01 en saison humide et 0,001 le reste de

l'annél'. La prl'\'a1L'nce dl' chloroquinorésistance de P, falciparum enregistrée

dans cette région a \'arié en 1994-1995 entre 38% et 45% (Robert et al., 1996;

Sokhna et al., 19(7).
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Figure 2.1. Carte du Sénégal et localisation des villes principales des régions d'étude.
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Figure 2. 2, Région de Dakar et localisation des trois centres de santé
(Centenaire, Derklé et Pikine) par rapp6rt au laboratoire de Paludologie de
l'Institut de Recherche pour le DévelopPement.



2. 2. La région de Thiès

La région de Thiès est contigüe à celle de Dakar. Thiès est situé à 60 km de

route à l'Est de Dakar. Cette région compte près d'un million d'habitants répartis

dans 3 départements: Thiès, Mbour et Tivaouane <tableau 2. 2.). Sur le plan

démographique, la région de Thiès est la deuxième du Sénégal après celle de

Dakar. A l'exeption de la commune de Thiès, plus de 60% de la population de la

région vit en milieu rural. L'activité économique est basée autour du chemin de

fer, des industries (minières, textiles, etc.) et du commerce. Au niveau du monde

rural, la culture du mil et de l'arachide représente l'activité principale.

Le climat est de type sahélien et comporte deux saisons: une courte saison

de pluies de Août à Octobre avec moins de 500 mm de pluies et une longue

saison sèche de Novembre à Juillet. La prédominance des courants aériens

continentaux (harmattans) se traduit par des températures élevées. De même les

écarts journaliers de températures sont plus grands comparés à ceux des régions

littorales du pays. Les températures moyennes mensuelles oscillent entre 27-30

oC en saison humide et 23-27 oC en saison sèche.

La précipitation annuelle a été respectivement de 389 mm, -t 14 mm et 336

mm en 1996, 1997 et 1998. Les moyennes mensuelles les plus élevées ont été

enregistrées en Août-Septembre; le maximum a été observé en Septembre 1997

avec 186 mm de pluies (figure 2. 4.). Les températures moyennes les plus basses

ont été enregistrées en Décembre-Janvier (23-24°C) et les plus élevées en Octobre

(28-29°C). Les écarts de températures ont souvent dépassé +12cC particulièrement

en saison sèche; ils ont parfois atteint +17°C entre :'(ovembre et Février

(figure 2. 6.). L'humidité relative a augmenté en moyenne de 159c en début de

saison sèche à 75% en milieu de saison humide (figure 2. 8.).

La transmission du paludisme est saisonnière de Septembre à Décembre

comme dans la plupart des régions septentrionales du Sénégal. Le vecteur du

paludisme est An. arabiensis. Les gîtes larvaires sont généralement alimentés par

les pluies qui surviennent de Août à Octobre. La couverture sanitaire est assurée

par deux grands centres hospitaliers et par des centres de santé privés catholiques

et laïcs. La prévalence du paludisme obtenue au niveau des centres de santé

privés catholiques dans la région de Thiès a été de 23o/c en 1993 selon le rapport

du programme national de lutte contre le paludisme. Peu d'études relatant

l'évolution de la chloroquinorésistance dans la région urbaine de Thiès sont

disponibles. Néanmoins lé'. chloroquinorésistance dans les régions voisines avec

un taux de médicalisation comparable à celui de Thiès avoisine 40% <Sokhna &

al., 1997).
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Notre étude a été réalisée de 1996 à 1998 au sein du Laboratoire de

Paludologie de l'Institut de Recherche pour le Développement ORO, ex-Ors tom)

et en collaboration avec l'Université de Dakar et le Service de Lutte Antipalustre

(SLAP) de Thiès. L'étude menée de Septembre à Décembre a été centrée sur les

infections expénmentales de moustiques avec du sang des porteurs de

gamétocytes de P. faiciparu11I recrutés parmi les populations naturellement

impaludées des règions de Dakar et Thiès. Le recrutement des patients a été

effectué au nJ\'(lcHl dl' centres de santé des agglomérations de Dakar et Pikine

(région de Dakar) de 1\)Y6 à 1997 et au niveau du SLAP dans la région de Thiès en

1998.
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Communes Nombre d'habitants
estimés en 1998

Dakar 860113

Région
de Pikine 1044 814

Dakar

Rufisque 259879

Total 2 164 806

Tableau 2. 1. Répartition de la population de la région de Dakar en fonction des
départements: estimations à partir des résultats du recensement
général de la population et de l'Habitat du Sénégal de 1988.

Communes Nombre d'habitants
estimés en 1998

Thiès 493629
Région

de Mbour 390025
Thiès

Tivaouane 358676

Total 1 242 329

rableau 2. 2. Répartition de la population de la région de Thiès en fonction des
départements: estimations à partir des résultats du recensement
général de la population et de l'Habitat du Sénégal de 1988.
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C11apitre 3.

Ganl.étocyténl.ie des patients en accès palllstres à
PlnS1JlOdill1l1 fnlcipnrll1Jl traités avec la

cllloroqllÏne, la sulfadoxille-pyrinléthami11e ou
la quinine, et infectivité de ces patiellts pour

A710plzcles nrabic71sis
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3. 1. Introduction

En dépit de l'extension de la chloroquinorésistance de

Plasmodium falciparul11 en Afrique, la plupart des programmes nationaux de

lutte contre le paludisme maintiennent l'utilisation de la chloroquine pour le

traitement des accès palustres simples.

A u Sénégal, les premiers cas de résistance ont été signalés au milieu des

années 1980 (Brandicourt eL al., 1986; Druilhe et al., 1986; Hellgren et al., 1987).

Depuis lors la prévalence de la chloroquinorésistance n'a cessé d'augmenter,

notamment en milieu urbain passant de 7% à 47% entre 1988-1990 (Gaye et

a/., 1991). Les études plus récentes ont montré qu'elle s'est étendue sur

l'ensemble du territoire, variant entre 14 et 50% (Robert et al., 1996; Sokhna et al.,

1997). Les régions les plus médicalisées telles Dakar et Pikine sont les plus

touchées. Aucune alternative à court terme n'est actuellement proposée. Les

médicaments de substitution les plus courants sont la sulfadoxine­

pyriméthaminc, l'am.odiaquine, la quinine et l'halofantrine; mais leur efficacité

n'est pas garantie à long terme d'autant plus que les premiers cités (sulfadoxine­

pyriméthamine et amodiaquine) seraient associés à une augmentation de la

gamétocytém.ie (Schapira & Schwalbach, 1988; Roche et al., 1995; Robert et al.,

1996; Robert & Trape, 1998).

La présence des gamétocytes dans le sang et leur ingestion par l'anophèle

femelle conditionne le déroulem.cnL du cycle sporogonique du parasite. Depuis la

mise au point d'un procédé expérimental d'infection de moustiques (Rutledge et

al., 1964), il est possible d'étudier les mécanismes par lesquels les différentes

souches de P. falcipa/'lllll poursui vent leur développement chez le vecteur.

Notre étude a été menée de Septembre à Décembre 0996-1998) à Dakar et

Thiès. Elle a eu pour but d'évaluer chez des patients en accès palustre simple, la

gamétocytémie de P. falciparlllll après le traitement et l'infectivité de ces

gamétocytes au cours des infections expérimentales de moustiques.

40
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3.2. Matériels et Méthodes

3. 2. 1. Recrutenlent des patients en accès palustre à Dakar

Le dépistage a été réalisé de 1996 Zl 1997 dans les dispensaires privés de trois

quartiers de Dakar: Derklé, CentC'naire et Pikine.

Les gouttC's épaisses ont étl' prélevées au bout du doigt (majeur ou

annulaire) chcz les personnes con~llILln.t entre Septembre et Décembre au

11Ï\'l'<lU de ces formations sanitaires, et présent<Hl! des signes cliniques d'un accès

palustre simple (hypC'rthernùe, céphalées). La température a été mesurée au

n1\ l',lU a'\ilLlirl' ,,\ l'aide d'un t!lernl0111ètre électronique. La mesure obtenue a

été' chaqll<.' toi" ,H1gnwntl'c dl' 0,5 oC pour obtenir la température corporelle. La

conflrm,llion p,H,lsitologiquC' de l'infection palustre a été effectuée par goutte

l'p,1Ï~~L' ,1prl'" ColllLltion ,1\'CC llnL' solution à 6 ik de Giemsa diluée avec de l'eau

minl'r,lll' (l'il'r\',ll2:'l. La conlirm<1tion p,uasltologique a été faite sur place une

dl'mi l1l'ure L'll\'iwn après le prC'lèvl'nwnt ct la densité parasitaire relative a été

l'~timl'l' ~ur LI b,lse d'un C"lnwn d',lU moins 50 champs microscopiques

sucCl'~~ifs l,l'" m,lLldl's ,1\'l'C une P,H,lsltémiC' positive (avec ou sans gamétocytes)

ont l'tl' inll'rrogl's d,lns l'l'\'cntu,llité d'une inclusion pour les tests de

chimiosl'n~ibilitl' /Il ,'/,'0, Sl'ull:'s les personnes présentant les critères suivants

lln! l'tl', IIKlu"l'" lL1ns l'l,tude,

- (1) \'olont<1in's ou accord des parents pour les enfants;

- C~) rl'sid,lnt habi luellcment d<1ns 1<1 région de Dakar ou depuis au moins 2 mois;

- (.}) prl'scnt,lIlt un ilCcès p,llustre simple ou porteur asympto111atique;

- (:')) prC'sent<lrlt une p,u'lsitl'mie supl'rieure à 100 trophozoïtes/~I de sang au

moment dc l'inclusion;

- (h) ,lbsellce li',lssociatlOn <1\'l'C une autre espèce plasmodiale;

- (7) Ill' décl<1r<1nt <1UCllIW prise li'<1ntipaludiques dans les 10 jours précédant la

consultation; Z1b~l'ncl' dl' chloroquine ou quinine dans les urines par le test de
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• Dosage de la chloroquine dans l'urine par la méthode de Haskins modifiée

par Mount et al. (1987): ce test a été effectué comme préalable à l'inclusion du

patient dans le protocole. Les urines des patients en accès palustre simple à

P. falciparum ont été recueillies dans un récipient propre. Successivement, un

ml de tampon phosphate (P04 2-) préalablement conservé à 4 oC, 2 ml de

chloroforme (CI3CH) et 2 ml d'urine du patient ont été prélevés à l'aide de

pipettes et placés dans un tube en verre propre de 10 ml. Une pipette différente a

été utilisée pour chaque produit avant d'être systématiquement rincée à l'eau du

robinet. Une fois fermé, le tube a été retourné 20 fois afin de bien homogénéiser

les produits. Lf> tube a ensuite été placé verticalement sur un support pendant 1 à

2 minutes. Après la décantation, la partie aqueuse (supérieure) a été éliminée à

l'aide d'une pipette et 1 ml d'Héliantine à 0,2% a été ajouté dans la phase

organique restante. Le tube fermé a été retourné 20 fois encore puis laissé au

repos pendant 1 à 2 minutes sur un support vertical. Comme précédemment, la

phase aqueuse supérieure a été éliminée. A l'aide d'un coton tige, la phase

organique a été clarifiée et comparée sur un fond blanc avec la gamme de

référence. Les témoins positifs ont présenté une coloration jaune. En absence de

chloroquine dans les urines, la phase organique doit être claire. Les détails

pratiques de cette méthode sont exposés dans Cot et nI. (1991).

3.2.2. Prélèvement sanguin et gorgelnent des 1110ustiques avant le
traitf'ment

Les malades recrutés au niveau des dispensaires ont été emmenés en

voiture au laboratoire de Paludologie de l'Institut de Recherche pour le

Développement (I.R.D., ex-Orstom). Après identification et prise de divers

renseignements sur une fiche1 , un prélèvement sanguin a été effectué dans une

veine du pli du coude avec un vacutainer® a van t l'administration du

traitement. Le sang prélevé, soit 15 ml de sang veineux, a été réparti dans 3 tubes:

- 7 ml de sang dans un tube stérile à héparinate de lithium pour le

gorgement des moustiques;

- 5 ml de sang dans un tube stérile à oxalate pour le test de

chimiosensibilité in vitro de P. fa1ciparu111 au laboratoire d'immunologie de

l'Institut Pasteur de Dakar;

- 3 ml ce sang dans un tube stérile à EDTA pour la détermination du

génotype hémoglobinique, du groupe sanguin et du fètcteur Rhésus au

laboratoire d'immunologie de l'Institut Pasteur de Dakar.

1 - voir fiche en annexe page 139.
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Des gouttes épaisses ont été confectionnées avec du sang veineux recueilli

dans la seringue. Elles ont été dé-hémoglobinisées dans de l'eau minérale

(Pierval®) un jour après leur prélèvement. La coloration a été effectuée pendant

20 minutes avec une solution de Giemsa à 6%. Ces gouttes épaisses ont été lues

au laboratoire de l'IRD à Dakar et la densité parasitaire a été déterminée en

fonction du nombre de globules blancs (Trape, 1985). Le nombre total de parasites

(trophozoïtes) a été obtenu après l'examen de 200 champs microscopiques au

grossissement 1000, et le nombre moyen de leucocytes par l'examen de 20

champs.

Les femelles d'An. arabiensis récoltées à l'état larvaire et maintenues en

insectarium (cf. chapitre 3. 2. 4.) ont été gorgées à travers une membrane

(parafilm ou baudruche) pendant 10 minutes avec du sang prélevé chez les

recrues en accès palustre. La sensibilité de la méthode de détermination de la

gamétocytémie a été évaluée chez les malades sans gamétocytes au niveau de la

goutte épaisse, en recherchant des oocystes de P. fa1ciparuI1l dans les estomacs des

moustiques sept jours après le gorgement. L'infectivité des gamétocytes a été

évaluée de la même façon avant l'administration du traitement antipaludique

chez les malades avec une gamétocytémie à JO.

3. 2. 3. Tests de chimiosensibilité de Plasmodium fa1ciparum

a. Test de chimiosensibilité in vivo

A la suite du prélèvement sanguin, un traitement antimalarique

(chloroquine ou sulfadoxine-pyriméthamine) a été administré a chaque malade

par voie orale suivant la posologie ci-après:

• La chloroquine (Nivaquine®) a été administrée en 3 prises étalées sur

trois jours successifs; soit 10mg/kg, 10mg/kg et 5mg/kg respectivement au

premier, au deuxième et au troisième jour de l'inclusion. La première dose a été

administrée au laboratoire. Les doses complémentaires ont été administrées au

domicile des malades.

• La sulfadoxine-pyriméthamine (Fansidar®) dont chaque comprimé dosé

à 1500 mg de sulfadoxine + 75 mg de pyriméthamine a été administrée en prise

unique au moment de l'inclusion du malade selon une dose totale de 25 mg/kg

de sulfadoxine + 1,25 mg/kg de pyriméthamine.
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Tous les malades recrutés en 1996 et de Septembre à Octobre 1997 ont été

traités avec la chloroquine. Les patients recrutés en Novembre-Décembre 1997

ont été traités avec la stilfadoxine-pyriméthamine (Fansidar).

Le suivi des malades a été effectué au minimum pendant 28 jours au

domicile de chaque malade. Il a été obligatoire tous les jours jusqu'à J4. Il a été

par la suite conditionné par l'évolution parasitologique et clinique du malade.

En effet l'état de santé des patients a primé sur l'étude. Ainsi les critères de sortie

de l'étude ont été: (1) les accès palustres graves et pernICieux, (2) les malades

présentant des vomissements répétés après la prise du traitement et (3) ceux

désirant sortir du protocole. Au delà de J4, le suivi a été poursuivi à J7, J14, J21 et

J28 et a permis parallèlement de suivre l'évolution de la parasitémie et de la

gamétocytémie à partir des gouttes épaisses.

En cas de résistances parasitaires constatées pendant le suivi par gouttes

épaisses, l'halofantrine (Halfan®) a été proposée comme antipaludéen de

substitution. L'Halfan a été administré par voie orale sous forme de comprimés

de 250 mg à raison de 24 mg/kg en moyenne en 3 prises espacées de 6h. Quatre

gouttes épaisses supplémentaires ont été prélevées 2, 4, 7 et 14 jours après la prise

de l'Halfan.

Les antipaludiques utilisés ont été obtenus au niveau de la Pharmacie

Nationale d'Approvisionnement (Nivaquine) et des pharmacies de la ville de

Dakar (Fansidar et Halfan).

b. Tests de chimiosensibilité in vitro

La sensibilité de P. falciparul1l aux antipaludiques a été testée in vitro à

partir des tests isotopiques (Le Bras & Deloron, 1983; Le Bras et al., 1984) au

laboratoire d'immunologie de l'Institut Pasteur à Dakar. La chloroquine et

l'halofantrine ont été testées sur les souches de P. falciparllm prélevées au

moment de l'inclusion des patients en accès palustres simples dans notre

protocole. Ces tests ont permis d'évaluer la capaci té du parasite à se développer

en présence de doses croissantes d'un antipaludique donné. La méthode utilisée

a consisté à quantifier le développement du parasite qui pour se multiplier

incorpore un marqueur radioactif O'hypoxanthine tritiée). La multiplication des

parasites a été révélée par l'incorporation du radio-isotope dans les noyaux des

parasites. La mesure de la radioactivité s'est effectuée à partir d'un compteur et

les résultats ont été exprimés en nombre de coups par minute (cpm). Un

graphique représentant les concentrations du médicament et les incorporations

correspondantes du marqueur radioactif exprimées sous forme logarithmique
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(log) a permis de déterminer la concentration inhibitrice 50% (C1so) de

l'antipaludique testée.

On a pu apprecier la valeur seuil maximale de susceptibilité du parasite

située entre deux concentrations (en nanomole/litre) où les incorporations

chutent au moins de moitié (C1SO). Le seuil minimal de sensibilité du parasite à

l'antipaludique a été de 100 nM pour la chloroquine et 30 nM/ml pour

l'halofantrine. Sur le plan pratique, l'expérimentation a été validée

exclusivement en cas d'adaptation du parasIte au milieu de culture in vivo; c'est

à dire lorsque les valeurs (cpm) obtenues avec la culture mère initiale

(concentration de l'antipaludique nulle) sont élevées. Lorsque ces valeurs ont été

basses (multiplication atténuée) avec peu ou pas d'antipaludiques pour des

raisons diverses (inadaptation du parasite au milieu de culture ou aux

conditions de l'expérimentation, etc.), les résultats du test n'ont pas été pris en

compte.

3. 2. 4. Tests d'infectivité des gan1étocytes de P. f17/cipl7rIl1l1 après le
trai ten1ent

• En 1996-1997, les tests ont été effectués chez les patients enrôlés dans le

protocole de chimiorésistance, et dont l'examen para si tologique à J4 du

traitement a révélé la présence dans la gout te épaisse des gamétocytes de

P. faLciparulll. Leur sang a été prélevé sept jours c1près le traitement

antipaludique (chloroquine ou Fansidar) et proposé pour le gorgement des

moustiques. Pour les patients présentant une résistance parasitaire précoce, le

prélèvement a toujours été effectué avant l'administration d'un autre

traitement.

• En 1998, les tests ont été effectués chez les patients consultant pour un

contrôle de la parasitémie après le traitement d'un accès palustre à P. faLciparum

au niveau du SLAP de Thiès.

