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Endémie parasitaire majeure, le paludisme touche particuliérement les

régions tropicales défavorisées d“Afrique, d“Amérique, de la Méditerranée
orientale, d“Asie du Sud-Est et du Pacifique occidental représentant au total 216
millions de cas de paludisme, soit environ 5 millions de plus qu“en 2015. Les
déces ont atteint 445 000 cas. La plupart des cas (90%) ont été enregistrés dans
la région Afrique de 1"Organisation Mondiale de la Santé¢ (OMS), loin devant la
région Asie du Sud-Est (7%) et la région Méditerranée orientale (2%) [97].
Dans les régions ou la transmission du paludisme est intense, les enfants de
moins de 5 ans risquent tout particulierement de contracter 1“infection, de faire
la maladie et de mourir. Plus de deux tiers (70%) des déces dus au paludisme
surviennent dans cette tranche d“age. Entre 2010 et 2015, le taux de mortalité
chez les enfants de moins de 5 ans a baissé de 29% au niveau mondial [98].

En Cote d*Tvoire, le paludisme représente la premicre cause de morbidité
avec 43 % des motifs de consultation dans les formations sanitaires du pays et
un taux d“incidence de 105 pour 1000 dans la population générale contre 295
pour 1000 chez les enfants 4gés de moins de 5 ans. Les enfants 4gés de moins de
5 ans et les femmes enceintes constituent les populations les plus vulnérables.
Sur le plan socioéconomique, le paludisme est responsable de 40%
d“absentéisme en milieu scolaire et 42% d“absentéisme en milieu professionnel
réduisant ainsi la capacit¢ des ménages a contribuer a la productivité. Le
paludisme entretient également la pauvreté¢ au sein des familles qui chaque
année lui consacrent 25% de leurs revenus pour le traitement et la prévention
[34].

Différentes méthodes de diagnostic du paludisme sont actuellement
disponibles. La microscopie (frottis sanguin et goutte épaisse) demeure la
méthode de référence [44]. Elle permet de diagnostiquer la maladie
(identification de 1“espece plasmodiale en cause et évaluation de la parasitémie),

ce qui conditionne a la fois le pronostic et la conduite thérapeutique.
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Par contre, les techniques de microscopie ne parviennent pas a détecter les
infestations mixtes surtout quand une des especes de Plasmodium est présente a
des niveaux faibles. La fiabilit¢ de I“examen microscopique exige une
expérience dont ne disposent pas tous les biologistes.
Les tests immunologiques récents de diagnostic rapide, détectant les antigénes
plasmodiaux sont simples, ne nécessitent pas de personnel qualifié par rapport a
la microscopie et réduisent I'utilisation inappropriée des médicaments
antipaludiques [5]. Leur sensibilité varie selon les fabricants et les études mais
certains ont une sensibilité et une spécificité que 1"OMS juge acceptables
(> 95%) pour les densite€s parasitaires de 200 parasites/pl [90].
Ces derniéres années, la détection moléculaire de Plasmodium, avec une
sensibilité plus élevée, gagne en importance pour une détection précise.
Des méthodes telles que la PCR (Polymerase Chain Reaction) nichée sont
capables de détecter 0,3 parasites/ul de sang [43 ; 57]. L'approche par PCR
nichée identifie I'ADN de Plasmodium spécifique de l'espece en amplifiant la
région de I'ARN ribosomique 18 S du parasite [63].
Son indication se justifie principalement en cas de difficulté de la microscopie a
cause de pauciparasitémies ou pour I“identification de [“espece plasmodiale en
cause et 1“¢tude des génes de résistance aux traitements antipaludiques.
En ce qui concerne les pauciparasitémies, il a récemment été estimé que les
infestations sub-microscopiques mais détectables par PCR, représentent 20%
des infestations palustres dans les zones a transmission élevée et jusqu'a 70%
dans les zones hypoendémiques, ou elles contribuent a hauteur de 40% de la
transmission aux moustiques [86].

