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Summary: Dynamics of Plasmodium falciparum Gametocytemia According to The Therapeutic Response
to Chloroquine in A Mesoendemic Area.

Patients with Plasmodium falciparum infections were selected with an in vivo chloroquine sensitivity
assay in @ mesoendemic area of Senegal. Gametocytemia was studied in relation to asexual para-
site responses classified as drug-sensitive or showing Ri or Rll resistance. Gametocyte prevalence and
density appeared significantly higher in resistant infections than in sensitive ones. These observa-
tions were made on children as well as on adults. The period between first clinical symptom appea-
rance and treatment, varying from 0 to 5 days, was not linked to asexual parasite responses, but
was significantly and positively correlated to gametocyte prevalence and density observed seven
days after beginning the treatment. The comparison between these results and those previously
observed in a hypoendemic area suggests that the dynamic of gametocytemia is independent of the
endemic level. These observations illustrate that the dissemination of chimioresistant malaria can be
reinforced - via the gametocyte stage - by selective chloroquine pressure.

Résumé : Mots-clés : Paludisme -

La gamétocytémie lors d’'un accés palustre traité a la chloroquine a été étudiée en fonction du Plasmodium falciparum -

niveau de chimiosensibilité de I'infection chez 137 malades résidant dans une région du Sénégal ol Gamétocyte -
Chimiothérapie -

le paludisme est mésoendémique. La prévalence et la densité gamétocytaires ont été significative-
ment plus élevées avec les infections résistantes qu’avec les infections sensibles. La durée d'évolu-
tion de la maladie avant traitement, qui a varié de 0 & 5 jours, a été positivement corrélée aux
niveaux de prévalence et de densité gamétocytaires observés sept jours aprés le début du traite-
ment. Ces résultats en zone mésoendémique étendent des observation similaires récentes en zone
hypoendémique et illustrent comment la dissémination du paludisme chimiorésistant, via le stade
gamétocyte, peut étre renforcée par la pression sélective de la chloroquine.

Chloroquine - Résistance -
Pression médicamenteuse -
Sénégal

et P yoelii nigeriensis, les souches chloroquino-résistantes
présentent une infectivité supérieure (9, 12). Uinfectivité des

Introduction

Le paludisme & Plasmodium falciparum résistant i la chlo-
roquine est devenu un problkme majeur de santé publique.
11 concerne la presque totalité des zones d’endémie dans le
monde. En Afrique, la résistance 3 la chloroquine est apparue
initialement 3 I’est du continent 3 la fin des années 1970, puis
a progressé de facon continue pour atteindre son extrémité
ouest en une dizaine d’année (3, 11). Toutefois, I'usage de la
chloroquine reste largement préconisé dans la majeure partie
de I’Afrique, en particulier comme traitement de premiére
intention des accés palustres.

Les relations entre la chloroquine, les gamétocytes et linfec-
tivité pour les moustiques sont complexes et probablement
encore largement méconnues. On pense que la chloroquine ne
stimule pas la gamétocytogenese de P, falciparum (8), mais le
contraire a été récemment prouve avec.B chabandi (2). Chez
P fzzlczpamm la chloroquine n’a pas de conséguence sur le pou-
voir infectant des gametocytes matures (17?19 21), nisurle

deroul{ement de la sporogonie (4) ; toutefois, chez P. berghei
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gamétocytes pour les moustiques vecteurs de paludisme
dépend de nombreux facteurs (16), dont I'un des principaux
est la densité gamétocytaire (19).

Dans une étude récente en zone urbaine hypoendémique au
Sénégal, il a été observé que la gamétocytémie, aprés un acces
simple traité 3 la chloroquine, était d’autant plus élevée que le
type de réponse i vivo indiquait un haut degré de résistance (13).
Cette observation suggere une transmission préférentielle des
parasites les plus résistants et pourrait expliquer pourquoi les
infections associées 3 une réponse de type RII sont rapidement
devenues prévalentes, par rapport 3 celles associées au type RI,
partout en Afrique tropicale. Ceci pourrait conduire 3 préconiser
Pusage d’un gamétocytocide en association avec le traitement
antipaludique dans les zones de chloroquino-résistance (10). Le
but de la présente étude était d’une part, de vérifier si Pobser-
vation précédente faite en zone hypoendémique était retrou-
vée en zone mésoendémique, d’autre part, de préciser les
conséquences de Phistoire de la maladie sur la gamétocytémie.
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Matériel et méthodes