Ces tests ont consisté à gorger les femelles d'A,/. ara/Jit'll~i~ avec le sang des

porteurs de gamétocytes dans le but d'évaluer les capc1cités des gamétocytes à

poursuivre leur développement chez le vecteur.

a. Détermination de la gamétocytémie

La gamétocyi.émie a été évaluée par goutte épaisse au cours du SUIVI

parasitologique. Les gouttes épaisses dé-hémoglobinisées et colorées au Giemsa à

6% ont été lues au laboratoire de l'IRD à Bel-Air. La dé-hémoglobinisation a

consisté à tremper pendant 5 mn environ dans un bac contenant de l'eau



minérale (Pierval) les gouttes épaisses prélevées la veille. Les gamétocytes ont été

dénombrés sur 200 champs microscopiques (g). Le nombre moyen de leucocytes

(1) a été obtenu sur 20 champs microscopiques. La densité gamétocytaire (0) a été

calculée sur la base de 8000 leucocytes par ~l de sang, soit en utilisan t la formule

suivante: [D = (Q / 1) x 40]

b. Collection et élevage des moustiques

Les moustiques utilisés pour cette partie de l'étude ont été récoltés à l'état

sauvage dans les gîtes de la région de Dakar. Les études entomologiques

(Vercryusse & Jancloes, 1981; Faye & al., 1992; Robert & al., 1998) effectuées dans

la région de Dakar ont montré qu'une seule espèce du complexe An. Rambiae est

retrouvée dans les gîtes de Dakar; il s'agit d'An. arabiensis. Par conséquent tous

les moustiques récoltés à l'état larvaire dans les gîtes (céanes, mares, etc.) de la

région de Dakar et présentant des caractères morphologiques d'An. gambiae. s. l.

ont donc été considérés comme appartenant à l'espèce An. arabiensis. Par

ailleurs, 85 spécimens d'An. Ra111hiac s. /. (larves et adultes) récoltés en 1995 dans

les gîtes de cette région ont été tous identifiés par la PCR comme appartenant à

l'espèce An. arabiensis (Robert et a/., 1998). Les gîtes larvaires ont été visitées

pendant toute la durée de l'étude (Septembre-Décembre). Les larves récoltées par

dipping ont été transportées dans des bouteilles en plastique jusqu'à

l'insectarium de l'IRD à Bel-Air, avant d'être réparties dans des bacs de 30x20 cm

en fonction de leur stade de développement. Leur développement en

insectarium s'est effectué à 27-28 oC et 70-85% d'humidité relative et le nombre

de larves par bac a varié entre 400 et 700. Elles ont été nourries quotidiennement

avec 200 mg de Tetra Baby Fish Food L® dilués dans 3 ml d'eau. Les nymphes

triées tous les matins et placées dans des bocaux de 120 cm3 ont émergées à

l'intérieur des cages de 20x20x20 cm entourées de toile moustiquaire. Les adultes

ont été nourris avec une solution sucrée à 20% entre leur émergence et le

gorgement. Le repas sucré a été quotidiennement renouvelé. Seules les femelles

âgées de 3 jours ont été utilisées pour les essais d'infection.
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c. Le gorgement des moustiques il travers la membrane de baudruche

et conservation en insectarium

Le sang prélevé dans un tube vacutainer à héparinate de lithium de 10 ml

au niveau du pli du coude a été bien mélangé à l'anticoagulant avant d'être

immédiatement proposé aux moustiques à travers la membrane de baudruche.
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• Le dispositif expérimental: il a été mis au point par Rutledge et al. (1964)

et adapté pour nos gorgements expérimentaux de moustique (figure 3. 1.). Ce

dispositif a été constitué de cellules de gorgement en verre fixées à l'aide de

pinces. sur une tige horizontale. Cette tige dont les extrémités ont été maintenues

grâce à des noix de fixation sur des tiges portoirs (verticaux) permet d'ajuster la

hauteur des cellules par rapport aux pots de moustiques. Un dispositif constitué

d'un thermoplongeur Polystat®, de tubes en caoutchouc et d'une bassine

remplie d'eau a assuré la circulation continue de 1eau entre les cellules. L'eau

préalablement chauffée et thermostatée à 37°C à l'aide du thermoplongeur a

permis de maintenir le sang à la température habituelle du corps humain. Le

thermoplongeur a été mis en marche 15 à 20 mn avant le début de l'infection.

Les membranes artificielles (Parafilm® ou baudruche) ont été placées sous les

cellules de gorgement (0= 2,50 cm). La surface de gorgement a été de 4,90 cm2.

Entre deux gorgements, les membranes de baudruche ont été lavées à l'eau de

robinet, traitées à l'alcool à 95°, séchées puis replacées sous la cellule. Lorsqu'elles

n'ont pas été trouées accidentellement au cours des m.anipulations, les

membranes de baudruche ont été réutilisées.

• Le gorgement des moustiques: le gorgemen t des moustiques s'est

effectué dans une pièce obscure pendant 10 mn.

En 1996-1997, il a été effectué à l'insectarium de l'IRD à Bel-Air. Les

moustiques adultes ont été répartis dans des pots en carton de 150 ml; chaque pot

renfermant environ 60 femelles d'An. arabiensis, Elles ont été utilisées pour le

gorgement expérimental après avoir été préalablement assoiffées 6 à 8 heures.

En 1998, le gorgement des moustiques a eu lieu dans les locaux du SLAP à

Thiès. Les moustiques assoiffés ont été placés dans les pots en carton de 40 ml

recouverts par une toile moustiquaire et rangés dans une caisse isolante en

présence de serviettes mouillées afin de maintenir un taux d'hygrométrie élevé.

Le nombre de moustiques par pot a été de 40. Le transport des moustiques entre

Dakar et Thiès s'est effectué dans une cabine de voiture à air conditionné à

environ 25 oc. La température à l'intérieur de la caisse a été enregistrée à l'aide

d'un thermomètre à mercure à l'ouverture de la caisse à Thiès (aller) et à Dakar

(retour).
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Figure 3. 1. Dispositif expérimental du gorgement des moustiques à travers une membrane

artificielle (1- cellule de gorgement; 2- sens de circulationde l'eau;

3- thermoplongeur; 4- bassine contenant de l'eau thermostatée à 37°C)
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• La conservation des moustiques gorgés: à la fin du gorgement, tous les

moustiques contenus dans les pots ont été libérés dans une cage. Les femelles

gorgées en 1996-1997 ont été conservées dans les cages moustiquaires de 20x20x20

cm à 27-28 oC et 70-80% d'humidité relative à l'insectarium de Bel-Air. Une

solution sucrée à 20% quotidiennement renouvelée a été mise à leur disposition

à travers un papier filtre jusqu'à la dissection.

Pour les gorgements effectués à Thiès, les pots de moustique ont été

replacés dans la caisse de transport après le gorgement et les moustiques gorgés

ont été triés à l'arrivée à l'insectarium de Dakar. Contrairement à 1996-1997, les

moustiques gorgés en 1998 ont été conservés dans des pots en carton avec une

densité de 10 à 15 moustiques par pot. Un coton imbibé d'eau sucrée à 20% a été

quotidiennement mis à la disposition des moustiques jusqu'à la dissection.

Aucun repas de sang supplénlentaire n'a été proposé aux femelles entre le

gorgemen t et leur dissection.

d. Dissection et recherche des formes oocystes

Les moustiques survivants ont souvent été disséqués 7 jours après le

gorgement avec du sang renfermant des gamétocytes P. falciparum Cependant,

une dissection a été instituée à J3 du gorgement en 1997 pour la détection des

jeunes oocystes de P. jalciparulII.

Les femelles ont été préalablement endormies au chloroforme avant d'être

disséquées sous une loupe binoculaire (grossissement 120). L'extraction de

l'estomac et des organes annexes a été effectuée à l'aide d'une aiguille au niveau

des segments terminaux VII et VIII de l'abdomen du moustique

(figures 3. 2. A et B). Après son isolement des autres éléments, l'estomac a été

traité différemment suivant les cas pour la recherche des oocystes.

• Détection des jeunes oocystes par immunofluorescence: elle a été

effectuée 3 jours après le gorgement des moustiques avec le sang des porteurs

recrutés en 1997 à Dakar. Un tiers des femelles survivantes de chaque lot a été

prélevé des cages à l'aide d'un aspirateur à bouche et endormi avec la vapeur du

chloroforme. Les moustiques ont été disséqués dans une goutte d'eau du robinet.

Chaque estomac a ensuite été placé pendant 1 à 2 minutes dans 10 ~l d'eau

distillée pour permettre la lyse du contenu stomacal. Une fois retiré de l'eau

distillée, l'estomac a été recouvert avec 10 J.lI d'anticorps FITC-25 à l'aide d'une

pipette Gilson® avant d'être incubé pendant 20 minutes à température ambiante

dans un environnement humide et obscur.
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Figure 3, 2. A- Schéma d'une coupe latérale de moustique montrant l'emplacement
de l'estomac avec les organes annexes à l'exclusion des ovaires.
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Figure 3. 2. B- Procédé de dissection pour l'isolement de l'estomac, étape
préliminaire pour la recherche des oocystes.
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Après l'incubation, chaque estomac a été lavé avec précaution dans 10 ~l

de tampon PBS avant d'être monté dans une goutte de tampon PBS entre lame

et lamelle. Une couche de vaseline a été préalablement appliquée sur les bords de

la lamelle pour éviter le séchage rapide de la préparation. Avant la lecture, les

préparations ont été placées à l'abri de la lumière dans une boite fermée. Les

estomacs ont ensuite été examinés au microscope optique (grossissement 500)

sous une lumière fluorescence obtenue à partir d'un Kit (Becton Dickinson®). La

détection de l'antigène Pfs25 à la surface des jeunes oocystes par l'anticorps se

traduit au microscope par une fluorescence de couleur verdâtre. Le nombre

d'oocystes dans chaque estomac a ainsi été dénombré (voir fiche2 ).

• Recherche des oocystes prématures: les oocystes prématures de

P. jalciparulIl ont été recherchés chaque fois de 1996 à 1998 dans les estomacs

7 jours après le gorgement des moustiques avec du sang renfermant des

gamétocytes de P. jalciparulII (1996 à 1998). Tous les moustiques survivants ont

été disséqués et les estomacs ont été placés dans une goutte de mercurochrome à

1%. Le nombre d'oocystes a été dénombré au microscope optique au

grossissement 400.

3. 2. 5. Traiten1ent et analyse statistique des données

Les résultats globaux ont été présentés sous forme d'effectif, de

pourcentage ou de moyennes arithmétique et géométrique. Dans certains cas la

moyenne arithmétique a été exprimée avec un écartype: m± écartype. L'analyse

des données a été effectuée avec le logiciel EXCEL 4.0.

Le test du x2 (standard, apparié ou corrigé de Yates) a été utilisé au risque

de 5% pour comparer les effectifs de deux distributions (taille de l'échantillon

~30); et le test exact de Fisher pour les petits échantillons.

Le test t de Student a été utilisé pour comparer les moyennes de deux

échantillons de taille N~20 individus, et le test de l'écart réduit E pour les

échantillons de très grande taille (~30).

Les tests non paramétriques U de Mann & Whitney et de Wilcoxon ont été

utilisés pour comparer les moyennes entre deux échantillons de petite taille

(N <20); le test U a été utilisé pour les comparaisons non appariées et le test de

Wilcoxon pour les cas appariés.

Les relations entre deux variables ont été calculées à partir du cœfficient de

corrélation r de Spearman.

2 - voir fiche en annexe page 140.



3. 3. Résultats

3. 3. 1. Les accès palustres à Plasmodium falciparum à Dakar

De 1996 à 1997, au total 1583 gouttes épaisses ont été examinées entre

Septembre et Décembre au niveau des dispensaires des soeurs de Derklé,

Centenaire et Pikine.

La morbidité palustre a été éV;11uée p;1r goutte épaisse à partir de 888

patients de la région de Dakar, dont 441 homm.es et 447 femmes. La répartition

des patients examinés a été de 249 (28,0%) patients recrutés au niveau de la

commune de Dakar et 639 (72,0%) à Pikine.

L'indice pl;1smodique a été de 24,1 % et 60,7% respectivement à Dakar

(Derklé + centenaire) et Pikine. Plasmodium falciparum et

Plasmodium malaria(' ont été les seules espèces rencontrées avec une prévalence

de 99,0% et l,07c. L'âge des porteurs de P. falciparum a varié entre 2 semaines et

83 ans.

P. fnlcipnrzilll a été responsable de 50% (444/884) des accès fébriles parmi les

m;1lades consultant entre Septembre et Décem.bre au niveau des dispensaires de

la région de Dakar. La prévalence de P. falciparum a été significativement plus

élevée à Pikine qu'à Dakar (tableau 3. 1.: 60% vs. 24%, p< 0,001 par le test de X2).

La prévalence a significativement augmenté de 19% chez les moins de 5 ans à

45(7(', 65% et 55% respectivement chez les 5-9 ans, les 10-15 ans et les plus de 15

ans (tableau 3. 2.: p< 10-3 par le test du X2 ); la prévalence en fonction de l'âge a

varié de la même façon chez les consultants à Dakar et chez ceux de Pikine

(figure 3. 3.).

Les fortes densités parasitaires ont été rares chez les moins de 5 ans

(figure 3. 4.), même si l'âge des patients n'a pas influencé de manière

significative la parasitémie (p>0,05 par le test du X2). Environ 30% des porteurs de

P. falciparum ont présenté une densité parasitaire supérieure à 10

parasites/ champ microscopique, surtout chez les 5-9 ans (42,4%), 10-15 ans

(-11,9%) et plus de 15 ans (26,3%).

C'est parmi les patients regroupés selon ces tranches d'âge que les accès

palustres simples à P. falcipnrull1 ont été recrutés pour les tests de

chimiosensibili té.

52
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nombre de gouttes nombre de gouttes Prévalence
épaisses examinées épaisses positives

Dispensaires de 248 60 24,2%
Dakar

Dispensaire de 636 384 60,3%
Pikine

Tableau 3. 1. Prévalence des accès palustres simples à Plasmodium falciparum recensés en

Décembre 1996 et Septembre 1997 à Dakar (Derklé et centenaire) et de

Octobre il Décembre 1997 à Pikine.

< 5 ans 5-9 ans 10-15 ans > 15 ans Total

nombre de
gouttes épaisses 113 131 132 508 884

examinées

nombrede
gouttes épaisses 21 59 86 278 444

positives

Pré\' a lence 18,6% 45,4% 64,7% 54,7% 50,2%

Tableau 3. 2. Répartition des accès simples à Plasmodium fa1ciparum en fonction de l'âge recensés

entre Septembre et Décembre (1996-1997) dans les centres de santés privés de la

région de Dakar.
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3. 3. 2. Chimiosensibilité de Plasmodium falciparum à Dakar

a. Sensibilité in vivo

Au total 129 patients présentant un accès palustre simple à P. fa1ciparum

ont reçu à JO un traitement antipaludique. La chloroquine a été administrée à la

dose totale de 25 mg/kg chez 95 patients recrutés en Septembre-Décembre 1996 et

Septembre-Octobre 1997; et le Fansidar en prise unique (25 mg/kg de

sulfadoxine+1,25 mg/kg de pyriméthamine) chez 34 patients recrutés de

Novembre à Décembre 1997.

Parmi les patients recrutés, 120 ont été régulièrement suivis pendant au

moins 28 jours après la prise du traitement, neuf personnes (7,0%) ayant quitté

précocement l'étude. Le voyage, la prise d'autres antipaludiques pendant la

période du suivi et la réticence à poursuivre le suivi ont constitué l'essentiel des

raisons d'exclusion de l'étude.

Au cours du suivi parasitoclinique des accès palustres traités, le critère de

sensibilité a été constitué par l'absence prolongée de stades asexués (trophozoïtes)

de P. [alciparlllll dans les prélèvements sanguins (G.E.). En effet lorsque la

disparition des stades asexués de P. jalcipa)'U111 a été effective jusqu'au 28ème

jour, la souche de P. fa 1c i pa ru 111 a été considérée comme sensible à

l'antipaludique. Par contre, la résurgence ou la persistance de la parasitémie au

niveau de la goutte épaisse ont été considérées comme dues à une résistance du

parasite vis à vis de l'antipaludique. Les différents niveaux de résistance ont été

définis selon la nomenclature classique R1, R2, et R3.

• Avec la chloroquine (= CQ): la CQ a été testée in vivo chez 86 cas d'accès

palustres simples à P. [alciparu111 après un suivi parasitologique et clinique d'au

moins 28 jours après la prise du traitement. L'âge moyen (±écartype) des

volontaires a été de 19,5±8,9 ans (entre 5 et 45 ans), et la parasitémie moyenne a

été de 53840 parasites /~l de sang (extrêmes: 1280 et 308 800).

La prévalence des patients présentant une résistance parasitaire après le

traitement par la CQ a été de 5-l,7 L!c (47/86). Les prévalences de niveaux R1, R2 et

R3 ont été respectivement de 39,S'!( (34/86), 12,8(,-( (11/86) et 2,3% (2/86).

La prévalence des infections résistantes à la CQ a été significativement plus

élevée chez les 10-15 ans (76,2%) et les 5-9 ans (63,6%) que chez les adultes

(> 15 ans: 44,4%; p< 0,05 par le test du X2: tableau 3.3.).



Sensibles Résistants

RI R2 R3 total

Age

5-9 ans 4 (4,7%) 4 3 0 7 (8,1%)

10-15 ans 5 (5,SS{- ) Il 4 1 16 08,6%)

> 15 ans 30 (34,9',{ ) 19 4 1 24 (27,9%)

Parasitémie
(nbre de parasites
par J.Ù de sang) 500-5000 2 (2,3% ) 4 0 0 4 (4,7':~ )

5 001-50 000 23 (26,7';{-, ) 18 8 2 28 (32,6'k)

> 50000 14 (1 b,Y/; ) 12 3 0 15 07,4%)

Groupe sanguin
[six (6) non

déterminés] A 7 (S,ï l ;;) 11 3 0 14 07,5%)

B 8 00,0%) 7 2 0 9 01,3%)

AB 1 0,2'k) 1 0 1 2 (2,5'1<,)

0 22 (27,2';U 13 3 1 17 (21,3'k)

Domicile

Dakar-ville 18 (20,9%) 12 6 1 19 (22,1%)

Pikine & 21 (24,40/" ) 22 5 1 28 (32,6%)
autres

Sexe

hommes 21 (24,4';; ) 19 5 1 25 (29,1%)

femmes 18 (20,9 c/c; ) 15 6 1 22 (25,6%)
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Total 39 (45,3%) 34 11 2 47 (54,7%)

Tableau 3.3. Répartition des accès palustres simples à P. fa1ciparum traités à la chloroquine

(= CQ: 25 mg/kg en 3 prises) en Septembre-Décembre1996 et Septembre-Octobre 1997.
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La parasitémie, le groupe sanguin et le sexe des malades n'ont pas influé

de manière significative la distribution des souches résistantes ou sensibles de

P. falciparum. La prévalence des infections CQ-résistantes a été de 51,3% chez les

résidents de Dakar et 57,1 % chez les résidents de Pikine et autres banlieues de

Dakar (p=O,66 par le test exact de Fisher); par conséquent la résistance parasitaire

n'a pas varié de façon significative en fonction du lieu probable de l'infection

(domicile) du patient par une piqûre infectante d'anophèle.

Tous les cas chloroquinoré~)~tants (n=47) ont reçu un traitement

supplémentaire à l'halofantrine dès que la résistance parasitaire a été constatée.

Tous les résistants in vivo à la CQ ont été guéris par l'halofantrine avec

disparition totale de la parasitémie au ni veau de la goutte épaisse 7 jours après le

traitement, et persistance de cette négativation 14 jours après.

• Avec la sulfadoxine-pyrirnétham.ine (= Sr): la sr (Fansidar®) a été testée

zn vivo chez 34 patients en accès palustre simple à P. fl1/ciparzun, recrutés à

Pikine. L'âge moyen (±écartype) des m.alades a été de 20,8±7,O ans (extrêmes: 13 et

38 ans). La parasitémie au moment du traitement a été en m.oyenne de 39680

trophozoïtes/1l1 de sang (extrêm.es: 400 ct 222 LlUO).

La sensibilité à la sr a été de 100 ?c. Tous les patients ont ainsi été guéris

avec la dose administrée et aucune résurgence parasi taire n'a été observée au

niveau des gouttes épaisses entre le 4ème et le 28èm.e jour suivant le traitement.

b. Tests de sensibilité in vitro

La chloroquine (= CQ) et l'halofantrine (= HF) ont été testées in vitro sur

les souches de P. falcipnrum prélevées avant le traitement chez les patients en

accès palustre. Ces isolats ont été mis en présence de doses croissantes de ces trois

antipaludiques. Le rapport de concentration entre deux dilutions a été de 1/2. La

sensibilité du parasite a été quantifiée sur la base du nombre d'incorporations du

marqueur radioactif (hypoxantine tritiée) exprimé par le compteur de l'activité

radioactive en nombre de coups par minute «pm). Les incorporations ont été

exprimées par une moyenne obtenues à partir de deux mesures faites pour

chaque concentration. Les isolats (5/30) ré\'élant un nombre d'incorporations

anormalement bas « 1000 cpm) pour une concentration en antipaludique nulle

n'ont pas été prises en compte dans l'analyse des résultats.

Au total L5 isolats de P. falciparum ont été testés in vitro sur la base des

concentrations-seuil (C1so) inférieures à 100 nM/1 et 30 nM/l respectivement

avec CQ et HF.
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La résistance in vitro des souches de P. faLciparum de Dakar a été de 16% avec

HF et 40% avec CQ (tableau 3. 4.). P. faLciparum a été sensible aux concentrations

(C1SO) moyennes (±écartype) de 24±29 nmoles/l et 65±34 nmoles/l respectivement

avec HF et CQ. La sensibilité de P. fa1ciparu71I in vitro a été comparable entre CQ et

HF (tableau 3. 5.: p=O,ll par le test exact de Fisher).

Les deux méthodes de détermination de la sensibilité ont été comparées avec

la CQ chez 18 malades (tableau 3. 6.). La prévalence de la chloroquinorésistance de

P. faLciparu71l à Dakar a été comparable in viZJo et in vitro (56(/; \.~. 3~}r;: p=(),34 par

le test exact de Fisher).

3. 3. 3. Résistance parasitaire et échec thérapeutique

A l'inclusion (JO), les températures corporelles> à 39,5 oC ont concerné 10(;{

(9/86) des malades. Elles ont été plus fréquemment observées avec les infections

sensibles qu'avec les résistantes (p~O,01 par le lest de Fisher). Les para.si témies > à

100 000/111 ont concerné 17(!cJ (15/86) des patients. Elles n'ont P,IS \·<nit.', entre les

sensibles et résistants (p~O,78 par le test de Fisher). Par ailleurs, la température

corporelle a inversement varié suivant une relation linéaire en fonction de la

parasitémie chez les patients résistants à la CQ (r=O,76; p~O,OO1). Ma.is cette relation

n'a pas été significative chez les patients sensibles (r=O,64; p~O,06).