En effet, lorsque les densités parasitaires sont faibles ou lorsqu‘il y a des
infestations mixtes, les résultats de la microscopie sont par moment biaisés ou

sujets a des imprécisions. La détection des parasites du paludisme par la PCR
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nichée peut alors étre une technique de diagnostic adéquate pour contourner les
limites de la microscopie.

Il nous a paru donc important d“évaluer les performances de la PCR nichée
dans le diagnostic de D’infestation plasmodiale chez les enfants d’age

scolaire a Grand-Bassam, Abengourou et San Pedro de 2015 a 2016.

Les objectifs spécifiques sont de :

- décrire les caractéristiques socio-démographiques et cliniques de la
population d“¢tude ;

- estimer la prévalence de I“infestation plasmodiale en fonction des
parameétres socio-démographiques et des moyens de prévention ;

- comparer les résultats des indices paludométriques a la microscopie et a la

PCR.

Notre travail s“articulera autour de deux grandes parties : la premicre
portera sur la revue de la littérature sur le paludisme, la seconde présentera le
matériel et les méthodes utilisés au cours de 1“étude, les résultats et la discussion
qui en découlent ainsi que les recommandations formulées et nous terminerons

par une conclusion.
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I- DEFINITION ET HISTORIQUE
I-1- DEFINITION

Endémie parasitaire, le paludisme (du latin palus = marais) ou malaria (de
I“italien mal’aria = mauvais air) est une €rythrocytopathie fébrile due a un
hématozoaire du genre Plasmodium. 1l est transmis a 1"Homme par la piqlire de

moustiques femelles infestés du genre Anopheles [7].

I-2- HISTORIQUE

Le paludisme est une maladie trés ancienne, aussi 'Homme préhistorique a di
en souffrir. La maladie est probablement originaire d'Afrique et a suivi les
migrations humaines vers les cotes de la Méditerranée jusqu'en Inde et en Asie
du Sud-Est. Dans le passé, le paludisme était fréquent dans les marais Pontins,
autour de Rome, et son nom a été tiré¢ de l'italien (mal’aria ou "mauvais air").

I1 était aussi connu sous le nom de fiévre romaine [55].

Toutefois, 1“histoire de la maladie peut étre envisagée sur plusieurs plans :

clinique, biologique et thérapeutique.

I-2-1- Au plan clinique

Les symptomes de fievre intermittente ont été décrits par Hippocrate au VI

siecle avant Jésus-Christ. Il lie ces fiévres a certaines conditions climatiques et
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environnementales, et les divise en trois types, selon leur périodicité
quotidienne, tierce ou quarte [39].
Au II°™ siécle avant Jésus-Christ, les Grecs et les Romains avaient déja établi un
lien entre les fievres intermittentes et la proximité des marécages [107].
AVICENNE et AVENZOAR décrivent la splénomégalie palustre et
envisagent, aprés les Romains, le role du moustique dans la transmission
palustre [53].

I-2-2- Au plan biologique

En 1878, I"hématozoaire du paludisme fut découvert par LAVERAN A.,
médecin militaire francais, a Bone (maintenant devenue ANNABA), en Algérie.
Cette découverte fut confirmée en Constantine (Algérie) en 1880 par
I“observation d"une exflagellation. Il démontre la nature parasitaire de
I“affection en détectant 1"agent pathogeéne dans le sang des patients atteints de
fievre intermittente : le Plasmodium.
De 1885 a 1897, en Italie, les travaux de MARCHIAFAVA, CELLI, GOLGI,
GRASSI, WELCH et FATELLI confirment [“origine parasitaire de la maladie,
et ils découvrent les trois premicres especes :

- Plasmodium vivax ;

- Plasmodium falciparum et

- Plasmodium malariae.
En 1897, ROSS, Médecin de I“armée des Indes, prouve le réle de vecteur des
moustiques dans la transmission du paludisme.
En 1898, GRASSI confirme la thése de Ross et démontre que 1“anophele
femelle est le vecteur de la maladie.
En 1922, STEPHENS décrit une quatriéme espece plasmodiale : Plasmodium
ovale.