Ltvillage de Mlomp est situé en Casamance, au sud-ouest
du Sénégal. La pluviométrie annuelle moyenne est de
1200 mm par an et les pluies sont réparties sur une période de
six mois, entre juin et novembre. Les 7000 habitants appar-
tiennent presque exclusivement  ’ethnie Diola. La résistance
3 la chloroquine a émergé 3 Mlomp en 1990. Une étude ran-
domisée en novembre 1992 (période de I’année présumée de
transmission maximale pour le paludisme) a montré que la
prévalence parasitaire atteignait 46 % chez les enfants et 38 %
chez les adultes (18).

Des tests i vivo de chimiosensibilité 4 Ia chloroquine ont été
effectués chez des malades consultant au dispensaire pour un
acces simple 3 P, falciparnm et déclarant ne pas avoir pris d’an-
timalarique au cours des quinze jours précédents. La dose
standard de traitement a été de 25 mg/kg de poids corporel,
distribuée en 3 jours (10, 10 et 5 mg). Le recrutement a été fait
en octobre 91, octobre 92, a0tit 93 et aoiit 94. Des gouttes
épaisses ont été réalisées 4 J0, J2, J4 et J7 chez 137 individus
agés de 1259 ans (moyenne = 11,1 ; médiane = 9). La densité
gamétocytaire a été mesurée sur 200 champs microscopiques
3 partir du rapport gamétocytes/leucocytes, sur la base de
8000 leucocytes/pl de sang. Le seuil de sensibilité de Iobser-
vation microscopique a été estimé 2 3,3 parasites/pl de sang.
Lanalyse des observations a été effectuée en accord avec les
recommandations de WERNSDORFER & PAYNE (20).

Les prévalences gamétocytaires ont été comparées en utili-
sant la probabilité exacte de FISHER. Le X2 de PEARSON a été
utilisé pour tester la signification de 'augmentation des pré-
valences gamétocytaires aprés traitement dans les groupes
sensibles, RI et RIL Le X2 de tendance linéaire a été utilisé
pour tester la signification de 'augmentation des prévalences
gamétocytaires observées aprés sept jours de traitement en
fonction de histoire de la maladie. Le test non paramétrique’
de KRUSKAL-WALLIS a été utilisé pour comparer les durées
moyennes de la maladie avant le traitement, en fonction dela
réponse thérapeutique. Les densités gamétocytaires ont été
transformées en Log(x+1) et les moyennes géométriques ont
été comparées par une ANOVA.

Résultats

La proportion de tests iz vivo montrant une résistance
parasitologique de P, falciparnm a été de 50 % (tableau I).
Deux patients ont présenté des infections de type RIIL, 'un
d’entre eux n’a présenté aucun gamétocyte 3 J0, J2, J4 et J7 et
Pautre avait respectivement 0,0, 8,0, 14,5 et 4,0 gamétocytes/pl
de sang. Ce petit nombre de RIII n’a pas permis d’analyser les
gamétocytes en liaison avec ce type de résistance.
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Distribution des réponses des stades asexués de Plasmodium falciparum
dans des tests de sensibilité in vivo a la chloroquine réalisés pendant quatre
ans dans la zone mésoendémique de Mlomp, province de la Casamance, Sénégal.

année 1991 1992 1993 1994 Total %
sensible 16 19 19 15 69 50.4
Rl 5 7 0 4 16 11.6
Rl 12 1 12 15 50 36.5
RHI 1] 0 1 1 2 15
total 33 37 32 35 137 100

Prévalence gamétocytaire

Les prévalences gamétocytaires de P. falciparum dans les
groupes S, RI et RII ont augmenté de JO & J7 aprés le traite-
ment (figure 1) ; cette augmentation a été significative pour les
groupes S et RII et proche de la signification pour le groupe

PR,
£volution aprés traitement par la chloroquine de la prévalence gamétocy-
taire chez des patients en accés simple & Plasmodium falciparum.