La notion d'échec thérapeutique pour le paludisme est définie comme la

persistance ou la réapparition des signes cliniques (fièvre, céphalées, etc.) en

présence d'une parasitémie 48 à 72 heures au moins après le traitement.

L'hyperthermie et la présence des céphalées ont été enregistrés chez les patients en

accès palustre sensibles ou résistants à la chloroquine. Les patients avec des stades

asexués dans la goutte épaisse et une température corporelle 2 37,5°C associée ou

non à des céphalées entre J4 et J28, ont été considérés comme présentant un échec

clinique (tardif) à la CQ.

La prévalence des patients avec une persistance parasitaire et une

hyperthermie après le traitem.ent par la CQ a été de 65% (30/46). Le pourcentage des

patients résistants avec céphalées a été de 48% (22/46), dont 77<J( associés à une

hyperthermie. La température corporelle à JO a été en moyenne (±écartype) de

37,8±l,l°C (extrêmes: 36,3 et 40,4 OC). Elle n'a pas significativement varié entre les

patients présentant un échec parasitoclinique et ceux qui ont été complètement

guéris entre J4 et J28 (p=O,23 par le test t).

L'hyperthermie a été associée à la résurgence parasitaire dans 54% (25/46) des

cas; avec une augmentation de la température corporelle de +1,7 oC par rapport aux

résistants asymptomatiques. Elle a été aussi plus fréquemment rencontrée chez les

R2+R3 que chez les RI (86% vs. 56(1c.·).



Sensibles

Résistants

chloroquine

15
(60%)

10
(40%)

halofantrine

21
(84%)

4
(16%)
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Tableau 3. 4. Chimiosensibilité in vitro des souches de P. fa1ciparum isolées chez les malades

en accès pJlustres en Septembre-Décembre 1997 dans la région de Dakar.
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in vitro
(CQ vs Halofantrine)

halofanlrine

S R total

S 12 3 15
CQ

R 9 1 10......................

total 21 4 25

Tableau 3. 5. Comparaison de la sensibilité in vitro des isolats de P. falciparum de la région

de Dakar entre la chloroquine etl'hlllofantrine en 1997 (sensibles: S; résistants: R).

(CQ in vitro vs CQ in vivo)

in vitro

S R total

S 7 1 8
mV1VO

R 4 6 10

total Il 7 18

Tableau 3. 6. Comparaison de la sensibilité de P. falciparum à la chloroquine chez les patients

de la région de Dakar en 1997 (scnsiblL'S: S; résistants: R).
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CQ Q sr total

Effectif 9 28 3 40

:\ombrl' dl' CilS ilVl'C une ...,
6 0 9

rl'sistill1Ct' P<U<1sitilire
..)

post- traitl'ment (33,3%) (21,4%) (0%) (22,5%)

Tableau 3. 7. Echecs thérapeutiques observés entre J7 et J30 après un traitement antipaludique

chez des porteurs de gamétocytes de Plasmodium jalciparum recrutés en

Septembre-Décembre 1998 à Thiès.
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La température corporelle a varié entre 36,2 et 40,3 oc. Elle a montré une

évolution comparable aussi bien en présence d'une parasitémie qu'en absence de

celle ci (r=O,81, p""O,02). Cependant une diminution de -0,8 oC a en moyenne été

observée 48 heures après la prise du trai temen t.

3. 3. 4. Echecs thérapeutiques et parasitén'lie après le traitement à Thiès

Au total 68(lc (41/60) des volontaîrc'S recrutés à Thiès ont déclaré un accès

palustre traité au moins 7 jours avant leur inclusion dans le protocole; dont 3 à

base de SP (3 comprimés en prise unique), 9 il base de CQ (25 mg/kgf jour en

3 jours) et 28 à base de Q (Paluject@ sous la forme d'ampoules de 2 ml ou 4 ml

dosées respectivement à 200 et -tOO mg de sels de quinine). Le Paluject a été

administré pendant 3 jours consécutifs sur la b.lse de 2 ampoules de 2 ml par jour

(matin et soir) pour les enfants « 15 .lns) et 2 ampoules de 4 ml par jour (matin

et soir) pour les adultes, soit il une dose totale respective de 1200 mg et 2400 mg.

Le délai m.l:xillHlm entre le tr.litement et l'inclusion des patients dans le

protocole a été de 30 jours. en seul patient ayant déclaré avoir pris de

l'amodiaquine deux jours avant son inclusion dans le protocole n'a pas été pris

en compte dans cette analyse. Les patients avec une parasitémie à plus de 100

parasites par pl persistant dans un délai d'au moins 7 jours après le traitement

ont été considérés comme présentant une résistance parasitaire au traitement.

L'analyse a porté sur un total de 39 patients dont respectivement 3, 8 et 28

ont été traités avec la SP, la CQ et la Q. Le délai entre le traitement et le

prélèvement de la goutte épaisse a varié entre 8 et 30 jours. L'âge moyen des

patients traités a été de 19,3 ans (entre 7 et 48 ans).

La prévalence des porteurs de parasites asexués a été de 21,4% entre J7 et

}30 après le traitement par la Q et de 33,3% entre }7 et ]15 après le traitement par

la CQ (tableau 3. 7.: p=O,67 par le test exact de Fisher); avec respectivement une

parasitémie moyenne de 5226 (extrên1es: 320 et 13040) et 7440 parasites par ~l de

sang (extrêmes: -t800 et 12080). Toutes les gouttes épaisses prélevées chez les

patients traités par la SP ont été négatives entre J7 et J30 après le traitement.

Par ailleurs le délai moyen (±écartype) entre le traitement et l'inclusion

des patients avec une parasitémie a été de 27,5±6,1 jours avec la Q et 18,3±10,4

jours avec la CQ (p>O,OS par le test U de Mann & Whitney).
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3. 3. 5. Evolution de la gamétocytémie après le traitement

a. Chez les résidents de Dakar

La prévalence des porteurs de gamétocytes de P. falciparum entre J2 et J28

après le traitement a été de 77% et 100% respectivement avec CQ et

sr (tableau 3. 8.). Elle a varié de 54 C/c, chez les personnes CQ sensibles à 96% chez

les CQ résistants (p<10-3 par le test du X2).

L'évolution de la gamétocytémie après le traitement a varié suivant un

mode unimodal quelque soit l'antipaludique utilisé (CQ ou SP, figure 3. 5.). La

densité gîlmétocytaire maximîlle a l'tl' obsl'rvl'e 7 jours après la prise du

traitel1wnt; avec une moyenne de 100 avt'( l,. CC! t't de 200 gamétocytes par ~I de

sang avec li1 sr. Elle a varié proportionnl'llel1wnt en fonction de la sensibilité du

piuasite au traitement. La gamétocytémil' ,. ('tl' respectIvement plus élevée chez

ll's sUJt'ts sc'nsibles à sr et CQ rl;sistanb 1\2+1\3 que chez les R1 et les sujets

spnsibles ,1 li1 chloroquine.

:"ous anms distingué parmi les porteurs de gamétocytes après le

traitement: (1) ceux qui avaient déj,l des g,.métocytes avant le traitement et

(2) ceux qui ne présentaient aucune g<llnètocytémie avant le traitement. La

gamétocytémie survenue après le traitement avec la CQ a été significativement

plus èlev('l' chez les premiers que chez 1L,s seconds (r=0,47, p=0,31). Avec la SP,

l'évolution de la gamétocytémie entre J2 l't 12S a été comparable entre les deux

groupes (r=0,93, p<10-3).

b. Chez les résidents de Thiès

Le nombre moyen de gamétocytes par ~tl de sang a été de 628 (extrêmes: 6 et

5800) chez 40 patients en accès palustres à P. falciparllll1 traités à Thiès avec la CQ,

la SP ou la quinine (=Q); au maximum dans un délai de 15 jours avant la

con 5 u 1ta tion.

La gamétocytémie moyenne des patients a significativement varié en

fonction du traitement de 51 gamétocyt(·s par III de sang avec la CQ à 476 et 827

gamétocytes par I..d de sang respectivement avec la SP (figure 3. 6.; SP vs. CQ:

p<O,Ol par le test U de Mann & Whitney) et la quinine (Q vs. CQ: par le test U de

Mann & Whitney). La gamétocytémie après le traitement a été statistiquement

comparable entre la SP et la Q (SP vs. Q: p=O,30 par le test t).
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clùoroquine Sensibles

Résistants

moyenne du nombre

effectif
de trophozoïtes/l00

leucol6'tes
à J

(min-max)

39 694
(45,3%) (43-3860)

R1 34 705
(39,6%) (16-2231 )

R2+R3 13 535
(15,1%) (120-1023)

Prévalence
gamétocytaire

post-traitement
(entre J2 et J28)

53,8%

93,9%

100%

sulfadoxine­
pyrin1éthamine

(Fansidar®)

Sensibles 34
(100%)

496
(10-2773)

100 o/c

Tableau 3.8 . Prévalence des porteurs de gamétocytes de Plasmodium falciparum chez les
patients en accès palustre simple traités avec un antipaludique à Dakar
en Septembre-Décembre 0996-1997).

À
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Figure 3. 5. Evolution de la gamétocytémie moyenne de Plasmodium falciparum chez
les patients en accès palustre simple (sans gamétocytes à JO) traités par
la chloroquine ou la sulfadoxine-pyriméthamine (Fansidar).
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Figures 3. 6. Gamétocytémie de Plasmodium falciparum en présence ou non de parasitémie

chez les sujets non traités (n=12+ 'J) et après le traitement par la chloroquine

(CQ: n=4+~), la sulfadoxine-pyriméthamine (Sr: n=3+0) et la quinine (Q: n=22+~

des patients en accès palustres à Thiès.
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Chez les patients non traités (n=19), la gamétocytémie moyenne a été

de 339.

La gamétocytémie a significativement diminué entre les personnes non

traitées et les personnes traitées avec la CQ (p<O,Ol par le test U de Mann &

Whitney). Par contre, la gamétocytémie a été plus élevée chez les personnes

traitées que chez les non traitées, aussi bien avec la SP (p<0,05 par le test U de

Mann & Whitney) que la quinine (p<O,Ol par le test U de Mann & Whitney).

Par ailleurs, la gamétocytémie a été significativement plus elevee en

présence de parasitémie qu'en l'absence de celle ci chez les volontaires non

traités (397 vs. 304: p<O,Ol par le test U de Mann & Whitney); alors qu'elle a été

comparable entre ces deux groupes après le traitement (968 vs. 934: p= 0,96 par le

test t).

3.3.6. Xénodiagnostic et infections de moustique avant le traitement

Les infections de moustiques ont été tentées avant le traitement chez les

personnes recrutées à Dakar (n=43) pour les tests de chimiosensibilité; et à Thiès

avec les porteurs de gam.étocytes (n=19) n'ayant reçu aucun traitement

antipaludique dans un délai de 15 jours au moins précédant le gorgement de

moustiques.

Le nombre de gamétocytes de P. falciparum par ~l de sang a été en

moyenne de 54 (extrêmes: 1 et 492) chez les recrues de Dakar et 339

(extrêmes: 16 et 1183) chez ceux de Thiès. Avec les patients de Dakar, le délai

entre les premiers signes cliniques et la consultation (prise du traitement) a été

en moyenne plus long chez les malades avec des gamétocytes à JO que chez les

malades sans gamétocytes à JO (p<0,02 par le test t), respectivement 8,1 jours

(extrêmes: 2 et 38 jours) et 3,7 jours (extrêmes: 1 et 15 jours). Ce délai a été déduit

à partir du questionnaire3 sur lequel les informations relatives à l'histoire de la

maladie et indiquées par les malades ont été inscrites.

L'évaluation de l'infection des moustiques à partir des porteurs de

gamétocytes de P. fa1ciparum a été effectuée sur la base de l'examen d'au moins

neuf estomacs de moustiques survivants.

3 - voir fiche en annexe page 139.
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a. Le xénodiagnostic

Il a consisté à évaluer la sensibilité de la méthode de détermination de la

gamétocytémie sur la goutte épaisse, en gorgeant les moustiques avec le sang des

patients présentant une gamétocytémie nulle par la goutte épaisse (n=55).

Un seul moustique (sur Il examinés) a été trouvé positif avec un oocyste

sept jours après le gorgement à partir d'un patient. En d'autres termes, le

xénodiagnostic pratiquée en gorgeant les moustiques a été plus sensible que la

goutte épaisse pour évaluer la gamétocytémie dans 2% des cas négatifs en goutte

épaisse; mais la différence n'a pas été significative (p=O,25 par le test apparié

du x2 ).

b. Rendement au stade oocyste des infections d'Anopheles arabiensis

• Avec les porteurs recrutés à Dakar: l'infectivité des gamétocytes de

P. fa1ciparuI11 a été testée à partir des infections de moustiques effectuées avec le

sang des porteurs de gamétocytes en accès palustre prélevé avant le traitement.

Les oocystes ont été recherchés dans les estomacs de moustique sept jours après le

gorgement (oocystes prématures) et cette recherche a concerné 26 porteurs de

gamétocytes avec une gamétocytémie moyenne de 53 gamétocytes par ~l de sang

(extrêmes: 1 et 492).

La prévalence des gorgements avec au moins une femelle d'An. arabiensis

infectée à J7 après le gorgement a été de 23% (6/26).

Le pourcentage de moustiques trouvés positifs sept jours après un

gorgement infectant a été de 18,5%. Le nombre de moustiques positifs n'a pas

varié suivant une relation linéaire en fonction de la gamétocytémie du porteur

(r=O,13, p=O,53).

Le nombre moyen d'oocystes par moustique et par infection a été de 0,5

(entre 0 et 20). La moyenne géométrique du nombre d'oocystes par moustique

positif a été de 2,0. La densité en oocystes par moustique n'a pas varié suivant

une relation linéaire en fonction de la gamétocytémie du porteur (r=O,59, p=O,18).

• Avec les porteurs recrutés à Thiès: l'analyse porte sur des gorgements

de moustique effectués à partir de 3 porteurs de gamétocytes n'ayant reçu aucun

traitement antipalustre au cours des 30 jours qui ont précédés le prélèvement

(critère d'inclusion= plus de 9 estomacs examinés / gorgement).

Deux des trois gorgements (67%) ont permis de trouver au moins un

moustique positif à J7 du gorgement.
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Le pourcentage de moustiques trouvés positifs sept jours après l'infection

a été de 10%. Le nombre moyen d'oocystes par moustique et par infection a été

de 0,5; et la moyenne géométrique du nombre d'oocystes par moustique positif a

été de 4,0.

Le nombre moyen de moustiques positifs et le rendement parasitaire au

stade oocyste à partir des porteurs non trai tés ont été comparables entre les

infections de Dakar et celles de Thiès (tableau 3. 9.: p>0,05 par le test U de Mann &

Whitney).

3.3.7. Infections des moustiques après le traitement

Les anillyses concernent dans ce cas des infections de moustiques réalisées:

(1) à Dakar avec les porteurs de gamétocytes de P. jalcipnrum sept jours après le

traitement d'un accès palustre simple avec la CQ (n= 66) ou la SP (n=34); et (2) à

Thiès à partir des porteurs ayant reçu un traitement à base de CQ ou de quinine

(= Q; Paluject®) avant le gorgement (n=41).

Le critère d'inclusion dans l'analyse a été comme précédemment un

nombre minimum d'eslom.acs exam.inés par gorgement égal à 9. Les oocystes ont

été recherchés dans les estomacs de femelles d'An. arabiellsis à deux stades de

leur développement, aux 3ème (pour les jeunes oocystes) et 7ème jours (pour les

oocystes prématures) après le gorgement.

a. Rendement de l'infection au stade de jeune oocyste

La recherche par immunofluorescence des jeunes oocystes a concerné les

gorgements effectués à partir de 27 porteurs de gamétocytes dont 10 traités avec

CQ et 17 avec SP, tous prélevés parmi les patients de Dakar entre Septembre et

Décembre 1997.

La prévalence des gorgements avec présence d'oocystes à J3 a été de 100%

après le traitement avec CQ et 82% après le traitement SP (tableau 3. 10.: p>0,3 par

le test du x2 corrigé).

Le pourcentage de moustiques positifs a varié significativement de 38%

après le traitement CQ à 24% après le traitement SP (p<O,Ol; par le test du X2); Ce

pourcentage a été comparable entre les CQ sensibles et les CQ résistants.

Le nombre moyen d'oocystes par moustique et par infection a été de 1,1

(entre 0 et 20) avec le traitement CQ et de 0,7 (entre a et 18) avec le traitement SP

(p< 0,01 par le test U de Mann & Whitney).
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Nombre de Pourcentage Moyenne Moyenne
Effectif porteurs de arithmétique géométrique

total infectant à J7 moustiques du nombre dunbre
du gorgement positifs d'oocystes d'oocystes

par moustique par moustique
positif

à }7

Dakar 26 6 18,5% 0,5 2,0

(23% )

Thiès 3 2 10% 0,5 4,0

(67%)

Tableau 3. 9. Rendement de l'infection d'Ali. I7rl7/JiCIISis au stade oocyste prémature par des
porteurs de gamétocytes en accès palustre simple à P. fa/ciparwn prélevés avant
le trllitement antipalustre.
(Seuls gllrSl'llwnts mtectant au moin, 1 mousti'1UC sur 9 cxarmnés ont été pris en compte)

T'n'valence PourCl'ntélgc Moyenne Moyenne
Effectif des de ari thmétique géométrique

total porteurs moustiques du nombre du nombre
(n) infectants positifs d'oocystes d'oocystes

à J3 par moustique par moustique
positif à }3

CQ Sensibles 2 100% 39% 0,8 2,0

Résistants

SP
(Fall~ldar®) Sensibles

8

17

100%

82%

38%

24%

1,2

0,7

3,4

1,6

Tableau 3. 10. Rendement de l'infection d'An. arabiensis au stade jeune oocyste
(à }3 du gorgement) par des porteurs de gamétocytes de P. falciparum prélevés
7 jours après un traitement à la chloroquine (= CQ) ou à la sulfadoxine­
pyriméthllmine (= Sr).
(Seuls gorgcmcnts infL'Ctant au moins 1 moustique sur 9 examinés ont été pris en compte)
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La moyenne géométrique du nombre d'oocystes par moustique positif a

significativement varié en fonction du traitement (3,4 avec CQ vs. 1,6 avec SP:

p< 0,01 par le test U de Mann & Whitney); cependant elle n'a pas varié en

fonction de la réponse thérapeutique (2,0 pour CQ-sensibles vs. 3,4 pour CQ­

résistants: p>O,05 par le test U de Mann & Whitney).

La densité gamétocytaire du porteur n'a pas influé sur l'infection des

femelles d'Ail. arabicnsis au stade de jeunes oocystes aussi bien avec le

traitement par la CQ (p=O,8; r =0,15) qu'avec la SP (p=O,l1; r =0,03).

b. Rendement de l'infection au stade oocyste prémature

Il a été évaluÉ' à 7 jours après le gorgement des moustiques à partir des

porteurs de gamétocytl's de Dakar inclus dans le protocole de chimiosensibilité

in 'uiz'o et ecu\: de Thiès consultant pour un contrôle parasitologique consécutif

~ un accl>S palustre traitl-.

• A\'ec les infections réalisées à Dakar: les m.oustiques ont été gorgés à

travers la membrane 7 jours après le traitement à partir de 54 porteurs de

gam.étocytes de [J. fa1ci'Jl11ïllJl traités avec CQ ou sr; dont 33 traités par la CQ

(9 sensibles et 24 résistants) et 21 traités par la sr (tous sensibles).

La pré\'alence des infections à J7 du gorgement des femelles

d'Ail. t7rah,')J~i~ a l'té respecti\'ement de 52(;{ pt 38(!c, après le traitement par la CQ

et la sr (tableau 3. 11.: p>O,3 par le test du x2). Elle a été comparable entre les CQ

sensibles et les CQ résistants (p==O,06 par le test de Fisher).

Le pourcentage de moustiques positifs a varié significativement de 33%

après le traitement CQ et 16% après le traitement sr (p<lO-3 par le test du X2); la

différence n'a pas été significative entre les CQ sensibles et les CQ résistants

(30(k \'s. 33(i(: p>O,S par le test du X2).