En 1930, RAFFAELE décrit la schizogonie exoérythrocytaire [24 ; 50 ; 51].
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En 1948, SHORTT et GARNHAM décrivent 1“¢tape intra-hépatique du
développement du parasite dans 1“organisme humain [52].

Une autre espece plasmodiale, Plasmodium knowlesi, a été découverte en 1930
chez un macaque par KNOWLESS et DAS GUPTA a Calcuta en Inde.

Apres plusieurs observations d“infestation naturelle de 1"Homme dans certains
pays d“Asie du Sud-Est, P. knowlesi sera admis comme 5™ espéce plasmodiale
humaine en 2004 [67 ; 114].

En 1976, TRAGER et JANSEN réussissent la culture continue de Plasmodium
falciparum.

En 2011, il a été rapport€¢ que Plasmodium ovale était en fait constitu¢ de 2
especes distinctes et sympatriques : Plasmodium ovale curtisi et Plasmodium
ovale wallikeri |85].

En 2014, un premier cas de transmission humaine par Plasmodium cynomolgi,

espece plasmodiale d“origine simienne a €té signalé [116].

I-2-3- Au plan thérapeutique

En 1630, DON FRANCISCO LOPEZ apprend des indiens du Pérou
(Amérique du Sud), les vertus de 1“¢corce du quinquina « l'arbre a fievre » [S1].
En 1820, les Pharmaciens PIERRE JOSEPH PELLETIER et BIENAIME
CAVENTOU isolent et identifient chimiquement I“alcaloide actif du
quinquina : la quinine [50].

En 1891, ERLICH et GUTTMAN observent les propriétés antiplasmodiales du
Bleu de Méthylene [50].

En 1926, le premier antipaludique de syntheése est obtenu : la Primaquine. Il
s“agit d“une 8-Amino-quinoléine.

ANDERSA synthétisa, en 1934, des dérivés 4-Amino-quinoléines dont la

sentoquine et la chloroquine.
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En 1934, la synthése de 1"Amodiaquine constitue, avec la chloroquine, la base
de la thérapeutique antipalustre.

CURD et al. [24] mettent en évidence 1"activité antimalarique de certains
biguanides ; la premic¢re molécule synthétisée est le Proguanil.

En 1961, on note 1“apparition de résistance des souches de P. falciparum a la
chloroquine.

Des 1963, les travaux de recherche s‘orientent vers la mise au point de
molécules actives sur les souches de Plasmodium chloroquinorésistantes.

En 1971, ces travaux aboutissent a la synthése de la Méfloquine et de
I"Halofantrine.

En 1972, les chercheurs de I“Institut de Shanghai, sous la direction de la
Pharmacologue YOUYOU TU, mettent en évidence 1“activité antiplasmodiale

d“un extrait d“Artemisia annua L., |“artémisinine ou ginghaosou [15].

II- EPIDEMIOLOGIE
II-1- AGENTS PATHOGENES

Il existe cinq especes du genre Plasmodium parasites de 1"'Homme. Il s"agit de
protozoaires intracellulaires de 2 a 5 micrometres dont la multiplication est
asexuée ou schizogonique chez I"Homme et sexuée ou sporogonique chez le

moustique vecteur, [“anoph¢le femelle [15].

II-1-1- Taxonomie

La position systématique du genre Plasmodium est la suivante [51] :

- RegNE - PROTISTES
= SoUS-TEENE --===m==mmmmmmm oo PROTOZOEA
- Phylum -----=mmm e APICOMPLEXA
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= Classe ——====mmmmmm e SPOROZOEA

- Sous-classe =---===-===m=mmmmm COCCIDIA

= Ordre —--=mmmmm e EUCOCCIDIIDA

- Sous-0rdre --==========m HAEMOSPORINA
- Famille -----—--—----- e PLASMODIIDAE
= GeNIE —--= === PLASMODIUM.