Les astérisques indiquent des différences significatives
par rapport aux infections sensibles (test exact de Fisker <0.05)

(n=69 pour S, n=16 pour R] et n=50 pour RIl ; 2 RIll n'ont pas &té représentés).
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RI(X2=16,6,P < 10-3;X2=98,7, P<106;X2=7,2,P < 0,07,
respectivement, avec ddl = 3 dans chaque cas). A J0,J2, J4 et
J7 la prévalence gamétocytaire n’a jamais différé significati-
vement entre RI et RIL. A JO, elle a différé entre S et RI (pro-
babilité exacte de FISHER P = 0.03). Entre S et R(I+II), elle a
différé 3 J4 (34,8 % vs 59,1 %) et J7 (42,0 % vs 84,8 %) (pro-
babilité exacte de FISHER P = 0,006 4 J4 et P < 10742 J7).

Densité gamétocytaire

Les densités gamétocytaires dans les groupes S, RI et RII ont
augmenté de JO 3 J7 (figure 2). La moyenne géométrique des
nombres de gamétocytes a augmenté de JO 3 ]7 chez les patients
3 souches sensibles de 0,39 gamétocytes/pl de sang 4 2,80, chez
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Evolution aprés traitement par la chloroquine de la moyenne géométrique
de la densité gamétocytaire par microlitre de sang
chez des patients en accés simple a Plasmodium falciparum.

Les barres indiquent les intervalles de confiance et les astérisques
indiquent les différences significatives par rapport aux infections sensibles
(test U de Mann-WHTNEY <0,05).

] s
30 7 ri

B :

*
354

nombre de gamétocytes




les patients 3 souches RI de 1,44 2 12,29 et chez les patients i
souches RII de 0,63 4 28,29 ; ainsi, la gamétocytémie des souches
sensibles, RT et RII a augmenté respectivement d’un facteur 7,1,
8,5 et 44,9. Ces densités ont toujours été supérieures chez les
souches résistantes par rapport aux souches sensibles 1 J0, J2,
J4, et J7. Pour la comparaison S-R1 1 J4 et pour la comparai-
son RI-R11 4 J7, les différences n’ont pas été significatives (P =
0,17 pour chacune des deux comparaisons par le test U de
MANN-WHITNEY) ; mais, pour la comparaison S-RII 3 J4 et
pour les comparaisons S-RI et S-RII 4 J7, les différences ont
&é significatives (P = 0,009, P=0,028 et P < 10~ par le test U
de MANN-WHITNEY). Les gamétocytes décomptés paraissaient
en totalité morphologiquement matures (stade V).

Parasites asexués avant le traitement

A J0, les moyennes géométriques des densités de trophozoites
dans les groupes S, RI et RII ont été respectivement 286,7, 171,0
et 511,7 (F = 5,27, P = 0,0063). Les moyennes des groupes sen-
sibles et RI n’ont pas différé significativement (P < 0,40), mais
la moyenne des RII a différé de RI (P = 0,017) et a été proche
du seuil de signification par rapport aux sensibles (P = 0,054).

Relation avec I'age des patients

La réponse thérapeutique a été liée 4 I’age des patients ; I'dge
moyen des patients 3 infections sensibles (21,8 ans) a été supé-
rieur 3 celui des RI (16,1 ans), qui a été lui-méme supérieur 3
celui des RII (15,0 ans). Chez les enfants de 13 9 ans (n = 68),
34 J7, les prévalences et densités gamétocytaires des souches
sensibles et résistantes (RI+RIL+RIII) ont été significative-
ment différentes (pour les prévalences, la probabilité exacte
de FISHER P = 0,027 et pour les densités P = 0,0039 par le test
U de MANN-WHITNEY). Un résultat similaire a été obtenu
chez les patients 4gés de 10 2 19 ans (n = 54) (respectivement
P=2.10"*et P=0,018). Cette stratification suggere que 'dge n’a
pas été un facteur influant sur les gamétocytémies observées.