Le nombre moyen d'oocystes par moustique et par infection a été de 1,7

(entre 0 et 73) pour les infections CQ et 0,4 (entre 0 et 9) pour les infections SP. La

moyenne géométrique du nombre d'oocystes par moustique positif a été de 3,5

après le traitement CQ et 1,6 après le traitement SP (p<O,Ol par le test U de

Mann & \Vhitney); elle a été plus élevée pour les infections CQ résistants que

pour les CQ sensibles (3,1 vs. 2,5: p<O,05 par le test U de Mann & Whitney),
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Prévalence
l'ollrccntilgc

Effectif des Moyenne Moyerme
total

de arithmétique géométriqueporteurs moustiques
(n) infectants à du nbre dunbre

J7
positifs d'oocystes d'oocystes

par moustique par moustique
positif à J7

CQ Sensibles 9 22% 30% 0/8 2/5

SP
IF;) 11"':'ld.l rl'S')

Rés istall ts

Sensibles

24

21

63S'é 1/9

0,4

3/1

1/6

Tableau 3. 11. Rendement de l'intl'dion d'Ali. tlm!)iclIsis ilU stilde oocyste prémature
(il J7 du gnrgL'nwnt) p,n de~ p(Jrkllr~de gilmétocytes de P. [alClparum prélevés
7 jours ,lprè~ un tr,litement ,) b chl11rnquinl' (= CQ) ou à lil sulfadoxine­
pyriméth,1I11Ïne (= SP).
(Scuh les ~or,c;CIllL'nl' 111 1LYl.lll 1au 111\1111' l 111l1U"llLjUL' ~ur 9c:>'o1mmés ont été pris en compte)

Prévillence Pourcentilge Moyenne Moyenne

Effectif des de arithmétique géométrique

tota] porteurs moustiqul's du nbre du nbre
infectants à positifs d'oocystes d'oocystes

J7 par moustique par moustique
positif
àJ7

Q 13 53/8(7r 25/1 % 7/3 8/3
(Palujcct®)

CQ 6 12/89<- 0/2 1/3

Tableau 3. 12. J~endement de l'infection d'An. aralliet/sis au stade oocyste prémature
(à J7 du gorgement) par des porteurs de gamétocytes de P. falciparum recrutés à
Thiès en 1998 et ayant déclarés un traitement par la quinine (Paluject®=Q)
ou à la chloroquine (= CQ) au moins 7 jours avant le gorgement.
(Scul ... 1es f;orgcrncnh infL'Clant au moins 1 mOll~tiqul' sur 9 examinés ont été pris en compte)
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• Avec les infections effectuées à Thiès: l'analyse porte sur 19 porteurs de
gamétocytes de P. fa/ciparI/11I; dont 6 traités par la CQ et 13 par la Q.

La prévalence des gorgements infectant au moins un moustique à travers

la membrane a été de 53,8% (7/13) et 50 c!c; (3/6) respectivement après les

traitements Q et CQ (p=0,64 par le test exact de Fisher).

Le pourcentage de moustiques trouvés positifs à p du gorgement a été de

25,1 % avec les infections Q (n=7) et 12,8(i(. avec les infections CQ (n=3); mais la

différence n'<1 p<l~ été statistiquement signilicZltin> (tZlbleZlu 3. 12.: p>0,05 par le test

U de Mann et \\ïthney).

Le nombre moyen d'oocystes par mou~tique et pZlr infection a été de 7,3

(entre °et 252) pour les infections Q ct 0,2 (entre 0 el 2) pour les infections CQ. La

moyenne géométrique du nombre d·oocy~t\.'~ pM mou~tique positif a été de 8,3

pour les infections Q et de 1,3 pour les infectIOns CQ.

La compZlrZlison entre les SUjels rL'si~t,ll1ts et sensibles au traitement n'a pas

pu être faite, CH tl..)llte~ ll's infections sur lesquelles l'analyse a porté ont été

résistantes avec lZl CQ. Cne scu!l' infcction résistLHl!L' L1 la Q a rén!lé un nombre

moyen d'ooc)'stes par moustique positif ;1 Ji du gorgement égZlI Zl 2,8.

3.3.8. Renden1ent de l'infection des moustiques entre J3 et J7

Le rendement parasitaire du cycle sporogonique entre le jeune oocyste (à J3

du gorgem.ent) et l'oocyste prémature (.'1 J7 du gorgement) a été évalué sur la base

d'un minimum de 9 estomacs examinés par porteur. Seuls les gorgements avec

des moustiques trouvés positifs au moins .'1 une des deux étZlpes de la recherche

des formes oocystes ont été pris en compte. Les résultats on t ainsi concerné 17

porteurs de gamétocytes de P. f17/ciJ!Il/ïll/l consl'cutifs à un accès palustre simple

traité avec la CQ (n=5) et la SP (n= 12).

• Parmi les souches traitées J\'ec la CQ, une (20'>é) a été sensible et 4 (80%)

ont montré une résistance il1 Z'ii'o au traitement. Le nombre de gamétocytes par

~l de sang a été en moyenne dl' 9·!.

Le pourcentage de moustiqul's positifs a l'té de 33,5cié à J3 et 20% à J7 (p=0,3

par le test de \'Vilcoxon). l'our les 5 gorgl'l1Wnts infectants, la moyenne

arithmétique du nombre d'oocystes par moustique a diminué de 1,0 à J3 à 0,5 à J7

du gorgement (p=0,35 par le test de Wilcoxon). De même, le nombre moyen

d'oocystes par moustique positii a diminué de 2,9 à 1,7 entre J3 et p.
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• Chez les porteurs traités avec la SP (tous sensibles), le nombre de

gamétocytes par III de sang a été en moyenne de 216.

Le pourcentage de moustiques positifs a significativement diminué de

24,4% à J3 à 5,3% à J7 (p=0,006 par le test de Wilcoxon). La moyenne arithmétique

du nombre d'oocystes par moustique a varié de 0,5 à J3 à 0,14 à J7 (p=0,03 par le

test de Wilcoxon); et le nombre moyen d'oocystes par moustique positif a

égalemement diminué de 1,6 à 0,8 entre J3 et 17.
Le calcul rendement de l'infection a permis d'évaluer entre J3 et 17 la

survie des oocvstes chez les femelles survivantes d'Ali. nrn/Jiellsis infectées. Le

rendement a été calculé suivant le rapport: [(nombre moyen d'oocystes par moustique

positif à J7 x proportion de moustiques positifs à J7) / (nombre moyen d'oocystes par

moustique positif à J3 x proportion de moustiques positifs à J3)]

Le rendement a été de llA a\'<.'c les mousliqul's infectl;s "près tL,itement CQ

et de 0,1 avec ceux in!L'clés élprès traitement SI'; en d'autres termes, 4 oocystes de

P. falcipnru/11 sur il) prl'sents il J3 ont survécu ZI 17 chez 1Î1I. i7ralncl1sis infecté

après traitement CQ contre 1 seul oocys1L' sun'ivant à 17 après tr"itement SP.

Le rendement de OA ohtenu pnur le trélitl'ment CQ concerne en maiorité (83 %)

P. faicipanllll résist,1l1t ,1 l" CQ. Cl' rendement 11(' peut donc pas être rapporté aux

souches CQ sensibles.

Par ailleurs la densité gamétocytaire n'a pas significativement influé sur le

rendement de l'infection des moustiques aussi bien après le traitement CQ

(ccefficient de corrélaton r=O,l1) qu'après le traitement SP (cœfficient de

corrélation r=0,(9).

3.3.9. Comparaison de l'infection avant et après le traitement

Les résultats portent sur 14 porteurs de gamétocytes 03 traités par CQ et

1 traité par Sr) en accès palustre il P. f17/ciparzllll dont les gorgements de

moustique avant (JO) et après (7) le traitement ont permis d'évaluer l'infectivité

des gamétocytes de P, fa/cipanllll <tableau 3. 13),

La prévalence des porteurs avec au moins une femelle d'An. arabiensis

infectée à J7 du gorgement a été de 2l)(i~ (4/14) avant le traitement contre 64%

(9/14) après le traitement.

Le pourcentage de moustiques positifs J 17 du gorgement a varié de façon

significative de 27% avant le traitement antipalustre à 41'70 après le traitement

CQ (p:::::O,03 par le test de Wilcoxon); et respectivement de 0 à 6% après le

trai temen t SP.
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Avant traitement Après traitement

CQ sr cQ sr
N011l.bre d'estomacs 335 :::'ll 356 29

examinés

Moyenne ari thmétique
du nombre de 53 8 163 16

gamétocytes par III de
(3-193) (3-111·U)

sang
(min-max)

Pourcentage
27% () r ( .f 1 S; 6Séde femelles positives

Moyenne arithmétique
du nombre d'oocystes 0,8 0 ") - 0,06-,:)

par moustique

Moyenne géométrique
du nombre d'oocystes 2,4 0 4,1 1,0

par moustique
positif

1

! .

Tableau 3. 13. Comparaison du rendement de l'infection d'Allophclcs aral'ù'l1sis par des porteurs

de gamétocytes de P. fa1cipalïll1/ a\,111t t'l après le traitement il la chloroquine

(CQ, n=13 porteurs) ou il la sull.ldl)xine-pyriméthamine (SP, n=l porteur).

(Seuls les gorgl'ml'nts infl'ctant au moin ... l mou'-tlllUL' "ur 9l'xaminé" ont été pris en compte)



Le calcul du cœfficient K (Graves et al., 1987) a été effectué selon la

formule: [prévalence moyenne des porteurs de gamétocytes] x [pourcentage moyen de

moustiques positifs par infection]. Ce cœfficent représente la probabilité que possède

un moustique de s'infester en prenant un repas de sang sur un membre d'une

population donnée. Ainsi le cœfficient K calculé sur la base de la formule ci­

dessus a varié respectivement de 0,08 à 0,26 avant et après le traitement, soit une

augmentation de la probabilité d'infection de moustique de facteur 3 après le

traitement par la CQ.

Le nombre moyen d'oocystes à J7 du gorgement par moustique et par

infection a été de 0,8 avant le traitement et 2,5 après le traitement CQ (p=O,04 par

le test de Wilcoxon); et respectivement de 0 et 0,06 avant et après le seul

traitement sr analysé dans ce chapitre. La moyenne géométrique du nombre

d'oocystes par moustique positif a significativem.ent augmenté de 2,4 avant le

traitement à 4,1 après le traitement par la CQ (p<O,OS par le test U de Mann &

Whitney).
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3. 4. Discussion

La prévalence des accès simples à Plasmodium falciparum enregistrés

entre Septembre-Décembre a été plus élevée à Pikine qu'à Dakar chez les

personnes consultant dans les dispensaires privés.

Notre étude a révélé: (1) une persistance de la chloroquinorésistance de

P. falciparum à Dakar, (2) une efficacité de la sulfadoxine-pyriméthamine sur les

souches de la région de Dakar, (3) une gamétocytémie chez les malades et une

infectivité pour le vecteur élevées après le traitement, en particulier avec les

infections chimiorésistantes.

De nombreuses études ont aussi rapporté une augmentation de la

gamétocytémie de P. fnlcÎpanl111 après un traitement par la chloroquine

(Shapira & Schwalbach, 19R8; Hogh et al., 1995 et 1998; Boudin et al., 1996; Robert

et al., 1996; Robert & TrJpe, 1998; f3uckling et ni., 1999), la sulfadoxine­

pyriméthamine <Shute & Maryon, 1954; Hogh et al., 1998) et la quinine

(Mackerras & Ercole, 1949). Les prévalences gamétocytaires n'ont pas varié en

fonction de l'âge; ceci pourrai t être une conséquence du faible niveau de

prémunition des populations de Dakar et de Thiès où la période de transmission

du paludisme excède rarement 4 mois. D'ailleurs Githeko et al. (1992) ont

montré qu'en zone endémique, les plus fortes prévalences sont généralement

observées dans la tranche d'âge la moins prémunie (enfants de moins de la ans);

et que cette tranche d'âge constitue le principal réservoir potentiel de parasites

pour les vecteurs du paludisme.

Les antimalariques tels que la pyriméthamin~ peuvent avoir une action

négative de courte durée (1 à 2 heures) sur la gamétocytémie; et que l'infectivité

des gamétocytes est rétablie entre un et dix jours après le traitement (Fairley,

1946; Mackerras & Ercole, 1947). Ainsi, les résultats des infections de moustiques

au stade oocyste ont montré que les gamétocytes de P. falciparum sont infectants

pour le moustique sept jours après le traitement. Des observations comparables

ont été effectuées par Njokou et al. (1999) au Cameroun. De plus le risque

d'infection des moustiques augmente après le traitement; même si Klein et al.

(1991) ont observé que le rendement de l'infection des moustiques par les

gamétocytes de P. falciparum était comparable avant le traitement et vingt et un

jours après le traitement. Cette différence avec nos observations est

probablement à mettre à l'actif de la densité gamétocytaire. Selon Boudin et al.

(1989) la densité gamétocytaire du donneur est un facteur déterminant l'infection

des moustiques. En effet la gamétocytémie a été maximale au moment de

l'infection des moustiques (sept jours après le traitement) alors qu'elle a
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diminué au moins de moitié après le 14ème jour, période au cours de laquelle

les observations de Klein et al. ont été faites.

L'infectivité des porteurs de gamétocytes de P. falciparum pour les

moustiques a été plus élevée avec la quinine et la chloroquine qu'avec la

sulfadoxine-pyriméthamine. Nos observations sont en accord avec celles de

Hogh et al. (1998) en laboratoire. Ces auteurs ont enregistré une augmentation de

l'infectivité des gamétocytes de P. falciparum et P. hcrghci pour les moustiques

après le traitement par la chloroquine et, par contre une réduction de cette

infectivité après le traitement par la sulfadoxine-pyriméthamine. Par ailleurs,

l'infectivité des porteurs de gamétocytes pour les moustiques a augmenté pour

les infections chloroquinorésistan tes. Elle a été proportionnelle à la

gamétocytémie après le traitement par la chloroquine. Hogh et al. (1998) ont

montré que contrairement aux infections chloroquinorésistantes, les infections

résistantes à la sulfadoxine-pyriméthamine développaient moins de

gamétocytes. Ces observations suggèrent un effet inhibiteur de la sulfadoxine­

pyriméthamine sur l'infection des moustiques par les porteurs de gamétocytes de

P. falciparu11l, et à l'inverse une plus grande capacité des souches résistantes à la

chloroquine à poursuivre leur développement chez le vecteur; ce qui pourrait

expliquer le maintien à un niveau élevé de la chloroquinorésistance de

P. fa1ciparu11l dans la reglon de Dakar. Les premières infections

chloroquinorésistantes ont été observées pour la première fois à Dakar en 1984

(Brandicourt et al., 1986) et ont rapidement augmenté pour atteindre à la fin des

années 1990 des prévalences de l'ordre de 47% (Trape et al., 1989; Gaye et al.,

1991). Sokhna et al. (1997) ont enregistré à Pikine une prévalence de la

chloroquinorésistance de 45% en 1994. Par conséquent nos observations sont en

faveur d'une augmentation de la chloroquinorésistance dans la région de Dakar

(55%: comparable entre les résidents de Dakar et ceux de Pikine+autres

banlieues); mais une telle conclusion ne saurait être déduite directement car

Sokhna et al. ont effectué des tests de 14 jours <Contre 28 jours pour notre étude).

Toutefois, si on ne considère que les résistances parasitologiques observées dans

un même délai (14 jours), la prévalence est ramenée à environ 43%, donc

voisine de celle observée par Sokhna et al. (1997). Les résistances parasitaires à la

chloroquine <33%) et à la quinine (21 %) relevées à Thiès ont été respectivement

déduites sur un délai de 15 jours et 30 jours. Ainsi le taux élevé enregistré avec la

quinine pourrait être attribué à des réinfections car 5 des 6 infections (soit 83%)

considérées comme résistantes ont déclaré avoir reçu leur traitement 30 jours

avant la nouvelle consultation. En tenant compte de son élimination rapide

dans le plasma (demi-vie= 15 à 18 h) et de l'incertitude des informations

recueillies chez les patients, la prévalence des infections résistantes à la quinine
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pourrait ainsi concerner qu'un seul patient (4%) traité 15 jours auparavant. Ce

taux est comparable à celui obtenu sur un seul mois par Gaye et al. (1997) à Dakar.

D'une manière générale les résistances parasitaires enregistrées in vivo et in

vitro au traitement par la chloroquine concordent avec les observations faites par

Sokhna et al. (1997) à Dakar et dans les régions avoisinant Thiès (cas de Niakhar

à environ 70 km par route de Thiès).

Selon Trape et ni. (1998), la diffusion de la résistance aux antipaludiques

aurdit un Impact sur le niveau de la mortalité palustre dans la plupart des

contextes épidémiologiqucs rencontrés l~n Afrique subsaharienne. Cette situation

ne serait donc p"s seulement impllt"bll' Z1 1., stratégie thérapeutique comme l'ont

suggéré Druilhe & Brasseur (190-1), mais égalem('nt à une plus grande capacité

qu'ont les souches ré>~istantes .) être transmises par les \'ecteurs (Robert & Trape,

1998). Cette hypothl'se l'st en "ccord ,1\'ec nos obsen'ations relatives aux

infections de moustiques obtenues à partir des porleurs de gaméloc~'tcs résistants

ou sensible~ au traill'n1l'nt antlpilluslre. En effet le rendement au stade oocyste

des infection~ de nWllstiqlHJ par P. ttllciptlrlllJl a été plus t-levé chez les

chloroquinorésistiln b que cheL les sensibles.

Le rendement des infl'ctllms de moustique par les souches de P. fnlcipnrulJl

sensibles à la qUll1ll1e a étl> aussI élevé que celui des souches

chloroquinorésistantes. Ces obsen'"tions concordent avec les études antérieures

(MacKerras & [rcole, 19-19; \Vilkinson el al., 1976; Smalley, 1977; Tchuinkam et

al., 1993) qui ont montré que ]" quinine comme la chloroquine avaient peu

d'effet sur l'infectivité des gamétocytes, de même que sur la sporogonie

(Chutmongkonkul et al., 19S12). Contrairement à la pyriméthanine dont l'effet

sporonticide décrit par Terzian el al. (1968) pourrait expliquer le faible rendement

à l'infection des moustiques enregistré avec les souches de P. falciparu11l

sensibles. Selon Laing (1956) et Burgess & Young (1959), cet effet sporonticide

serait limité aux souches sensibles. Toutes ces observations suggèrent une

efficacité des souches plasmodiaJes résistantes à se propager dans les régions

d'endémies palustres où elles sont transmises préférentiellement par les

vecteurs.

L'étude cinl,tique de la sporogonie de P. /aicipnnnll a permis d'évaluer le

rendement parasitaire à différents stades de développement (Rosenberg &

Rungsiwongse, 1991; Vaughan et al., 1992 et 1994; Al\'ono-Ambene & Robert,

1998; Robert et al. 1998). Le rendement parasitaire enregistré au stade oocyte

(entre J3 et J7 du gorgement) a été plus élevé après le traitement par la

chloroquine que celui observe- après le trai temen t par la su lfadoxine­

pyriméthamine; ceci confirme les observations faites précédemment sur le

pouvoir sporonticide de la pyriméthamine bien que ce rendement ait été obtenu
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à partir de P. falciparu1l1 résistant à la chloroquine et sensible à la sulfadoxine­

pyriméthamine. Ces observations ont été publiées (Awono-Ambene & Robert,

1998) et les rendements obtenus ont été plus faibles que ceux de Gouagna et al.

(1998). Cette différence réside probablement dans le fait que le contexte

épidémiologique de ces deux régions n'est pas identique. Le niveau endémique

plus élevé dans le cadre de l'étude de Gouagna et al. qu'à Dakar pourrait

contribuer à augmenter la susceptibilité du vecteur à l'infection par le parasite.

Par ailleurs, l(~s infections de Gouagna et al. ont été réalisées avec

An. gambiac S.S., généralement considéré cornme plus susceptible il l'infection

qu'An. arabicJlsis (Coluzzi, 19R-l).

En récapitulatif, les gam(>toc~'tes dl~ P. fillciJllllïll1l sont fréquemment

observés dans le sang des patients apr<:~s le traitement d'un accès palustre simples

à P. faiciparIl1l1 par la chlnroquinl', la sulfadoxine-pyriméthamine et la quinine.

Leur capacité il poursuivre !l-ur développement chez le moustique semble plus

élevée pour les mll'cllons résiq,\lItes que pour les infections sensibles à la

chloroquine. PiU aJlleurs l'action inhibitrice de la sulfadoxine-pyriméthamine

pourrait limiter la tran<;miSSlon du paludisme.



Chapitre 4.

Infections expérimentales d'An. arabiensis et
comparaison entre le gorgement direct et le

gorgement à travers une men1brane
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4. 1. Introduction

L'étude des vecteurs du paludisme en insectarium a été d'un apport non

négligeable dans la connaissance de leur bioécologie (Holstein, 1952; Armstrong

& Bransby-William, 1961; Gillies & DeMeillon, 1968; Foster, 1980; Desfontaines et

al., 1991).

Par ailleurs l'étude des relations hôte-vecteur a originairement été basée

sur des infections expérimentales directement à travers la peau des porteurs de

gamétocytes (Muirhead-Thomson & Mercier, 1952; !\1uirhead-Thomson, 1954 et

1957). Mais depuis la mise au point d'un procédé expérimental de gorgement des

moustiques par Rutledge et al. (1964), cette étude s'est beaucoup développée vers

la recherche des facteurs susceptibles de bloquer la transmission du paludisme

(Carter & Chen, 1976; Vermeulen et al., 1985; Kaslow al., 1<192 et 1<193; Lensen et

al., 1996).