Cing especes sont pathogenes chez 1"Homme [19] :
- Plasmodium falciparum ;
- Plasmodium vivax ;
- Plasmodium ovale (dont deux sous-especes P. ovale curtisi et P. ovale
wallikeri) ;
- Plasmodium malariae ;
- Plasmodium knowlesi.
Récemment, il a été décrit un cas de transmission humaine par P. cynomolgi

[116].

I1-1-2- Spécificités
- Plasmodium falciparum

C*est 1“espéce la plus répandue et la plus mortelle dans le monde. Elle est a
I“origine d“une fievre tierce maligne. C*est 1“espeéce la plus répandue autour de
1“Equateur.

Son cycle exo-€rythrocytaire dure 7 a 15 jours. La schizogonie endo-
érythrocytaire dure habituellement 48 heures et s“effectue dans les capillaires

viscéraux.
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Son évolution se fait sans rechute a distance, et sa longévité est de 2 mois en
moyenne (mais peut atteindre 6 mois ou méme 1 an) [S3]. Ses critéres
diagnostiques (figure 1) sont les suivants :

il parasite toutes les hématies quels que soient 1“4ge, la taille et la forme ;

- les hématies parasitées sont de taille normale ;

- les trophozoites en forme d“anneau apparaissent fins et graciles. On dit
quils ont un aspect en bague a chaton. Il peut en avoir deux ou trois a
I“intérieur d“une hématie : c“est le polyparasitisme ;

- certains trophozoites peuvent avoir deux noyaux. On dit qu“ils sont
polynuclées ;

- les schizontes et les rosaces ne sont, en général, pas visibles dans le sang
périphérique ;

- les schizontes possedent 8 a 24 noyaux ;

- les gamétocytes sont en forme de banane ou de faucille ; dou le nom de
cette espece plasmodiale ;

- des taches de Maurer peuvent étre présentes dans les hématies parasitées
[27] ;

- le frottis sanguin est monotone.

Diversité génétique de Plasmodium falciparum

P. falciparum est un sporozoaire dont l'expansion mondiale aurait débutée il y a
plusieurs dizaines de milliers d“années, a partir d'une petite population
d“Afrique. Le génome nucléaire du clone 3D7 de Plasmodium falciparum
(génome de référence) est composé¢ de 22,8 méga bases (Mb) reparties sur
quatorze chromosomes dont la taille varie de 0,643 a 5,29 Mb [104].

Ses 14 chromosomes possedent 5300 genes, dont une large proportion est

dévolue a 1'évasion immune et aux interactions hote-parasite. Les parasites
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exhibent un important polymorphisme génétique qui est le fruit des mutations
génomiques générant de nouveaux all¢les, mais surtout de nombreuses
recombinaisons (crossing-over). Ces recombinaisons se produisent au sein du
moustique lors de la courte phase diploide issue de la fécondation. Lorsqu un
moustique ingere des gamétocytes et que ceux-ci sont issus de parasites
génétiquement différents, des recombinaisons méiotiques se produisent et
génerent ainsi un brassage des genes a l'origine de nouvelles combinaisons
alléliques et de nouveaux haplotypes. Le polymorphisme génétique est donc
plus important dans les régions ou la transmission du paludisme est intense, car
le parasitisme humain est fréquemment polyclonal (multiparasitisme) et les
recombinaisons méiotiques chez 1“anophéele femelle aprés un repas sanguin
surviennent alors fréquemment entre des parasites génétiquement différents. 1l

apparait au contraire limit¢ dans les zones de faible transmission.

De nouvelles souches de P. falciparum génétiquement différentes peuvent en
outre &tre importées par des personnes infectées voyageant depuis les régions
voisines. Les flux de populations humaines et l'isolement géographique sont
donc ¢galement des facteurs accroissant la diversité¢ génétique au sein d'une
population parasitaire [104].