Relation avec ['histoire de la maladie

Lors de Iinclusion dans le test iz vivo, les patients en accés
palustres ont déclaré étre malades, en moyenne, depuis 1,34
jours (extrémes : 0-5 jours) (tableau IT). Il n’y a eu aucune rela-
tion entre ce délai (séparant le début de la maladie du début du
traitement) et la réponse thérapeutique (1,32 jours pourles S ;
1,59 jours pour les R1 ; 1,26 jours pour les R2 ; P corrigé pour
les ex-equo = 0,61 dans le test de KRUSKAL-WALLIS). Il n’y a
pas eu non plus de relation significative entre ce délai et la
densité gamétocytaire 3 J2 (r= 0,107, n = 137, P = 0,22) et 2 J4
(r=0,159, n =137, P = 0,063). Par contre, il y a eu une corré-
lation trés significative entre ce délai et la densité gamétocytaire
47 (r=0,287,0n=137, P=7x10*%) et il y a eu une corrélation
significative entre ce délai et la prévalence gamétocytaire 1 7
(pour les patients dont la maladie a débuté entre 0 et 3 jours,
n =133, le X2 de tendance linéaire = 4,87, P = 0,027).

Répartition des 137 tests de sensibilité /n vivo 3 la chloroquine
en fonction de [histoire de la maladie avant le traitement, et indications
sur la gamétocytémie 7 jours aprés le début du traitement.

S emtent s L e ARG o

malade présence de moyenne géométrique des densités
depuis n gamétocytes a J7 gamétocytaires a J7 calculée
(jour) et indice gamétocytaire en excluant les valeurs nulles
(nombre de gamétocytes / yl de sang)
0 14 5 (36%) 83
1 83 51 (61%) 31,4
2 24 17 (11%) 36,7
3 12 10 (83%) 394

45 4 3 2653

Discussion

Aprés un traitement 3 la chloroquine, la densité et la pré-
valence gamétocytaires ont été significativement plus
élevées lors des infections RI-RII que lors des infections sen-
sibles. Comparés 3 une étude précédente effectuée 3 Pikine en
zone hypoendémique du Sénégal (13), les présents résultats
obtenus en zone mésoendémique sont largement concordants.
Il est cependant.a noter que les prévalences gamétocytaires 3
J4 et]7 qui étaient significativerment différentes entre les infec-
tions RI et RII dans I’étude de Pikine n’a pas été significati-
vement différente 3 Mlomp. Ceci pourrait étre en rapport
avec la prévalence relativement élevée des gamétocytes 3 JO dans
les infections RI de notre échantillon de Mlomp. Globale-
ment, il nous semble raisonnable de conclure qu’en zones
hypoendémique et mésoendémique, les gamétocytémies apres
traitement présentent une dynamique comparable en relation
avec le niveau de chimiosensibilité.

Pour tenter d’expliquer I’apparition massive de gamétocytes
circulants consécutive au traitement dans le cas des souches
résistantes, il est possible d’émettre trois hypothéses, non
exclusives entre elles :

- la chloroquine, bien connue pour détruire les jeunes gamé-
tocytes sensibles (17), a sélectionné les jeunes gamétocytes
résistants,

- les souches résistantes ont été plus gamétocytogenes,

- la chloroquine a augmenté la néogamétocytogenese des
souches résistantes.

Le fait que Phistoire de la maladie détermine grandement la pré-
sence et la densité de gamétocytes des le septidme jour de trai-
tement, alors qu’il faut 10-12 jours iz vivo pour que s’achéve
Pintégralité de la gamétocytogentse (5), semble plutst en faveur
de la premigre et/ou de la deuxidme hypothése.

Dans les zones de chloroquinorésistance, des données
recueillies aw Mozambique (15) et en Guinée Equatoriale (14)
ont aussi montré une augmentation des gamétocytes sept
jours aprés le traitement. Dans les Iles Salomon, la présence
de gamétocytes au début du traitement a été un facteur de
risque significatif d’une résistance # vivo (7). Enfin, chez les
patients d’une région endémique du Sri Lanka (6) et dans le
Sud-Cameroun (1), une plus grande proportion d’infections
chloroquino-résistantes présentait une gamétocytémie com-
parée aux infections sensibles.

L’ensemble de ces observations suggére que, lorsque des
souches sensibles et résistantes coexistent dans la population
humaine, la gamétocytémie au décours d’un accés palustre
traité 3 la chloroquine dépend du niveau de résistance de I'in-
fection et favorise ainsi la transmission préférentielle des para-
sites les plus résistants.
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