Il a été démontré que les gamétocytes de Plas11lodiulIl falciparulIl

atteignent leur maturité au bout de 8 à 10 jours; ils sont alors retrouvés dans la

circulation sanguine périphérique (Smalley,1976; Jensen, 1979). Mais la

localisation des gamétocytes en cours de formation s'effectue dans la moelle

osseuse et dans la rate. Landau et al. (1979) et Dei-Cas et al. (1980) ont observé un

nombre de gamétocytes matures et infectants généralement plus élevé dans un

repas de sang de moustique que dans un prélèvement sanguin de volume

équivalent. Ces observations suscitent quelques interrogations sur la sensibilité

des méthodes de gorgement de moustique utilisées expérimentalement pour

évaluer la transmission de p, jalciparum par son vecteur. Une étude

préliminaire montrant que les anophèles se gorgent mieux sur membrane de

baudruche que sur Parafilm® a guidé notre choix sur la membrane de

baudruche.

Des infections expérimentales d'An. ara1JicrIsis ont été réalisées de

Septembre à Décembre 1998 avec les porteurs de gamétocytes recrutés parmi les

populations urbaine et rurale de Thiès. Elles ont permis d'évaluer l'infectivité

des gamétocytes de P. jalciparum chez le moustique selon qu'ils aient été ingérés

à travers la peau ou à travers une membrane de baudruche.
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4.2. Matériels et Méthodes

4.2. 1. Recrutement des porteurs de gamétocytes de P. falciparum

Les porteurs de gamétocytes de P. falciparum ont été recrutés de Septembre

à Décembre 1998, sur la base de gouttes épaisses parmi les patients consultant à

Thiès pour un contrôle parasitologique consécutif à un accès palustre traité ou

non traité avec un antimalarique.

Les gouttes épaisses prélevées au niveau du doigt de chaque patient ont été

colorées sur place avec une solution à 6% de Giemsa diluée avec de l'eau

minérale (Pierval®). La lecture a été faite au microscope optique et l'objectif à

immersion (grossissement 1000). La recherche des gamétocytes de P. falciparu111 a

été effectuée sur la base de l'examen d'au moins 50 champs microscopiques

successifs. Seuls les porteurs âgés de plus de 5 ans ont été inclus dans le protocole,

avec leur accord ou celui des parents pour les mineurs après qu'ils aient été

informés du déroulement et de la finalité de l'expérimentation (cf. fiche4).

Tous les porteurs volontaires, d'une part ont été prélevés au niveau de la

veine du pli du coude pour permettre le gorgement des moustiques sur

membrane, d'autre part ont été utilisés pour gorger les moustiques directement à

travers la peau, immédiatement après le prélèvement.

4. 2. 2. Collecte et préparation des moustiques avant le gorgement

Les moustiques appartenant à l'espèce Anopheles arabiensis ont été

récoltés à l'état larvaire dans les gîtes de la région de Dakar. Les larves ont été

élevées en insectarium et les conditions d'élevage ont été identiques à celles que

nous avons relevés dans le chapitre 3. 2. 4.

Les femelles adultes émergées 3 jours auparavant ont été placées dans des

pots en carton de 40 ml contenant chacun environ 35-40 moustiques. Le

gorgement a été effectué à Thiès où les porteurs ont été recrutés. Le transport des

moustiques entre Dakar et Thiès a été effectué en cabine de voiture à air

conditionné à environ 25 oc. Les pots de moustiques ont été au préalable rangés

dans une caisse isolante en présence de serviettes mouillées afin de maintenir

un taux d'hygrométrie élevé. La température à l'intérieur de la caisse a été

enregistrée (voir ficheS) à l'aide d'un thermomètre à mercure à l'ouverture de la

caisse à Thiès (aller) et à Dakar (retour). Chaque porteur volontaire a

successivement accepté (1) d'être prélevé pour le gorgement des moustiques à

4 -voir fiche en annexe page 141
5 - voir fiches en annexe page 142.



83

travers la membrane de baudruche et (2) de gorger directement les moustiques

placés au contact de sa peau (mollets).

4. 2. 3. Le gorgement expérimental des moustiques

Deux procédés de gorgement ont été testés à partir des mêmes porteurs

pour le gorgement des femelles d'An. arabiensis: le gorgement indirect à travers

la membrane de baudruche avec du sang veineux et le gorgement direct à travers

la peau du volontaire.

a. Le gorgement à travers la membrane

Le dispositif expérimental a été présenté dans le chapitre 3. 2. 4. Le sang

prélevé au niveau de la veine du pli du coude de chaque porteur a

immédiatement été mélangé à un anticoagulant (héparinate de lithium) avant

d'être placé dans les cellules de gorgement de 1,5 ml. Les moustiques assoiffés 6 à

8 heures avant le début du gorgement ont été ensuite mis au contact de ce sang

par l'intermédiaire de la membrane et le gorgement a duré la minutes. Le délai

entre le prélèvement de sang du porteur de gamétocytes et le début du

gorgement n'a pas excédé 5 minutes. Entre deux gorgements, les membranes de

baudruche ont été lavées à l'eau de robinet, traitées à l'alcool à 95°, séchées puis

replacées sous la cellule. Lorsqu'elles n'ont pas été trouées accidentellement au

cours des manipulations, les membranes de baudruche ont été réutilisées.

Les gorgements de moustiques ont été effectués en deux temps au cours

desquels les premiers pots de moustique gorgés pendant la mn ont été remplacés

par d'autres pots pour la même durée de gorgement; au cours de cette opération

le sang contenu dans la cellule ainsi que la membrane ont été laissés tel quel.

b. Le gorgement direct à travers la peau

Le gorgement direct à travers la peau a été effectué immédiatement après

le prélèvement de sang, en même temps que se déroulait le gorgement sur

membrane. Le porteur a été installé sur un banc en face de l'enquêteur chargé de

maintenir les pots de moustiques sur les deux mollets. Les moustiques ont été

placés au contact des mollets droit et gauche du porteur pendant 15 minutes dans

une pièce obscure. Aucun produit (alcool, savons, etc.) susceptible de modifier

l'agressivité des anophèles et/ou l'infectivité des gamétocytes n'a été appliqué

sur les mollets du volontaire avant le gorgement des moustiques. A la fin du

gorgement, les pots de moustiques ont été rangés dans la caisse de transport. Les
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mollets ont ensuite été lavés à l'eau et au savon. Une pommade

décongestionnante (Eurax® ou Phenergan®) a été appliquée sur les mollets à la

fin du gorgement. Le confort du porteur de gamétocytes a primé sur

l'expérimentation et il a été decidé que cette dernière devait immédiatement être

interrompue à la demande du patient.

Les patients ont été interrogés sur leur préférence par rapport à la méthode

de gorgement des moustiques: directe à travers à la peau ou par prélèvement

sanguin à travers la membrane.

4. 2. 4. Traiten1ent des n10ustiques après le gorgement

a. Conservation des moustiques gorgés

A la fin du gorgement, tous les pots de moustique ont été placés dans la

caisse de transport dans les mêmes conditions qu'au départ de Dakar. De retour à

l'insectarium de Dakar (27-28 oC et 70-85% d'humidité relative), les moustiques

gorgés ont été triés à l'aide d'un aspirateur à bouche et placés dans des pots en

cartons de 150 ml avec une densité de 10 à 15 moustiques par pot. Un tampon

imbibé de solution sucrée à 20% a été placé au dessus de chaque pot et renouvelé

quotidiennement jusqu'à la dissection. Le nombre de moustiques gorgés morts a

été dénombré quotidiennement. Aucun repas de sang supplémentaire n'a été

proposé aux moustiques entre le gorgement et leur dissection.

b. Dissection et recherche des formes oocystes

La dissection des moustiques survivants a été effectué 7 jours après le

gorgement pour la recherche sur les estomacs de moustiques des formes oocystes

prématures de P. faiciparum, traduisant une infection du moustique par le

porteur de gamétocytes.

Les moustiques préalablement endormis au chloroforme ont été disséqués

sous une loupe binoculaire (grossissement xI20). Les estomacs ont été placés dans

une goutte de mercurochrome et les oocystes ont été recherchés au microscope

optique et au grossissement 400. Les oocystes ont été dénombrés pour chaque lot

en fonction du type de gorgement, de l'origine des moustiques, ...; et le nombre

d'oocystes par moustique a été porté sur une fiché.

6 - voir fiche en annexe page 143.
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4. 3. Résultats

Les résultats présentés dans cette partie de l'étude ont été enregistrés à

partir des gorgements expérimentaux de moustique effectués au niveau du

Service de Lutte Anti-Parasitaire (SLAP) de Thiès. Les données ont été recueillies

entre Septembre et Décembre 1998 chez 60 volontaires, porteurs de gamétocytes

de Plasmodium falciparum résidant à Thiès.

4. 3. 1. Le taux de gorgen1ent des n10ustiques

Les taux de gorgement ont été enregistrés à partir de 43 tests avec des

porteurs de gamétocytes de P. fa1ciparu111 effectués simultanément à travers une

membrane et à travers la peau du porteur.

Le taux moyen de gorgement des femelles sauvages d'An. arabiensis a

respectivement été de 65% et 33% (figure 4. 1.) à travers la peau et à travers la

membrane de baudruche (p<O,OOl par le test du X2). Ce taux a été comparable

entre les mollets droit et gauche (65% vs. 66%, p>0,5 par le test du x2) avec le

gorgement direct, et entre la première et la seconde tranche de 10 minutes

(34% vs. 32%, p>O,l par le test du X2) avec le gorgement sur membrane.

4. 3. 2. Conditionnement et survie des femelles gorgées

Au total 4335 femelles d'An. arabiensis gorgées ont été transportées entre

Dakar et Thiès. La durée du transport des moustiques a été en moyenne

(±écartype) de 1,4±0,2 heure avant le gorgement (aller) et 1,6±0,3 heure après le

gorgement des moustiques (retour), soit une durée totale de 3,0 heures de

transport pour les moustiques. Les minima et maxima de température à

l'intérieur de la caisse de transport ont été de 25,5 oC et 30,5 oC; l'écart de

température dans la caisse où ont été rangés les moustiques a été en moyenne de

+1,3 oC avant et après le gorgement des moustiques.

Dans ces conditions de transport, le pourcentage de moustiques morts à

l'ouverture de la caisse à Dakar (après le gorgement) a été de 0,6% (26/4335).

La survie des moustiques en insectarium à 27-28 oC et 70-85% d'humidité

relative a été évaluée quotidiennement au cours des 7 jours qui ont suivi le

gorgement; dans le lot de moustiques gorgés directement (= GD) et dans le lot de

ceux gorgés à travers la membrane (= GM).



86

70

60

-11"-....... 50....
s::
Q)

E 40
Q)

~
o
eo 30
Q)

"'0
x

~ 20 1

10 ,

.

o L---------L------.....: ----- ----- -- ----- -. -----.1 _

Direct Baudruche

Figure 4. 1. Taux moyen de gorgement (±écartype) des feme:les d'Anopheles arabiensis
enregistrés à travers la peau et à travers une membrane de baudruche à
partir des porteurs de gamétocytes de Plasmodium falciparum.

- - 0 - - Baudruche

---- Direct

765432

o
/ '
/', .....0 "-

:/
/ ~" .......... "'" "-"-,,-

/ ' ,-
/ 0

/ .
o
1

1
1

1
1

1
1

1
1

1
1

1
1

U-----I------+----+----f------+----+-----------j

14

12
~

~
<Il 10I:J
::J
0-..r::
." 8::J
0
e
<Il
I:J 6"'0

~
] 4..
0
e

2

0

0

r -

nombre de jours après le gorgcmcnt

Figure 4. 2. Mortalité des femelles d'Anophe1es arabiensis enregistrées par jour à
27-28°C et 70-85% d'humidité relative entre Jl et J7 après leur gorgement
avec du sang des porteurs de gamétocytes de Plasmodium falciparum.



87

Le taux global de survie a été en moyenne de 34% pour les GD et 27% pour

les GM, équivalent à une mortalité globale respective de 66% et 73% après sept
jours en insectarium (p:::O,09 par le test t).

Le pourcentage moyen de moustiques morts quotidiennement a été

comparable entre les GD et les GM (9% vs. 10%: p>0,5 par le test t; figure 4. 2.).

4. 3. 3. Infectivité des porteurs de gamétocytes de P. falciparum

a. Gamétocytémie des porteurs

Au total 60 porteurs de gamétocytes de P. falciparu1I1, dont 44 hommes et

16 femmes ont permis de gorger des moustiques dans le but d'évaluer le

rendement de l'infection de ces moustiques au stade oocyste entre le gorgement

direct et à travers la membrane. L'âge moyen (±écartype) a été de 19,7±9,8 ans

(extrêmes: 6 et 48 ans).

Le nombre moyen de gamétocytes par ~l de sang a été de 537 (extrêmes: 6 et

5800) à partir des gouttes épaisses confectionnées avec le sang prélevé au niveau

de la veine du porteur.

La méthode de gorgement sur membrane avec prélèvement a été préférée

par les patients au gorgement direct à travers la peau, car moins douloureuse et

mieux tolérée. Un seul patient sur 50 (O,5o/c) a déclaré préférer le gorgement direct

après plusieurs essais de prélèvements ratés.

b. Infectivité des porteurs

Les infections de moustiques ont été obtenues sur la base de la présence

dans les estomacs de moustique, des oc>cystes de P. fa1ciparum après examen à J7
du gorgement d'au moins 9 estomacs par porteur. Les résultats suivants

concernent 21 porteurs de gamétocytes de P. fa1ciparli171 recrutés à Thiès.

La prévalence des gorgements avec infection de moustiques à J7 du

gorgement a été comparable entre le gorgement direct et le gorgement sur

baudruche (52% vs. 57%, p=0,2 par le test exact de Fisher).

Le nombre de porteurs infectants les moustiques n'a pas significativement

varié selon une relation linéaire en fonction de la gamétocytémie aussi bien avec

le gorgement direct (r=0,3; p=0,23) qu'à travers la membrane (r=O,3; p=O,21).
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4. 3. 4. Rendement au stade oocyste des infections de moustiques par
Plasmodium falciparu111

L'analyse porte dans un premier temps sur le rendement de l'infection de

moustique obtenu à J7 du gorgement pour chaque méthode de gorgement; et par

la suite sur la comparaison de ce rendement entre les deux méthodes. Le critère

de prise en compte des données recueillies pour cette analyse a été d'examiner au

moins 9 estomacs par gorgemen t.

a. Rendement de l'infection des moustiques à travers la peau

Les résultats concernent 47 porteurs de gamétocytes de P. falciparum sur

lesquels les gorgements directs de moustiques ont été effectués (tableau 4. 1.).

Le pourcentage de moustiques positifs à }7 d'un gorgement infectant a été

en moyenne de 15,3%. La proportion de moustiques trouvés positifs à }7 du

gorgement direct n'a pas varié significativement suivant une relation linéaire en
fonction de la gamétocytémie des porteurs (r=0,30; p",0,07).

Le nombre d'oocyste par moustique a varié de 1 à 60. La moyenne

arithmétique du nombre d'oocysles par moustique et par infection a été de 0,95.

La moyenne géométrique du nombre d'oocystes par moustique positif a été de

3,0. Le nombre moyen d'oocystes trouvés à J7 du gorgement par femelle

d'An. arabiensis et par infection il travers la peau a varié relativement peu, mais

significativement suivant une relation linéaire en fonction de la gamétocytémie
des porteurs (r=0,40; p:::::O,Ol).

b. Rendement de l'infection des moustiques à travers la membrane

Les résultats portent sur 21 porteurs de gamétocytes de P. falciparum dont

le sang prélevé au niveau de la veine a permis de tester l'infectivité des

gamétocytes à partir des gorgements à travers la membrane des femelles

d'An. arabiensis.

Le pourcentage de moustiques positifs à}7 du gorgement a été de 19,7%. La

proportion de moustiques trouvés positifs à }7 du gorgement direct n'a pas varié

significativement suivant une relation linéaire en fonction de la gamétocytémie
des porteurs (r==O,56; p",O,008).

Le nombre d'oocystes par moustique a varié de °à 252 et la moyenne

arithr.1étique du nombre d'oocystes par moustique et par infection a été de 4,4. La

moyenne géométrique du nombre d'oocystes par moustique positif a été de 4,6.

Le nombre d'oocystes trouvés à J7 du gorgement a fortement varié suivant une

relation linéaire en fonction de la gamétocytémie des porteurs (r=0,59; p"'0,004).
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Direct Baudruche
Nombre de gorgcmcnts

avec au moins 9 moustiques
47 21examinés

Moyenne arithmétique du
596 387nombre de gamétocytes/

~I de sang

Pourcentage de moustiques
15,3% 19,7%positifs

Moyenne arihmétiquC' du
nombre d'oocystcs par 0,95 4,4moustique

Moyenne géométrique du
nombre d'oocystes par 3,0 4,6moustique positif

Tableau 4. 1. Infections directes (= Direct) et à travers la membrane (= Baudruche) de femelles
d'An. arabiensis à partir des porteurs de gamétocytes de P. fa1ciparum recrutés à
Thiès entre Septembre et Décembre 1998.
(Seuls les gorgL'ments in fL""t.l 111.HI moins l mOllsliglll' sur 9 C'xaminé's ont été pris C'n compte)

Direct Baudruche

Prévalence des gorgements 52% 57%
infectants

Pourcentage de moustiques
19% 20%positifs

Moyenne arihmétique du
4,6 12,9nombre oocystes par

moustique

Moyenne géométrique du
3,5 5,5nombre oocystes par

moustiqueposi ti f

Tableau 4. 2. Comparaison du rendement des infections de femelles d'An. amblensis par
P. falciparum entre le gorgernent direct et le gorgement sur membrane de baudruche
chez 21 porteurs de gamétocytes (avec 387 garnétocytes/Ill de sang en moyenne).
(Seuls les gorgcmC'nts mfl'Ctanl au moins l mou~ligu(' ~ur 9l'xaminés ont été pris l'n compte)



4.3.5. Comparaison de l'infection des moustiques entre le
gorgement direct et le gorgement à travers la membrane

Dans ce chapitre, l'analyse porte sur les gorgements simultanés à travers la

peau et la membrane effectués à partir de 21 porteurs de gamétocytes

(tableau 4. 2.).

La prévalence des infections réussies avec présence d'oocystes à 17 du

gorgement a été comparable entre le gorgement direct et le gorgement sur

membrane (52% vs. 57%, p=O,2 par le test exact de Fisher).

De même le pourcentage de moustique positif n'a pas significativement

varié entre la peau et la baudruche (19% vs. 20%, p=O,6 par le test de Wilcoxon).

La proportion de moustiques trouvés positifs à J7 du gorgement direct n'a pas

varié significativement suivant une relation linéaire en fonction de la

gamétocytémie des porteurs (r=O,13; p=O,72); par contre la relation linéaire entre

la proportion de moustiques positifs et la gamétocytémie des porteurs a été

significative à travers la membrane (r=O,56; p::::O,008).

Le nombre moyen d'oocystes par moustique et par infection réussie au

moins dans un des deux cas a varié de 4,6 avec le gorgement direct à 12,9 avec le

gorgement sur membrane (p::::O,03 par le test de Wilcoxon); il a varié suivant une

relation linéaire en fonction de la gamétocytémie aussi bien avec le gorgement

direct (r=O,64; p::::O,Ol) qu'à travers la membrane (r=O,64; p::::O,009). Par ailleurs le

nombre moyen d'oocystes par moustique a varié suivant une relation linéaire

en fonction du nombre de moustiques positifs avec le gorgement direct (r=O,70;

p=O,Ol); par contre cette relation n'a pas été observée avec le gorgement à travers

la membrane (r=O,06; p=O,86).

La moyenne géométrique du nombre d'oocystes par moustique positif a

été de 3,5 avec le gorgement direct et 5,5 avec le gorgement à travers la

membrane (p<O,Ol par le test U de Mann & Whitney).
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4. 4. Discussion

Les infections de moustique par les gamétocytes de P. falciparum ont été

obtenues à partir des gorgements naturels à travers la peau des porteurs

(Muirhead-Thomson, 1954; Githeko et al., 1992) ou à travers une membrane

artificielle selon le procédé de Rutledge et al. (1964).

Les taux de gorgement des moustiques ont été plus élevés avec les

infections naturelles (gorgement direct) qu'à travers la membrane. Des taux

comparables (39%) ont été enregistrés par Robert (1998) à travers cette même

membrane avec les mêmes souches de moustiques (souches sauvages).

L'étude de la survie en insectarium des moustiques gorgés a révélé une

mortalité moyenne journalière de 10%. Par ailleurs Robert et al. (1990) ont

montré que l'infection n'entraînent pas une mortalité précoce des moustiques.

Nos résultats _obtenus 7 jours après le gorgement peuvent être comparés avec

ceux de Robert (1998) qui a observé avec la même souche un taux moyen de

survie de 28,8%, six jours après l'émergence des moustiques. Cependant d'autres

auteurs ont observé une augmentation de la mortalité des femelles infectés

(Gad et al., 1979; Klein et al., 1982); en particulier dans le cas des densités de plus

de 10 oocystes par moustique (Klein et al., 1986). Le pourcentage de moustiques

survivants n'a pas varié entre le gorgement direct et le gorgement à travers la

membrane.