A l'inverse, la diversité¢ génétique des populations de P. falciparum peut étre
diminuée par divers types de pression de sélection, immune (chez 'Homme
comme chez le moustique) ou médicamenteuse, qui sélectionnent alors les

parasites hébergeant des mutations conférant un degré suffisant de résistance.
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- Plasmodium vivax

Cette espéce est moins répandue que P. falciparum. Elle est a 1“origine d"une
fievre tierce bénigne et se rencontre du 37°™ degré de latitude Nord au 257
degré de latitude Sud. Elle est néanmoins débilitante et parfois mortelle.

Son cycle exo-érythrocytaire dure 15 jours en moyenne et peut atteindre 9 mois.
Ce parasite évolue avec des rechutes a distance dues a la présence des
hypnozoites hépatiques. La schizogonie endo-érythrocytaire dure 48 heures. La
longévite de P. vivax est de 3 a 4 ans.

Il parasite surtout les hématies jeunes (réticulocytes). De nombreuses
observations ¢pidémiologiques indiquaient que le paludisme a Plasmodium
vivax ne touchait pas les populations de groupe sanguin Duffy négatives vivant
en Afrique de 1'Ouest, en Afrique Centrale ou en Amérique du Sud.

Plasmodium vivax était précédemment inféodé uniquement aux sujets Duffy
positifs : [“antigéne Duffy sur la paroi de 1“¢érythrocyte était nécessaire a la
pénétration du mérozoite de P. vivax. Il était considéré comme exceptionnel
chez les sujets mélanodermes [27 ;5 51]. Mais récemment P. vivax a émerge chez
les individus Duffy négatifs dans certains pays africains allant de Madagascar a
la Mauritanie et également en Amérique du Sud. Ainsi, le groupe Duffy ne

pourrait conférer une protection absolue contre P. vivax [75 ; 129].

Ses criteres diagnostiques (figure 2) sont les suivants :
- les hématies parasitées sont habituellement hypertrophiées ;
- les granulations de Schiiffner sont fréquemment observées dans les
hématies ;
- les trophozoites matures, de forme ovalaire, ont tendance a devenir plus
larges et grossiers. Ils ont une forme amiboide et un cytoplasme

abondant ;
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- les formes en développement (schizontes, rosaces) sont fréquemment
rencontrées ;

- les schizontes ont 16 a 24 noyaux ;

- les gamétocytes sont plus ou moins ovoides et remplissent le globule
rouge [27] ;

- le frottis sanguin est panaché avec la présence simultanée dans le sang

périphérique de toutes les formes de division du parasite.
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- Plasmodium ovale

I1 est assez proche de P. vivax. Il est responsable d“une fievre tierce bénigne. Sa
longévité¢ est grande (environ 5 ans). Son cycle endo-érythrocytaire dure 48
heures. Il évolue également avec des rechutes a distance dues aux hypnozoites
hépatiques. Il parasite les hématies jeunes. Il est localis¢ surtout en Afrique,
notamment en Afrique occidentale et centrale [51].
Ses critéres diagnostiques (figure 3) sont les suivants :
- les hématies parasitées sont hypertrophi¢es de forme ovale avec des bords
frangés ; elles contiennent précocement des granulations de James ;
- les trophozoites, proches de ceux de P. vivax, sont larges et grossiers avec
une pigmentation prononcée, lorsqu‘ils sont jeunes ;
- le schizonte est ovale, situé au centre de 1“hématie et possede 8 a 12
noyaux en moyenne;
- le gamétocyte est ovoide avec un gros noyau et de nombreuses
granulations de Schiiffner [27] ;
- le frottis sanguin est panaché avec la présence simultanée dans le sang

périphérique de toutes les formes de division du parasite.
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GAMETOCYTES
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PLASMOOIUM OVALE

Figure 3 : Plasmodium ovale a différents stades, sur frottis mince et sur goutte
¢paisse [95]
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- Plasmodium malariae

Il est responsable d“une fiévre quarte bénigne. La schizogonie endo-
érythrocytaire dure 72 heures. On peut observer des recrudescences
parasitémiques apres 3 ans voire 20 ans en dehors de toute nouvelle infestation.
Ces recrudescences seraient dues a une réactivation des formes érythrocytaires
latentes ou qui s‘exprimeraient a 1“occasion d“une agression telle une
splénectomie [S51]. Cette espéce est rencontrée dans les zones tempérées et
tropicales.

Sa complication principale est une néphropathie quartane pouvant entrainer une
insuffisance rénale grave. Ses criteres diagnostiques (figure 4) sont les suivants :

- les hématies parasitées sont, en général, de vieilles hématies ; elles sont de
petite taille et de forme normale ;

- le trophozoite est annulaire et peut paraitre ovale avec un pigment
malarique précoce ;

- les formes en bande longitudinale caractérisent cette espece, et on parle de
trophozoite en bande équatoriale ;

- le schizonte mature peut avoir une forme typique en marguerite grace a
ses noyaux au nombre de 6 a 8 disposé€s a la périphérie avec un pigment
malarique au centre ;

- les gamétocytes sont petits, ronds, parsemés de pigment malarique et ne
remplissent pas I“hématie [27] ;

- le frottis sanguin est panaché avec la présence simultanée dans le sang

périphérique de toutes les formes de division du parasite.
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Figure 4 : Plasmodium malariae a différents stades, sur frottis mince et sur
goutte épaisse [95]
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Plasmodium knowlesi

I1 est localisé¢ en Asie du Sud-Est et provoque une fievre quotidienne. Il n*y a

pas ici de récurrences, ni d“hypnozoites dans le foie et donc absence de rechutes

a distance. Des formes Iétales sont observées [71 ; 114]. Les sujets Duffy

Négatifs sont protégés vis-a-vis de P. knowlesi car leurs érythrocytes sont

dépourvus de DARC (Duffy Antigen Receptor of Chemokine), récepteurs

naturels a des agents du paludisme : P. vivax et P. knowlesi.

Les criteres diagnostiques (figure 5) sont :

les hématies parasitées sont de forme normale, arrondie, pas ¢€largie, pas
déformée ;

tous les stades parasitaires sont rencontrés dans le sang périphérique ;

le polyparasitisme est possible (2 ou 3 parasites dans 1“¢érythrocyte) ;

le trophozoite jeune en forme d“anneau posseéde un cytoplasme dense avec
1 ou 2 voire 3 noyaux a l“intérieur ;

le trophozoite 4gé possede un cytoplasme dense, 1égerement amiboide et
irrégulier, forme en bande avec un pigment brun-fonce ;

le schizonte miir occupe tout 1“érythrocyte avec 10 a 16 noyaux disperses
ou regroupés en grappes de raisin et des pigments dispersés ou réunis en
une seule masse ;

le gamétocyte arrondi et compact, occupe toute [“hématie avec des

pigments dispersés ou réunis en une seule masse [114].

En pratique, le diagnostic microscopique conventionnel de P. knowlesi reste tres

limité. Les jeunes trophozoites sont morphologiquement similaires a ceux de P.

falciparum. Tous les autres stades de développement sont semblables a ceux de

P. malariae ; ce qui a occasionné des erreurs diagnostiques notamment dans les
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régions endémiques ou coexistent P. knowlesi et les autres especes [10 5 71 ;

114].