La proportion des porteurs infectants et le nombre de moustiques positifs

ont été comparables entre le gorgement direct et le gorgement à travers la peau.

Le nombre de porteurs infectants les moustiques a été plus élevé (de l'ordre de

50%) comparé à celui obtenu par Muirhead-Thomson (1957) ou Githeko et al.

(1992), soit respectivement 9 et 10% des porteurs infectant naturellement les

moustiques. Les faibles gamétocytémies (30-50 gamétocytes par ~l de sang)

obtenues par ces auteurs pourraient expliquer cette différence. Nos observations

concordent avec celles de Boudin et al. (1993) à travers la membrane

(environ 48%). Par ailleurs les proportions de moustiques positifs enregistrées

par Muirhead-Thomson (21 %) et Githeko et al. (17%) à travers la peau, et Boudin

et al. (11,5%) à travers la membrane varient dans le sens de nos observations.

Les rendements parasitaires obtenus chez le moustique au stade oocyste à

travers la peau des porteurs de gamétocytes sont comparables à ceux enregistrés

par Muirhead-Thomson (1957) et Githeko et al. (1992) chez An. gambiae S.S.; soit

des moyennes de l'ordre de 1 à 12 oocystes par moustique positif. Le rendement

des infections au stade oocyste obtenu par Boudin et al. (1993) à travers la

membrane (1,8 oocystes/moustique positif) a été très faible comparé à celui que

nous avons enregistré avec la membrane de baudruche (5,5 oocystes/moustique



positif). Cette différence entre nos observations et celles de Boudin et al. pourrait

provenir des caractéristiques de l'échantillon, et particulièrement à la densité

gamétocytaire des volontaires; nos observations ont en majorité été effectuées

après un traitement antipalustre (souvent associé à une gamétocytémie élevée),

ce qui n'a pas été le cas pour les observations de Boudin et al. (1993).

Le rendement parasitaire de P. falciparum a été plus élevé à travers la

membrane qu'à travers la peau, avec un nombre de moustiques positifs

comparable. Les mêmes résultats ont été obtenus par Collins et al. (1964). Par

contre d'autres auteurs ont enregistré des rendements parasitaires comparables

entre les deux méthodes de gorgement (Graves, 1980) ou parfois favorables au

gorgement direct (Vanderberg & Gwadz, 1980).

Le rendement de l'infection des moustiques a été plus élevé avec des

gamétocytes issus du prélèvement (membrane) qu'avec ceux ingérés directement

par le moustique à travers la peau. Ceci est en accord avec les études de

Muirhead-Thomson (1954); celui-ci a montré que la majorité des moustiques qui

s'infectent directement sur l'hôte présentent un faible rendement parasitaire.

Par ailleurs, les corrélations entre la gamétocytémie et le rendement parasitaire

ont montré une très grande variabilité entre la peau et la membrane. Ces

observations suggèrent l'hypothèse selon laquelle les gamétocytes de

P. falciparum sont différemment distribués entre la peau et la cellule de

gorgement sur membrane. Par ailleurs nos observations s'opposent à celles de

Landau et al. (1979) et de Dei-Cas et al. (1980), qui ont montré que le nombre de

gamétocytes infectants ingérés par le moustique est plus élevée que dans un

prélèvement de sang de volume équivalent.

Bien que certains auteurs (Graves, 1980; Carter & Graves, 1988; Boudin et

al. 1993) admettent que la gamétocytémie du porteur est un facteur favorisant

l'infection des moustiques, nos observations montrent que la densité

gamétocytaire ne constitue pas un indicateur de succès de l'infection du

moustique. D'autres facteurs notamment les facteurs spécifiques au moustique

interviennent sûrement dans les mécanismes de l'infection du moustique à

partir des gamétocytes.

Nos observations suggèrent une surestimation du rendement des

infections de moustiques à travers la membrane. Ces résultats doivent donc être

rapportés aux conditions de transmission naturelle avec beaucoup de prudence.

Cependant, l'utilisation de la membrane comme un modèle expérimental des

infections de moustiques reste valable, en particulier dans l'étude des facteurs

bloquant la transmission.
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Chapitre 5.

Susceptibilité comparée à l'infection par entre
Anopheles arabiensis et Anopheles gambiae s.s.
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5. 1. Introduction
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Les Plasmodium sont transmis à l'homme par les moustiques du genre

Anopheles. En Afrique subsaharienne, les anophèles du complexe An. gambiae
sont largement distribués dans le faciès épidémiologique du paludisme. On y

dénombre sept espèces jumelles toutes vectrices (Hunt & al., 1998), dont

An. gambiae s.s. et An. arabiensis qui sont les vecteurs majeurs du paludisme.

Avec An. funestus, ils assurent la majorité de la transmission du paludisme au

Sénégal. Ces deux espèces sont généralement sympa triques. Même si

An. gambiae s.s. est souvent considéré comme classiquement plus anthropophile

que An. arabiensis, ces deux espèces peuvent présenter des taux d'anthropophilie

comparables (Lemasson & al., 1997; Diatta & al., 1998).

La susceptibilité des anophèles à l'infection varie en fonction des espèces

(Collins et al., 1979; Warren et al., 1979) et des souches d'anophèles (MacDonald,

1967; Curtis, 1979; Collins & Roberts, 1991). Ainsi Collins et al. (1993) ont montré

que la susceptibilité à l'infection par P. 11Ialariac était plus élevée avec une

souche d'An. gambiae s.s. d'Ouganda qu'avec celle de Gambie. Cette

susceptibilité des moustiques à l'infection peut être évaluée in vitro au stade

oocyste. En effet les premiers oocystes sont formés 18 à 24 heures après le repas

infectant à 25°C. La taille de l'oocyste augmente progressivement au cours de sa

maturation et varie en fonction de la température et de l'espèce plasmodiale

(Shute & Maryon, 1952). Selon Rosenberg & Rungsiwongse (1991), l'âge de

l'oocyste n'influence pas significativement le rendement final du cycle

sporogonique du moustique. Toutefois, il n'est pas exclu que la taille de l'oocyste

influence sa répartition dans l'estomac du moustique. Par ailleurs, des avis

divergents relatifs à une éventuelle influence de la taille des moustiques sur la

susceptibilité à l'infection par le Plasmodium ont été émis par Ichimori (1989),

Kitthawee et al. (1990) et Lyimo & Koella (1992). Par conséquent, le rôle de la

taille du moustique comme facteur favorisant le déroulement de la sporogonie

reste très discutable.

Dans ce chapitre, nous allons comparer la susceptibilité à l'infection par

P. falciparu m entre deux vecteurs majeurs du paludisme au Sénégal,

An. gambiae s.s. et An. arabiensis et secondairement déduire la taille du

moustique et de l'oocyste en fonction du rendement de l'infection de

moustiques.
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5. 2. Matériels et Méthodes

5. 2. 1. Collection et élevage des moustiques

Deux espèces d'anophèle ont été utilisées pour la réalisation de cette étude.

Il s'agit d'An. arabiensis et d'An. gambiae s.s. répartis en 3 lots: un lot de femelles

d'An. arabiensis de Dakar (= lot 1), un lot de femelles d'An. arabiensis de Dielmo

(= lot 2) et un lot de femelles d'An. gambiae s.s. de Dielmo (= lot 3).

Les moustiques du lot 1 ont été récoltés à l'état larvaire dans les gîtes de la

région de Dakar entre Septembre et Décembre et élevés en insectarium

(cf. chapitre 3. 2. 4.). Les moustiques adultes ont été utilisés pour le gorgement 3

jours après leur émergence.

Les moustiques des lots 2 et 3 ont été constitués par An. arabiensis et

An. gambiae s.s., originaires de Dielmo, village situé à 280 Km de route au SSE de

Dakar. Ces souches ont été obtenues à partir des pontes de femelles gravides

capturées à Dielmo en 1996 et dont les générations successives ont été

maintenues en élevage à l'insectarium de l'Institut Pasteur de Dakar à 28-30 oC et

75-80 oC d'humidité relative. Le maintien en élevage de cette souche d'anophèle

depuis près de 3 ans a été assuré grâce à l'adaptation des générations successives

des femelles au gorgement direct sur cobaye. Les œufs récoltés sur papier filtre

imbibé d'eau ont été déposés dans les bacs de 30x20 cm remplis d'eau où le

développement larvaire s'est effectué. Au fur et à mesure de leur croissance, les

larves ont été reparties dans les bacs à raison de 400 à 500 larves par bac. Les bacs

ont été recouverts par une toile maillée pendant le développement larvaire. Les

larves ont été nourries avec Tetra Baby Fish Food L® jusqu'à la nymphose. Les

nymphes ont été placées dans les cages à moustiquaire jusqu'à l'émergence des

adultes. Les cages renfermant les femelles de 3 jours ont été transportées à

l'insectarium de Bel-Air pour le gorgement.

Avant le gorgement, les femelles de chaque lot de moustiques ont été

sélectionnées dans les cages à l'aide d'un aspirateur à bouche et placées dans des

pots en carton de 40 ml recouverts par une toile moustiquaire. Les repas sucrés

ont été enlevés 6 à 8 heures avant le gorgement. Les pots de moustiques ont été

identifiés à l'aide des étiquettes portant des indications suivantes: code du

porteur, espèce anophélienne et origine, type de gorgement, etc. Chaque lot a été

constitué par deux pots de 40 moustiques chacun.

Tous les pots de moustiques ont été rangés dans une caisse isolante en

présence de serviettes mouillées afin de maintenir un taux d'hygrométrie élevé.

Le transport des moustiques a été effectué entre Dakar et Thiès en cabine de

voiture conditionné à environ 25 oC. La température à l'intérieur de la caisse a
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été enregistrée à l'aide d'un thermomètre à mercure à l'ouverture de la caisse à

Thiès (aller) et à Dakar (retour).

5.2.2. Recherche des porteurs de gamétocytes de P. falciparum et
gorgement de moustiques

Les gorgements de moustique ont été effectués à Thiès à partir des

prélèvements sanguins des porteurs de gamétocytes recrutés pour la

comparaison de l'infection entre le gorgement direct et la membrane

(cf. chapitre 4).

Le sang prélevé au niveau de la veine du pli du coude avec un

microperfuseur de 2 mm de 0 prolongé par une seringue de 20 ml a été mélangé

à un anticoagulant et proposé aux 3 lots de moustiques à travers la membrane de

baudruche. Les premiers pots de moustiques de chaque lot ont ainsi été placés

sous la cellule de gorgement pendant la minutes au termes desquelles ils ont été

remplacés par les seconds pots pour la mn également. A la fin du gorgement des

2 pots de chaque lot de moustiques, les cellules et les membranes ont été lavées

puis stérilisées à l'alcool avant d'être utilisées pour un nouveau porteur de

gamétocytes.

5. 2. 3. Maintien en insectariun1 des moustiques gorgés et recherche
des oocystes de P. falciparu11l

De retour à Dakar, les pots de moustiques identifiés en fonction des lots

ont été ouverts dans les cages à moustiquaire. Les moustiques gorgées ont été

triées et maintenus en insectarium dans des pots en carton de 150 ml avec une

densité de 10 à 15 moustiques par pot (cf. chapitre 4. 2. 4.). La date, le numéro du

lot et le code du porteur de gamétocytes ont permis d'identifier les différents

pots. Les moustiques non gorgés ont été tués. Des morceaux de coton imbibé

d'une solution sucrée à 20% ont été mis à la disposition des moustiques et

renouvelés jusqu'à la dissection sept jours après le gorgement, pour la recherche

des oocystes de P. falciparum.

La recherche des oocystes prématures a été effectué au grossissement 400

dans une goutte de mercurochrome à 1% dans les estomacs des moustiques

survivan ts.



5.2.4. Mesure de la longueur des ailes de moustique et du
diamètre des oocystes prématures

La taille des ailes et des oocystes a été mesurée au microscope à l'aide d'un

objectif micrométrique à 0/01 mm d'incertitude. Le micromètre a été constitué de

10 macrograduations. Chaque macrograduation était subdivisée en 10

micrograduations. La longueur de chaque macrograduation (soit 10

micrograduations) a varié de 0/25 mm, 0/10 mm et 0/025 mm respectivement en

fonction du grossissement 40/ 100 et 400. La mesure a été estimée en mm en

multipliant le nombre de micrograduations par l'indice de taille du

grossissement utilisé.

Le diamètre de chaque oocyste a ainsi été mesuré au grossissement 400

(indice de taille=0,025) et la longueur des ailes des moustiques au 40 (indice de

taille=0/25). Au moment de la dissection, une aile (gauche ou droite) a été

sectionnée à la base du thorax de chaque anophèle avec un ciseau et déposée avec

précaution sur une bande adhésive. La bande portant les ailes a été fixée sur une

lame porte-objet pour la mesure des ailes. La mesure de l'aile a été effectuée

d'une extrémité à l'autre incluant l'articulation de l'aile et les soies de la frange

d'écailles apicale.
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5. 3. Résulta ts

5. 3.1. Le taux de gorgernent

Les taux de gorgement ont été enregistrés à partir de 43 tests avec des

porteurs de gamétocytes de P. faiciparu1Il à travers la membrane de baudruche

avec le sang veineux prélevé chez les porteurs de gamétocytes (figure 5. 1.).

Les gorgements relatifs aux trois lots de moustiques ont été désignés par:

- lot 1: avec Ar/. arabicnsis de Dakar gorgé à travers la baudruche en deux

tranches de 10 mn (1 A) et 10 mn (1 B);

- lot 2: constitué par An. arahicHsis de Dielmo gorgées à travers la

baudruche en deux tranches de 10 mn (2A) et 10 mn (3B);

- lot 3: constitué par AH. ga1llhiac s.s. de Dielmo gorgées à travers la

baudruche en deux tranches de 10 mn (4A) et 10 mn (48).

Le taux moyen de gorgement a été de 33% pour An. arabiensis (lot 1),38%

pour An. arabicnsis Oot 2) et 51% pour An. ga1llhiac s.s. (lot 3).

Le taux moyen de gorgement à travers la membrane a été

significativement plus élevé avec An. arabiensis de Dielmo qu'avec

An. arabiensis de Dakar (lot 2 vs. lot 1: p<O,05 par le test du X2).

De même le taux moyen de gorgement à travers la membrane a

significativement diminué entre An. gal11biae s.s. et An. arabiensis de Dielmo

(p<O,OOl par le test du X2).

Par ailleurs, le taux de gorgement entre le gorgement A et le gorgement B a

été comparable pour An. arahicnsis de Dakar (34% vs. 32%: p>0,5 par le test du

X 2); alors qu'il a significativement diminué entre A et B pour les anophèles de

Dielmo, respectivement de 42% à 35% pour An. arabiensis (p<10-3 par le test du

X2) et de 53% à 46% pour An. gll1llhiae s.s. (p<O,OO1 par le test du X2).
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Figures 5. 1. Taux de gorgement moyens (±écartype) enregistrés à travers une

membrane de baudruche chez Anopheles arabiensis de Dakar (= lot 1),

Anopheles arabiensis de Dielmo (= lot 2) et Anopheles gambiae s.s. de

Dielmo (= lot 3).
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5.3.2. Rendement au stade oocyste des infections de n10ustiques

Il a été évalué sur la base d'au moins un moustique positif (avec oocyste)

sur un nombre minimum d'estomacs examinés à J7 du gorgement égal à 9

(tableau 5. 1.). Les résultats concernent les .l~ts de moustiques 1 (n=21 porteurs),

2 (n=18 porteurs) et 3 (n=34 porteurs) gorgés à travers la membrane à partir des

porteurs de gamétocytes de P. falciparum de la région de Thiès. Le nombre

moyen de gamétocytes par /lI de sang des porteurs volontaires pour le gorgement

des lots 1,2 et 3 a été respectivement de 337, 612 et 610.

La prévalence des gorgements avec au moins un moustique trouvé positif

à J7 du gorgement a été de 56 c!c avec le lot 1,67% avec le lot 2 et 53% avec le lot 3.

Cette prévalence a été comparable entre An. arabicnsis de Dakar et An. arabiensis

de Dielmo (lot 1 vs. lot 2: p>O,5 par le test exact de Ficher); et entre An. arabiensis

et An. gambin!' s.s. de Diclmo (lot 2 vs. lot 3: p>O,5 par le test exact de Ficher).

Le pourcentage de moustiques positifs à }7 du gorgement a été de 19,7%

avec le lot l, 19,8(;{, avec le lot 2 et 27,4% avec le lot 3. La proportion de

moustiques positifs a été comparable entre AIl. nrabic/lsis de Dakar et

An. arabicIIsis de Diclmo Oot 1 vs. lot 2: p>O,9 par le test t) et entre

An. gambiae s.s. et An. arabicIIsis de Dielmo (lot 3 vs. lot 2: p>O,3 par le test t).

La moyenne arithmétique du nombre d'oocystes par moustique et par

infection a été de 4,4 avec A Il. arabicnsis (lot 1: entre 0 et 252); et la moyenne

géométrique du nombre d'oocystes par moustique positif a été de 4,6.

La moyenne arithmétique du nombre d'oocystes par moustique et par

infection a été de 5,8 avec An. arabiensis (lot 2: entre 0 et 331); et la moyenne

géométrique du nombre d'oocystes par moustique positif a été de S,O.

La moyenne arithmétique du nombre d'oocystes par moustique et par

infection a été de 6,5 avec An. gambiac s.s. (lot 3: entre 0 et 294); et la moyenne

géométrique du nombre d'oocystes par moustique positif a été de 5,4.

Le nombre moyen d'oocystes par moustique et par infection a varié

significativement suivant une relation linéaire en fonction de la gamétocytémie

du porteur chez Ail. aral7icnsis de Dakar ( r=O,59: p=:O,004) et chez An. arabiensis

(r=O,98: p<10-4) et Ail. gambiac s.s. (r=O,97: p<10-4) de Dielmo.



Nbre de gorgements
avec au moins 9

moustiques examinés

Moyenne arithmétique
du nbre de gamétocytes/

IJ.l de sang

Pourcentage de
moustiques positifs

Moyenne arihmétique du
nombre oocystes par

moustique

Moyenne géomélTique du
nombre o()Cystes par

moustique positif

An.
arabiensis

(lot 1)

21

387

19,7%

4,4

-l,6

An.
arabiensis

(lot 2)

18

612

19,8%

5,8

5,0

An.
gambiae s.s.

(lot 3)

34

610

27,4%

6,5

5,4
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Tableau 5. 1. Rendement des infections <'l travers la membrane de baudruche de femelles
d'An. arabicnsis de Dakar (= lot 1), d'An. arabiensis (= lot 2) et
An. gambiac s.s. (= lot 3) il p.utir des porteurs de gamétocytes de P. fa1ciparum
recrutés à Thiès entre Septembre ct IX'Cembre 1998.

(Sc-uls les gorgcmcnls Illf",-t,llll au m"lll' 1 mOll ..tJ'lue ..ur Q e'3nlln6 ont é'tt' priS l'n compte)

Prévalence des gorgements
infectants

Pourcentage de moustiques
positifs

Moyenne arihmétique du
nombre oocystes par

moustique

Moyenne géométrique du
nombre oocystes par

moustique positif

An. arabiensis

59%

21%

6,3

5,6

An. ganlbiae s.s.

47%

28%

6,7

7,3

Tableau 5. 2. Comparaison du rendement de l'infection à travers la membrane de baudruche entre
An. arabicnsis ct An. gambiar s.s. sept jours après le gorgement à partir des porteurs de
gamétocytes de P. faicipanllll (n=17 porteurs ilVl'C en moyenne 648 gamétocytes/1l1 de sang)
(Seuls !l's gorgc!llents infectant <tU mmn.. 1 mou.. tl'llle sur 9 examinés ont l'lé priS en compte>.
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5. 3. 3. Infections comparées entre An. arabiensis et An. gambiae s.s.

L'analyse concerne exclusivement les moustiques originaires de Dielmo;

An. arabiensis et An. gambiae s.s .. Elle porte donc sur 17 gorgements à travers la

membrane avec examen d'au moins neuf moustiques survivants sept jours

après le gorgement (tableau 5.2.).

La prévalence des gorgements avec au moins un moustique trouvé positif

à J7 du gorgement a été significativement plus élevé chez An. arabiensis que chez
An. gambiae s.s. (59% vs. 47%: p::=0,002 par le test exact de Ficher).

Le pourcentage de moustiques positifs sept jours après le gorgement a été

comparable entre An. arabiensis et An. gambiae s.s. (21 % vs. 28%: p= 0,37 par le

test de Wilcoxon).

De même le nombre moyen d'oocystes par moustique et par infection

examiné a été comparable entre An. arabiensis et An. ga111biac s.s. (6,3 vs. 6,7:

p= 0,4 par le test de Wilcoxon).

5.3.4. Influence de la taille des 1110ustiques sur le rende111ent de l'infection

Au total 976 femelles d'An. arabiensis de Dakar Oot 1), 226 femelles

d'An. arabiensis et 388 femelles d'An. gambiae s.s. de Dielmo Oots 2 et 3) ont

concerné cette mesure.

La moyenne arithmétique (±écartype) de la longueur des ailes des femelles

du lot 1 (An. arabiensis) a été de 3,14±0,13 mm (minimum=2,82 et

maximum=3,75). La longueur moyenne des ailes de femelles positives

d'An. arabiensis (n= 63 moustiques avec une densité moyenne d'oocystes par

moustique = 2,6) a été comparable a celle enregistrée avec les femelles négatives

(3,15 mm vs. 3,16 mm: p::= 0,25 par le test t; tableau 5. 3.). De même la taille de

l'aile n'a pas varié suivant une relation linéaire en fonction du nombre

d'oocystes trouvés par moustique (r=0,06; p=0,63).

Au niveau des anophèles du lot 2 (An. arabiensis), la moyenne

arithmétique (±écartype) de la longueur des ailes été de 3,14±0,12 mm

(minimum=2,80 et maximum=3,47). La longueur moyenne des ailes de femelles

positives (n= 24 moustiques avec une densité moyenne d'oocystes par

moustique = 4,1) a été comparable a celle enregistrée avec les femelles négatives
(3,17 mm vs. 3,14 mm: p::= 0,30 par le test t). La taille de l'aile n'a pas varié suivant

une relation linéaire en fonction du nombre d'oocystes par moustique positif

(r=0,18; p=O,4).



An. arabiensis An. arabiensis An. gambiae s.s.
(Dakar = lot 1) (Dielmo =lot 2) (Dielmo = lot 3)

négatifs positifs négatifs positifs négatifs positifs

913 63 202 24 336 52Nombre total de
moustiques avec
une aile mesurée

Moyenne
arithmétique

(±écartype) de la
longueur de l'aile

ennm

3,16±0,13 3,15±0,13 3,14 ± 0,13 3,17 ± 0,13
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3,02 ± 0,15 3,08 ± 0,14

Tableau 5. 3. Longueurs moyennes des ailes de femelles d'An. arabiensis de Dakar (= lot 1),

d'An. ambiensis de Diemo (= lot 2) et An. gambiae s.s. de Dielmo (= lot 3) en

fonction de leur infection après un gorgement avec le sang des porleurs de

gamétocytes de P. faiciparulll.

An. An. An. gambiae
arabiensis arabiensis s.s.

(Dakar = lot 1) (Dielmo = lot 2) (Dielmo =lot 3)

Nombre total d'oocystes
mesurés à J7 du

821 1089 889gorgement

Moyenne arithmétique
35,1 ± 17,9 Jl 32,1 ± 16,3 Jl 35,2 ± 16,9 Jl(±écartype) du diamètre

de l'oocyste en Ilm

Tableau 5. 4. Diamètre moyen des oocystes p;~maturesde Plasmodium falciparum

dénombrés à J7 du gorgement à travers la membrane de baudruche de

femelles d'An. arabiensis de Dakar (= lot 1), d'An. arabiensis (= lot 2) et

An. gambiae s.s. (= lot 3) de Dielmo.
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La longueur moyenne (±écartype) des ailes des femelles du lot 3

(An. gambiae s.s.) a été de 3,03±O,12 mm (minimum=2,75 et maximum=3,75).

Contrairement à An. arabiensis la longueur moyenne des ailes de femelles

positives (n= 52 moustiques avec une densité moyenne d'oocystes par

moustique = 3,3) a été plus grande que celle enregistrée chez les femelles
négatives (3,08 mm vs. 3,02 mm: p=== 10-3 par le test t). Par ailleurs, la taille de

l'aile a faiblement varié suivant une relation linéaire en fonction du nombre

d'oocystes par moustique positif (r=0,40; p=O,04).

Nos observations montrent que les ailes des femelles d'An. arabiensis sont

généralement plus grandes que celles des femelles d'An. gambiae s.s. (p<10-4 par

le test t); et que la taille du moustique déduit sur la taille de l'aile ne constitue pas

un facteur limitant l'infection du moustique par P. fa1ciparum.

5.3.5. Relation entre la taille des oocystes et leur densité dans l'estomac
du moustique

Le diamètre des oocystes prématures a été mesuré en micromètre à partir

des moustiques positifs à J7 du gorgement. Les mesures portent sur 821, 1089 et

889 oocystes dénombrés respectivement chez An. arabiensis (lot 1), An. arabiensis

(lot 2) et An. gambiae s.s. (lot 3); soit un total de 2799 oocystes mesurés avec le

gorgement des moustiques à travers une membrane (tableau 5. 4.)

La moyenne arithmétique (±écartype) du diamètre des oocystes a été de

35,1±17,9 Il (min=10,O et max=80,O), 32,1±16,3 Il (min=8,O et max=82,5) et 35,2±16,9

Il (min=4,O et max=85,O) respectivement chez An. arabiensis (lot 1),

An. arabiensis (lot 2) et An. gambiae s.s. (lot 3).

Le diamètre moyen des oocystes enregistré chez An. arabiensis du lot 1 a

été plus grand que chez An. arabiensis du lot 2 (p<10-3 par le test t). De même les

oocystes ont été plus gros chez An. gambiae s.s. que chez An. arabiensis (p<1O-3

par le test t).

Nous avons distingué trois groupes de moustiques en fonction de leur

densité en oocystes: les moustiques de faible portage (=A avec moins de 20

oocystes/moustique), les moustiques de moyen portage (=B: de 21 à 50

oocystes/moustique) et les moustiques de portage élevé (=C avec plus de 50

oocystes/moustique).

Chez An. arabiensis du lot 1 (n= 38 moustiques), le pourcentage de

moustiques dénombrés en fonction du portage a été respectivemenl de 76,3%,

13,2% et 10,5% pour A, B et C. La proportion d'oocystes mesurés à J7 du

gorgement et avec un diamètre moyen de 10-25 I.l.m, 26-50 Ilm et plus de 50 I.l.m a

été respectivement de 36%, 50% et 14%. Le diamètre des oocystes n'a pas
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significativement varié en fonction de leur densité dans l'estomac du moustique

(figure 5. 2.: p>0,5 par le test du X2).

Chez An. arabiensis du lot 2 (n= 38 moustiques), le pourcentage de

moustiques dénombrés en fonction du portage a été respectivement de 68,4%,

18,4% et 13,2% pour A, B et C. La proportion d'oocystes mesurés à J7 du

gorgement et avec un diamètre moyen de 10-25 J..lm, 26-50 J..lm et plus de 50 J..lm a

été respectivement de 42%, 50% et 8%. Le diamètre moyen des oocystes a

significativement été plus élevé chez les moustiques avec les portages de moins

de 50 oocystes par moustique (figure 5. 3.: p<O,Ol par le test du x2).

Chez An. gambiae s.s. du lot 3 (n=71 moustiques), le pourcentage de

moustiques dénombrés en fonction du portage a été respectivement de 83,6%, 9%

et 7,4% pour A, B et C. La proportion d'oocystes mesurés à J7 du gorgement et

avec un diamètre moyen de 10-25 llm, 26-50 J..lm et plus de 50 J..lm a été

respectivement de 34%, 53% et 13%. Le diamètre moyen des oocystes a

significativement diminué chez les moustiques avec les portages de plus de 50

oocystes par moustique (figure 5. 4.: p<10-3 par le test du x2).

Le diamètre moyen des oocystes à J7 du gorgement à travers une

membrane a été en moyenne plus grand chez An. gambiae s.s. que chez

An. arabiensis dans le groupe A (lot 3 vs. lot 2: p<O,Ol par le test t); et

inversement dans le groupe C ( lot 2 vs. lot 3: p<O,Ol par les test t). Ce diamètre a

été comparable entre ces deux espèces dans le groupe B (p=",0,34 par le test t).

En résumé, le diamètre moyen de la majorité des oocystes formés à J7 du

gorgement (plus de 80%) a été compris entre 10 et 50 llm. Le diamètre des

oocystes n'a pas varié en fonction de leur nombre dans l'estomac des femelles

sauvages d'An. arabiensis (lot 1); alors qu'on a enrégistré chez les moustiques

d'élevage (lots 2 et 3) une tendance à la diminution de la taille des oocystes avec

les portages de plus de 50 oocystes par moustique.
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5. 4. Discussion

An. arabiensis et An. gambiae s.s. sont deux des trois membres du

complexe An. gambiae qui sont retrouvés au Sénégal. Avec An. funestus, ils

assurent la transmission du paludisme. Ces deux espèces sont largement

répandues sur toute l'étendue du territoire. Leur adaptation en milieu artificiel

(Armstrong & Bransby-William, 1961; Coluzzi, 1964; Diop et al., 1998) a facilité

l'étude des relations entre le vecteur et le parasite, notamment avec la

découverte d'un procédé expérimental d'infection des moustiques (Rutledge et

al., 1964).

Le taux de gorgement et le rendement parasitaire au stade oocyste à

l'infection par les gamétocytes de P. falcipaJ'li1ll ont été comparables entre

An. arabicnsis et Ali. salllbiac s.s .. Nos observations montrent que An. arabiensis

et An. gambiac s.s. présentent une susceptibilité à l'infection par P. falciparum

comparable dans les conditions épidémiologiques identiques. Ces observations

concordent a,·cc les études de Lem<1sson et al. (997) et Diatta et al. (1998), qui ont

montré que dans les régions où ces deux espèces sont sympa triques, leurs taux

d'anthropophilie sont comparables à un moment donné. Cependant certaines

études ont permis d'observé des taux d'infection plus importants chez

An. ga111biac s.s. que chez An. ara/JiclIsis (Coluzzi, 1984; Robert et al., 1989).

Toutefois Fontenille et al., (1997) admettent que les taux d'infection

d'An. arabicl1sis et An. ga1l1/liac s.s. peuvent varier en fonction des facteurs

écologiques et épidémiologiques. Les taux d'infection enregistrés chez

An. fu nestus, autre vecteur majeur sont généralement supérieurs à ceux

d'An. gambiac s.s. et An. arabicnsis (Taylor et al., 1990; Fontenille et al., 1997).

La longueur des ailes a été en moyenne plus grande chez An. arabiensis

que chez An. ga11lhiae s.s .. Nos résultats sont comparables à ceux observés par

Lyimo & Koella (992) chez les femelles d'An. ga1l1/liae s.1. infectées par

P. falciparu11l. En ce qui concerne l'influence de la taille du moustique déduit à

partir de la longueur de l'aile, nous n'avons pas établi une relation significative

comme Ichimori (1989), entre la taille et l'infection des moustiques. D'autres

études effectuées sur d'autres moustiques sont en accord avec nos observations

(Hovanitz, 1947). Par contre, Lyimo & Koella (1992) pensent que la taille des

moustiques influence positivement leur infection; selon Carter & Graves (1988),

la taille des moustiques serait proportionnelle au volume de sang ingéré et

indirectement à la quantité de gamétocytes potentiellement infectants. Les

densités gamétoc)'taires élevées (> 300 par III de sang) pl us élevées que celles

enregistrées par Carter & Graves (1988) et Lyimo & Koella (992) pourraient

expliquer cette discordance.
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En ce qui concerne la taille de l'oocyste prémature à J7 du gorgement, nos

observations relatives au diamètre de l'oocyste de P. jalciparum ont été

comparables aux mesures faites par Shute & Maryon (1952). Nous avons observé

une densité parasitaire inférieure à 50 oocystes par moustique chez plus de 80%

des moustiques. Ces observations concordent avec celles de Muirhead-Thomson

(1954) enregistrées avec les gorgements directs de moustique. Par ailleurs, nous

n'avons pas enregistré une variation significative de la taille de l'oocyste en

fonction de la densité par moustique, surtout chez les anophèles sauvages.

En définitive, nos observations suggèrent une susceptibilité à l'infection

par P. jalciparum comparable entre Au. ara/licusis et An. gambiae s.s. après

l'infection à travers une membrane. Le rendement de l'infection des moustiques

n'a pas varié en fonction de la taille des moustiques, ni en fonction de celle des

oocvstes.
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Distribution des gamétocytes de
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6. 1. Introduction

Le déroulement du cycle sporogonique chez le moustique débute au stade

de gamétocyte. Chez Plasmodium falciparum, les gamétocytes apparaissent au

niveau du sang périphérique environ 10 jours après les premiers stades asexués.

Les mécanismes de déclenchement de la gamétocytémie restent encore peu

élucidés. Toutefois Carter & Miller (1979) ont montré en culture que la

conversion des stades asexués en gamétocytes tend à augmenter lorsque la

multiplication des parasites asexués est ralentie. Par conséquent certains facteurs

limitant la multiplication du parasite sont favorables à l'apparition des

gamétocytes; particulièrement l'immunité du patient (Smalley & Brown, 1981) et

certains antipaludiques (Mackerras & Ercole, 1949; Shute & Maryon, 1954; Robert

et al., 1996 et 1998; Buckling et al., 1999).

Le passage des gamétocytes de l'hôte au moustique a été étudié par certains

auteurs tels que Rutledge et al. (973), Landau et al. (979) et Dei-Cas et al. (980).

Ces études ont permis de noter une variabili té dans la répartition des

gamétocytes chez le moustique et dans un prélèvement de sang (goutte épaisse,

etc.), Cependant aucune étude n'a été effectuée sur la distribution des

gamétocytes dans le sang ingéré par le moustique.

Les gorgements de moustiques ont été réalisés à partir des porteurs de

gamétocytes de P. falciparun1, dans le but d'étudier la distribution des

gamétocytes ingérés par des femelles sauvages d'An. arabiensis.
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6. 2. Matériels et Méthodes

6. 2. 1. Recrutement des porteurs de gamétocytes et collecte des moustiques

Les porteurs de gamétocytes ont été recrutés au laboratoire de Dakar, parmi

les personnes guéries d'un accès palustre à P. fa1ciparum et volontaires pour

participer à l'expérimentation. Leur sang a été proposé aux femelles

d'An. arabiensis directement à travers la peau (jambe et bras) et (ou) à travers

une membrane de baudruche.

Les moustiques ont été récoltés dans les gîtes larvaires de la région de

Dakar et élevés à l'insectarium de l'IRD de Dakar jusqu'à l'émergence des

adultes. Les conditions d'élevage sont présentées au chapitre 3. 2. 4. Les

moustiques âgés de 3 jours ont été répartis dans les pots en carton de 40 ml et

assoiffés 6 à 8 heures avant le gorgement. Chaque pot contenait 35 à 40

moustiques.

6. 2. 2. Gorgelnent des 1110ustiques et confection des frottis avec du
sang contenu dans l'estomac

Le gorgement des moustiques a été effectué à l'insectarium à 27-28°C et 70­

85% d'humidité relative. Les pots de moustiques ont été placés soit directement

sur la peau du porteur (cf. chapitre 4. 2. 3. b), soit au contact d'une membrane

placée sous une cellule de gorgement (cf. chapitre 3. 2. 4.). La durée du gorgement

a été de 15 minutes, et l'expérimentation s'est déroulée dans une pièce obscure.

L'opération a été répétée plusieurs fois à raison de deux pots pour chaque

opération. Une pause de 10 mn environ a été effectuée par le patient entre deux

opérations.

A la fin du gorgement, les moustiques ont été immédiatement endormis à

la vapeur de chloroforme, et chaque moustique gorgé a été placé sur une lame

porte-objet propre numérotée. Tous les moustiques non gorgés ou

incomplètement gorgés ont été enlevés.

Chaque estomac de moustique a été disséqué au sec, et son contenu a été

étalé sur la lame porte-objet avec la pointe d'une aiguille. La taille de l'étalement

a été en général de 2-3 mm de largeur sur 10-15 mm de longueur afin de faciliter

la lecture. Une fois séchés à température ambiante, les frottis ont été rangés dans

une boîte. Le lendemain, ils ont été colorés à plat avec une solution de Giemsa à

6% (94% eau minérale Pierval®) pendant 20 minutes, rincés sans agitation et

séchés ensuite à température ambiante. Toutes ces précautions ont eu pour but
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d'éviter le décollement des étalements, habituellement observé avec du sang

mélangé à un anticoagulant (ici, la salive du moustique).

6. 2. 3. Comptage des gamétocytes dans le repas de sang ingéré par un
moustique

Le comptage des gamétocytes de P. falciparum dans un repas de sang a été

effectué à l'objectif 100 à immersion. L'examen par traversées de la totalité de

l'étalement a permis de dénombrer un par un tous les gamétocytes présents dans

le sang ingéré par chaque moustique. Dans certains cas, le nombre de globules

blancs a aussi été compté de la même façon.

La gamétocytémie du porteur a été déterminée à partir de la goutte épaisse

prélevée au bout du doigt, et calculée sur la base de 8000 leucocytes par !lI de sang

(cf. chapitre 3. 2. 4.).

6. 2. 4. Traitement et analyse statistique des données

L'adéquation de la loi binomiale négative (BN), souvent appliquée à

l'étude des couples hôte-parasite (Ascombe, 1950; Bliss & Fisher, 1953) a été mise

à l'épreuve dans l'étude de la distribution des gamétocytes chez le moustique. La

surdispersion a été évaluée par le cœfficient k. La qualité de l'adéquation

(probabilité) entre les effectifs observés et les effectifs calculés du nombre de

moustiques avec n gamétocytes a été évaluée à partir du test du X2 classique

complété par un test t (pour la queue de la distribution). Ces calculs ont été

effectués à partir du logiciel Paradis (pichon & Mullon, 1992).
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6. 3. Résultats

6. 3. 1. Les porteurs de gamétocytes

Les gamétocytes de P. falciparum ont été dénombrés dans les estomacs

immédiatement après le gorgement des femelles d'An. arabiensis avec le sang de

trois porteurs volontaires. Les porteurs de gamétocytes ont été désignés par les

lettres A, B et C respectivement suivant une gamétocytémie croissante.

a. Porteur A (âgé de 45 ans): la gamétocytémie déterminée par JlI de sang

a été de 0,6 (soit 2 gamétocytes femelles /28450 leucocytes). Ce patient a été utilisé

pour le gorgement direct des moustiques à travers la peau (mollets, avant-bras,

mains, coups de pied) et pour le gorgement des moustiques à travers la

membrane de baudruche avec du sang veineux.

b. Porteur B (âgé de 29 ans): la gamétocytémie a été de 2,9 avec la goutte

épaisse, avec un sex-ratio égal à 0,5. Tous les gorgements de moustiques ont été

effectués directement sur la peau (mollets et avant bras).

• Porteur C (âgé de 17 ans): la densité gamétocytaire a été de

46 gamétocytes par JlI de sang avec la goutte épaisse (sex-ratio = 0,04). Comme

pour le porteur précédent, tous les gorgements de moustiques ont été effectués

directement à travers le peau (mollets) du patient.

6. 3. 2. Distribution des gamétocytes ingérés par le moustique dans un
repas de sang

Au total 463 frottis ont été confectionnés à partir des femelles gorgées à

travers la peau (porteurs A, B et C) ou à travers la membrane de baudruche

(porteur A seul).

• Avec le porteur A, le pourcentage de moustiques avec au moins un

gamétocyte de P. falciparum ingéré dans le repas de sang a été de 16% à travers la

membrane et 9% à travers la peau (p>O,l par le test du X2: tableau 6. 1.).

La moyenne arithmétique du nombre de gamétocytes ingérés par

moustique a été de 0,2 (entre 0 et 3) à travers la membrane et de 0,1 (entre 0 et 2) il

travers la peau (p>0,5 par le test t).

En regroupant les données obtenues sur membrane et celles obtenues sur

gorgement direct, le sex-ratio des gamétocytes (mâles/femelles) a été de 0,3.
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La dispersion des gamétocytes de P. falciparum ingérés par les anophèles à

partir du porteur A (figure 6. 1. A.) a été ajustable à une loi binomiale négative
(p=0,99; avec kc=O,4, ); ceci malgré le faible nombre de gamétocytes ingérés par les

moustiques. Cette surdispersion a été comparable entre le gorgement à travers la
membrane de baudruche (p=0,6 avec kc =O,4) et le gorgement direct

(p=0,7; avec kc=O,4).

• Avec le porteu r B, le pourcentage de moustiques avec au moins un

gamétocyte de P. falciparu11l ingéré à travers la peau a été de 94%.

Le nombre moyen de gamétocytes ingérés par moustique a été de 3,8 (entre

°et 15). Le sex-ratio des gamétocytes a été de 0,5; il a été comparable à celui obtenu

par la goutte épaisse (p=0,07 par le test de Wilcoxon). De même le nombre moyen

de gamétocytes ingérés par moustique a été comparable à la densité gamétocytaire

déterminée par goutte épaisse (p< 0,01 par le test de Wilcoxon).

L'ajustement de la distribution des gamétocytes à une loi binomiale

négative a révélé une surdispersion des gamétocytes de P. falciparum (p=0,8;
avec kc=3,8) lors de leur ingestion à partir du porteur B (figure 6. 1. B.).

• Avec le porteur C, au total 98% des moustiques ont ingéré au moins un

gamétocyte de P. falciparum à travers la peau du porteur.

Le nombre moyen de gamétocytes ingérés par moustique a été de 15,5

(entre 1 et 63). Le sex-ratio des gamétocytes a été en moyenne de 0,4 chez les

moustiques. Le nombre de gamétocytes mâles ingérés par les moustiques a été

significativement plus élevé que celui estimé au niveau de la goutte épaisse

(p<O,Ol par le test de Wilcoxon). Le nombre moyen de gamétocytes ingérés par le

moustique a été comparable à la densité gamétocytaire estimée à partir de la

goutte épaisse (p>0,05 par le test de Wi1coxon).

La distribution des gamétocytes ingérés par les anophèles à partir du

porteur C (figure 6. 1. c.) a été également ajustable à une loi binomiale négative

(p=0,9; avec kc=2,9).
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porteur A porteur B porteur C

Gamétocytémie
estimée par 0,6 2,9 45,7
~I de sang

(goutte épaisse)

Nombre total de frottis
152 142 114(moustiqucs) examinés

Pourcentage de
moustiques avec 9% 94% 100%

gamétocytes

Moyenne arithmétique
(±écartype) 0,11 ± 0,03 3,87 ± 2,82 15,48 ± 10,51du nombre de ~amétocyt~

par repas l'sang (0-2) (0-15) (1-63)
(mIn-max)

khi-2 (X2) 2x10-4 5,2 9,9
(probabilité: p) (p=O,9S) ns (p=O,Sl> ns (p=O,S7) ns

test T 0,03 -0,4 312,6
(probabilité: p)

(p=O,66) ns (p=O,53) ns (p=O,21) ns

cœfficient k 0,4±O,3 3,8±O,9 2,9±0,4
(kc±ecartype)

Tableau 6. 1. Analyse suivant le modèle de la loi Binomiale Négative (BN) de la distribution des

gamétocytes de Plasmodium falciparum dans un repas sanguin chez les femelles

d'An. aralJiclIsis gorgées directement à travers la peau du porteur de gamétocytes.

- Le test du x2 évalue l'adéquation de la distribution observée à une Binomiale Négative (BN). Le test
T évalue l'adéquation de la "queue" de distribution avec celle d'une BN.
- La valeur de kc indique la surdispersion de la loi BN calculée (plus kc est proche de zéro, plus cette
surdispersion est importante: une valeur infinie de k correspond à une loi normale).
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Figures 6. 1. Distribution du nombre de moustiques en fonction du nombre de gamétocytes de

Plasl/1odiulII falciJ'arulll dans un repas de sang pris directement sur 3 volontaires:

porteur A ((l,Il gtlll1l'IO./pl), porteur fi (2,9 gamé'to./IJ1) ct porteur C (45,7 gaméto./J.ll).
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6.3.3. Relation entre le nOlnbre de galnétocytes et le nombres de globules
blancs ingérés

Cette relation a été étudiée à partir des repas sanguins de 17 moustiques

gorgés sur le porteur C, en dénombrant simultanément dans chaque frottis le

nombre de gamétocytes et le nombre de globules blancs ingérés. Cette analyse

s'est effectuée sur la base d'un premier comptage de gamétocytes, à partir duquel

les repas sanguins les moins riches «10 gamétocytes: n=6 moustiques), les

moyennement riches 00-25 gamétocytes: n=5 moustiques) et les plus riches en

gamétocytes (>30 gamétocytes: n=6 moustiques) ont fait l'objet d'un comptage de

globules blancs.

Le nombre de globules blancs comptés dans un repas sanguin de

moustique a varié de 830 à 11 100. Si on raisonne sur la base d'une moyenne de

8000 globules blancs par j.l.l de sang total, le volume de sang total ingéré par

moustique pourrait varier de 0,1 à 1,4 J.ll.

Par ailleurs, le nombre de gamétocytes ingérés par repas de sang a

significativement varié en fonction de la quantité de sang total, estimée à partir

du nombre de globules blancs (R2=0,63: p< 10-4 ) comme le montre la courbe

d'ajustement linéaire d'équation: y=2756 +135,7x (figure 6. 2.).
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Figure 6. 2. Courbe montrant l'ajustement suivant une relation linéaire de la distribution des

gamétocytes ingérés par moustique en fonction du nombre de globules blancs,

obtenu à partir des moustiques moins riches « 10 gamétocytes: n=6), moyennement

riches 00-25 gamétocytes: n=5) et plus riches (> 30 gamétocytes: n=6) gorgés

directement sur le porteur C (nomb~ de gaml.'tocytcs/moustlquc: cnt~ 1 et 63),
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6. 4. Discussion

Nos observations sur la densité des gamétocytes ingérés par un moustique

au cours d'un repas de sang suggèrent une distribution des gamétocytes suivant

une loi binomiale négative. En d'autres termes, le nombre de gamétocytes

prélevés par moustique dans un repas varie significativement d'un moustique à

un autre.

Par ailleurs le même type de distribution a été enregistré au stade oocyste

de P. falciparu111 chez les anophèles par Rutledge et al. (973) et Vaughan et al.

(1994). Aucune autre étude n'a été effectuée dans ce domaine, pour nous

permettre de comparer nos observations. Toutefois, les raisons de cette

surdispersion des gamétocytes chez le vecteur pourraient provenir du volume

de sang ingéré par chaque moustique proportionnellement à sa taille

(Carter & Graves, 1988), ou de la distribution différentielle des gamétocytes

circulants dans les capillaires sanguins, ou d'un facteur spécifique au moustique

favorisant l'ingestion d'une grande quantité de gamétocytes matures, donc

infectants. Cette dernière hypothèse s'accorde avec les observations de

Landau et al. (1979) et Dei-Cas et al. (1980) qui ont montré que le nombre de

gamétocytes matures était généralement plus élevé dans un repas de sang de

moustique que dans une goutte de sang de volume équivalent prélevé sur le

porteur de gamétocytes.

Ces observations traduisent une hétérogénéité du bol alimentaire du

moustique aussi bien dans la distribution des gamétoeytes que dans le volume de

sang ingéré.
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De 1996 à 1998, Plasmodium falciparum a représenté l'essentiel des cas de

paludisme recensés dans les régions de Dakar et de Thiès. Le traitement des accès

palustres avec des antimalariques tels que la chloroquine, la sulfadoxine­

pyriméthamine et la quinine a donné des résultats variables.

Dans la région de Dakar, les souches de P. falciparum ont montré une

résistance parasitologique à la chloroquine élévée. Ces observations traduisent

une persistance de la chloroquinorésistance à un niveau élevé (40-50%) dans la

région de Dakar depuis 1990. Dans la région de Thiès, la prévalence des cas de

paludisme à P. falciparum chloroquinorésistants pourrait être estimée à 33% en

1998. Par contre la sulfadoxine-pyriméthamine (Fansidar®) a été efficace dans le

traitement des accès palustres simples à P. falciparum chez les patients de la

région de Dakar. La substitution de l'halofantrine pour le traitement des accès

palustres résistants à la chloroquine a montré une efficacité excellente in vivo;

même si les tests effectués in vitro ont révélé une résistance (16%) des souches de

P. falciparum chez les mêmes patients.

L'étude de la dynamique parasitaire a révélé une gamétocytémie élevée

après le traitement, particulièrement pour les infections résistantes au

traitement. Nos observations relatives à l'influence que cette gamétocytémie

peut avoir sur le développement du parasite chez le vecteur relèvent plusieurs

faits:

- le risque d'infection des moustiques par les porteurs de gamétocytes est

augmenté après le traitement antipalustre;

- la chloroquine et la quinine ont peu d'impact sur le déroulement du

cycle sporogonique de P. falciparum chez le vecteur. L'infectivité des gamétocytes

de P. falciparum pour le vecteur augmente avec les infections résistantes au

traitement antipalustre. Ces observations pourraient en effet expliquer la

dispersion rapide des souches chloroquinorésistantes par le vecteur;

la sulfadoxine-pyriméthamine pourtant reconnue comme

gamétocytogène, a un effet négatif sur la sporogonie de P. falciparum chez le

vecteur. Son action sporonticide pourrait inhiber l'infectivité des gamétocytes

néoformés. Ces observations sont favorables à l'utilisation de cet antimalarique

dans les régions où il est encore efficace pour limiter, au moins à court terme la

transmission du paludisme.

Les observations relatives à la comparaison des deux méthodes classiques

de l'infection des moustiques (directe vs. membrane) relèvent quelques

variabilités qui doivent être prises en compte pour l'évaluation de la

transmission. Cependant, l'infection des moustiques à travers la membrane reste

plus opérationnelle, notamment dans la recherche des facteurs susceptibles de

limiter le passage du parasite de l'hôte vers le vecteur, ou du vecteur vers l'hôte.
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An. arabiensis et An. gambiae S.S., deux des trois vecteurs du paludisme au

Sénégal ont montré une susceptibilité comparable à l'infection par P. falciparum

et confortent ainsi leur rôle majeur dans le faciès épidémiologique du paludisme

au Sénégal.

Le nombre de gamétocytes ingérés par un moustique est très variable. Une

tendance à l'aggrégation des gamétocytes ou un mécanisme d'enrichissement du

bol alimentaire du moustique sont envisageables. Le point important est que la

distribution des gamétocytes ingérés par les moustiques ne suit pas une loi de

hasard (loi normale ou loi de Poisson), mais favorise la proximité des

gamétocytes dans un même estomac probablement pour faciliter la fécondation

entre les gamètes du parasite.

En définitive, la réponse du parasite aux antipaludéens, tout comme son

développement chez le vecteur présentent une très grande hétérogénéité. Les

mécanismes mis en cause pour expliquer cette variabilité ne sont pas élucidés.

Cependant, ces observations pourraient être prises en compte pour la recherche

des facteurs bloquant la transmission du paludisme. En effet, à côté de

l'utilisation des moustiquaires imprégnées d'insecticides, la découverte des

facteurs susceptibles de limiter le développement du parasite chez le vecteur

entre dans le cadre des perspectives envisageables au moins dans le moyen

terme, pour limiter la transmission du paludisme.
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Fiche d'enquête nO: i L 5 139

Critères préliminaires '-. '---".
(1) un volonfRire (si enfant, accord d!5 parents), (2) âge ~ans, (3) résident depulS au mOins deux UliS

dans la presqu'fie du Cap- V... :, (4) aurunt prise d'antipaJuditpte dans les 10 jours précédant fO,
(5) absence de prophylaxie antipaludique habituelle, (b) preswce de P. falciparurn dans le sang.

IDENTIFICATIüN

Nom: Prénom:'

si enfant: Nom du père: Nom de la mère:
Adresse exacte (quartier, rue, nOconcession, téléphone):

Gewd '1,)-~ t>J~~dG~ l.

Âge: ~ CW1 Poids: ç..À k~ \ Sex: ~
Voyage depuis deux mois (où): ~ecu.J"-

-
EXAMEN CLINIQUE à JO

Malade depuis: .;1 jours Fièvre depuis:;1 jours Anémie: 8
Température axilaire: ~6'\~c Température rectale: /' oc
Date de la dernière prise de médicament antipaludéen: /Jours

Nature de l'antipaludéen: ~{~ Posologie: .

SUIVI
t:tat tempé antipa udique vomis- Nom

date Jour général rature sement Observations enquêt
clef" (pr~ispr nature 1 (~:·se

après le divers eur
personne rectal, passage

axillaire) .,"\.
précédant

,",,~ JO vacutain~r \.I~ ~ ~ --- -- --
~~h~\ù~ 'è..\"'~'J\1' '\ ~ ~?"

-- --- . -

r \~ (Oui/Non)
{ak~' ~o C0'0 fl'I!j ~.~~/",\~.

~

Il ( Ir Co~mj tJ ~')1 -
H-io-~Ç COlAdv ~1JU ~ .. \J"" "- 1\.

}2 GE (Oui/Non)
V~ I.tIA

~et1;( rNJi~.;:r~o~
~ nIl~ ~".f A

ft' -li 3~~ Non rit
}4 GE~Non)

~K U'5 ft
t"-~t

?~l
\~ .ll)

.............-- ~ l'lo;n..-,

}7 '.',~cutainer

P"1'l \0 (Oui/Non) of( jb'''}11 --- ./" .-
t . - P,v-J!

J14GE~Non) ,

C~~\~)
0

vv-L\rJ- 3&° 1-19 .Ie. ~î / / /' 11'
}30 GE et capillaire
(Oui/Non)

REMARQUES DIVERSf.f

2. 7' 1:;~ 3 c: _ 27 ~tJ3 0 - l t 1~ Jo

~ S 1">"1~Gt ]'f'~/1

GE )1"'[ li

6 E ~~,//4Al,. ]{..,

HAtFA,J ~ T15 ~=

:fi' l 0J. /1- 9'

rU. t: t(-I,~?G

Jt-, ~ Il . (l - 9(,'

/



Fiche dissection moustiques
Nom: Prénom ,.

correspondant à cage nO

àJ

1

140 i
1

date de la dissectiol} :

-nombre attendu de femelles survivantes :

soit à J.. après le repas sanguin

:J nom du lecteur d'oocystes :
,

oocyste remarque oocvste remarque

l 26
2 27
3 28
4 - 29
5 30
6 31
7 32
8 33 ' .
9 . 34
10 35
11 36
12 37
13 38-14 39
15 40
16 41
17 42 \

18 ~. 43 -
:19 .

44 (,
20 45 "21 46 r

:

22 47
~

23 48 -,

24 49 ·25 50 ·
,

nb total nb total de %moustiques nb total nb moy d'oocyste ~b moy d'oocyste
disséqués ·moustiques positifs oocystes 1estomac 1 estomac positif

positifs - disséqué

·
REMARQUES DIVERSES:
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.~,

Crr/cres plt'[,mlflalrts •
(J) 'II' 1'0/0111"", (~; '''1011'. accord dis f"IJ""/s), (2' ,", "'lII"=- 101 .,0""·'(1("'( ... ", ,lt) e '.,"·'f·... "." ...... ':.' .. /11

••

(JI .i"" ;::;'/11'. (41 ltelS '11 llretS ,..dus"', (:il l'<lS IIlf"(" 1"/' 111/ 1111'" l'I.\~",\,,-ltlln\ '1"" l' 1.,1. "'.lt ,,"" •

(li) Il''' J"/' ~/llJl Il, l'';/'''r'mrrll ~""S""' "","" 30/"'"''

Fiche du porteur de gamétocytes nO: PC

num: prénom: d Jtl' :

..

si cnfanl: Nom du père: Nom de la mère:
Adresse exacte (ville ou vil1,)ge. qu,)rller. rul', nOconcesslon, téléphone):

Âge: Poids:

VOYilge depuis deux mois (période, destination):

Sex:

Gruupes;msu,odemJndé:Oui OJ non, si oui résult,)t:
EXAMEN CLINIQUE à JO

\blade depuis: jours---------Fièvre depuis: jours--------Anémie:

Tl·mpcr."Iture 'D.i1.lire: °C-----ou Tempéralure re(Il'lle: oC .:.'

!).lk. n,lIure el po'-,ologJ(.' des dernières prises de III éd 1Col 1l11'11 1 ,llllll',lludt'l'Ill.."""" .. 1"

Heure exacte du prélèvement sanguin:

LECTURE DE LA (DES) GOUTTE(S) ÉPAISSE(S)

P.ja[ciparum Jutrl'~ raTl

\
D'\Tr~

J dJtl' ob blJnc stJd l'~ g.:lm~tocyt('s Inlasmodllllll du

1 chJmp J~~l'1I< ut.'s fcml.'lks mSks Ind~tcr \o\.:l\ Il'ch'ur

mlO~s '200 ch.:lmps

JO

J

J

REMARQUES DIVERSES



1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1

IFiche "transport de moustiques" 1 (ALLER)

date du voyage: responsable:

lieu de départ: lieu d'arrivée:

heure de départ: heure d'arrivée:

à l'arrivée température maxi: mIni :

REMARQUES DIVERSES:

IFiche "transport de moustiques" l (RETOUR)

date du voyage: responsable:

lieu de départ: lieu d'arrivée:

heure de départ: heure d'arrivée :

à l'arrivée température maxi: mml :

REMARQUES DIVERSES:
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Fiche "pot de moustiques" n°
# 1 direct An, arabiensis Colobane
# 2 membraneAn. arabiensisColobane
# 3 membrane An. arabiensis Dielmo
# 4 membrane An. gambiae Dielmo
# 5 membrane An. arabiensis Colobane
# 6 membrane An. arabiensisColobane

mollet droit ou gauche
premier ou second pot
premier ou second pot
premier ou second pot
premier ou second pot
premier ou second pot

Nom: Prénom: date du repas sanguin :

heurede mise du sang sur la cage: durée du repas de sang :

datede l'émergence des moustIques: soit un gorgementà J

repas de sang antérieur oui ou non; si OUI, préciser nature et nombre{ mouton, cobbaye, homme,

nbde femelles m1SCS à gorger: nb de femelles gorgées : techruCien responsable:

après le repas sanguin, SI autre chose que eau sucrée, préciser:

dd 1bddbT bl da eau csnam res quoti lens e moustiques morts, 0 servés à parbr u endemain ure as sanguin
la Il 12 13 }4 15 16 17 18 19 TI0 T11 112 Total

date de la dissection:

nombre attendu de femelles survivantes:

soit à J après le repas sanguin

nom du lecteur d'oocystes :

oocyste aile remarque oocyste ail e remarque
1 16
2 17
3 18
4 19
5 20
6 21
7 22 .
8 23
9 24
10 25
11 26
12 27
13 28
14 29
15 30

nb total nb total %moustiques nb total nb moy d'oocyste 1 nb moy d 'oocyste /
disséqués positifs positifs oocvstes estomac disSéaué estomac positif

REMARQUES DIVERSES:
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Title: Gametocytemia of Plasmodiumfalciparum on patients in malaria attack treated
with an antimalarial and sporogony within the Anopheles gambiae complex vectors.

Patients treated with antimalarial drugs harbour commonly gametocytes in their blood
flow. This gametocytemia was evaluated over an uncomplicated malaria attack, and the
infectivity of gametocyte carriers was determined on mosquitoes using infection trials.

The study was carried out in two areas of Senegal in 1996-1998. In Great Dakar,
volunteers with uncomplicated falciparum malaria attack were appointed from September to
December. They received 25 mg!kgof chloroquine (CQ) over 3 days or 25 mg!kg of sulfadoxine
+ 1,25 mg/kgof pyrimethamine (SP) in single dose; they were included in an in vivo sensitivity
tests for 28 days. At day 7 after treatment, the blood of patients harbouring gametocytes was
proposed to feed mosquitoes, using membrane feeder with venous punctured blood or directly
through the skin. In 1998, gametocyte carriers were selected in Thiès (60 km in the East of
Dakar) to infect mosquitoes. Wild mosquitoes (An. arabiensis) were collected at larval stages in
marshs or pools of Great Dakar, then were reared in insectarium up to the adult stage.
Mosquitoes from Dielmo (An. arabiensis et An. gambiae s.s.) were bred in insectarium since
1994. Females were fed with blood of volonteers harbouring gametocytes 3 days after their
emergence. Gametocytemia was measured from thick smears and the infection of mosquitoes
was determined at the oocyst stage, 3 or 7 days after the blood-meal, using respectively an
immunologic target (FlTC-25) or a 1% mercuroceine drop. Sometimes, the number of
gametocytes ingested by mosquitoes was also evaluated in each mosquito blood-meal.

Overall, 43% (37/86) and 0% (0/34) offalciparum infections were respective1y resistants
14 days after treatment with CQ or SP. Gametocytemia was higher after the treatment than
before, especially within resistant infections. However, the volunteers treated with SP or
quinine (Q) harboured more gametocytes in the blood than those treated with CQ.

The efficiency of mosquito infections was high after treatment. The number of
volunteers infective to mosquitoes has increased before the treatment from 29% to 64% after
the treatment with CQ, as the percentage of infected mosquitoes (29% to 41 %) and the mean
number of oocysts per infected mosquitoes (2,4 to 4,1). Besides, CQ infections were more
efficient than SP infections, with respectively 33% vs. 16% of infected mosquitoes and 3,5 vs.
1,6 oocysts per infected mosquito. Patients treated with Q were also more infective to
mosquitoes than those treated with CQ (respectively 25% vs. 13% of infected mosquitoes and
8,3 vs. 1,3 oocysts per infected mosquito).

Mean number of oocysts per infected mosquito has increased significantly from 2,5 to
3,1 between CQ sensitive infections and CQ resistant infections; but the number of infected
mosquitoes was not significantly different (30% vs. 33%).

Comparative studies showed a same susceptibility between An. arabzensis and
An. gambzae s.s. to be infected by gametocyte carriers. An aggregation of P. Jàlciparum
gametocytes in the midgut of mosquito was evidenced by the distribution of ingested
gametocytes by mosquitoes. This mechanism probably facilitates the conjunction of gametes
and fertilisation.

Our observations suggest a persistence of chloroquinoresistance in Great Dakar in 1996­
1997, which is probably due to (1) a limited effect of CQ (common antimalarial) in sporogonic
development or (2) a high capacity of resistant strains to continue its development in the
vector. Sensitive SP infections are gametocytogenous, but not favourable to the sporogonic
deve1opment; this inhibitory effect could be an interesting asset to limit malaria transmission in
Dakar.

Key words: Gametocytemia, Plasmodiumfalclparum, chloroquine, sulfadoxine-pyrimethamine,
sporogony, Anopheles gambiae, Senegal.
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