Au microscope, P. knowlesi est facilement confondu au conventionnel P.
malariae, ce qui est gravissime car, contrairement a ce dernier, il peut étre 1étal
pour I"Homme [10]. Mais, heureusement il est sensible aux simples
médicaments usuels utilisés dans le paludisme a P. malariae, notamment la
chloroquine. Actuellement, la méthode de choix permettant de réaliser un

diagnostic stir de P. knowlesi est la PCR [67].
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24

Gamétocytes de P. knowlesi

Figure 5 : Plasmodium knowlesi a divers stades de développement [71]

II-2- AGENTS VECTEURS

Il existe plus de 300 especes d“anopheles connues dont 70 sont vectrices de
Plasmodium humain. Ce sont des moustiques de 5 a 10 mm dont la classification

est la suivante [78] :

- RegNe - ANIMAL

- Phylum - ARTHROPODES
- Sous-Phylum -------===——- e ANTENNATES

= Classe ——===mmmmmmm o INSECTES

- Sous- classe =--===-==mm=mmm - PTERYGOTES

= Ordre ——-=—m=m e DIPTERES

- Sous-0rdre --=========mm e NEMATOCERES
- Famille -------=--—=— e CULICIDAE

- Sous-famille ----========== o ANOPHELINES

= GeNIe === ANOPHELES.
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En Afrique subsaharienne, les principaux vecteurs sont Anopheles funestus,
Anopheles gambiae et Anopheles arabiensis. En Cote d“Ivoire, le principal
vecteur est 4. gambiae. Les males se nourrissent de nectar de fleurs tandis que
les femelles sont hématophages (figure 6). Elles puisent les protéines sanguines
indispensables a la maturation de leurs ceufs en piquant "Homme et les autres

mammiféres [55].
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Figure

Anophéle femelle [92]
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Ces vecteurs concentrent leurs activités entre 20 heures et 3 heures du matin.
Seuls les anopheles femelles peuvent transmettre le paludisme.

La reproduction des anopheles nécessite de 1“eau, du sang et de la chaleur. Les
gites de ponte varient avec les espeéces d“anopheles. Ceux d“A. gambiae et A.
arabiensis peuvent étre des collections d'eau peu profondes et ensoleillées
(empreintes de pas, flaques, petites mares, marécages aménaggs, riziéres, flaques
résiduelles des cours d'eau en décrue). Leurs larves se rencontrent aussi dans
d'autres types de gites, mais de manicre inhabituelle. Elles ne se rencontrent pas
en principe dans les eaux fortement ombragées, a courant rapide, alcalines ou
polluées. Les gites larvaires d“4. fumestus sont typiquement des gites d'eaux
profondes, claires, permanentes ou sub-permanentes, ombragées par la
végétation (herbes, végétation flottante). Ce sont des mares, des marécages, des
bordures de lacs et de cours d'eau [62].

Les ceufs sont déposés a la surface de 1“eau et 1“éclosion a lieu, en général, au
bout de 36 a 48 heures. Les larves vivent dans les eaux calmes. Le stade
nymphal dure souvent moins de 48 heures. Les stades aquatiques ceufs, larves,

nymphes précedent I“émergence des adultes ou imagos [28].

I1I-3- cycle évolutif des PLASMODIES

Le cycle de développement de tous les Plasmodium humains est essentiellement
le méme. Il comprend une phase asexuée (ou schizogonique) qui se déroule chez
I"Homme et une phase sexuée (ou sporogonique) qui se développe chez
I“anophéle femelle [131]. La phase asexuée comprend une phase exo-
érythrocytaire ou hépatique et une phase érythrocytaire ou endo-érythrocytaire

(figure 7).
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I1-3-1- Cycle asexué ou schizogonique

Le cycle du parasite fait suite a 1“inoculation par 1“anoph¢le femelle de formes

infestantes (sporozoites) lors de son repas sanguin [25].
e Phase exo-érythrocytaire

Cette phase a lieu dans le foie et est asymptomatique. Elle débute aprés la piqlre
de I“anophele femelle infestée, qui inocule a 1"Homme sain des sporozoites
fusiformes au cours de son repas sanguin. Les sporozoites inoculés ne restent
dans la circulation sanguine qu“une demi-heure au plus. Certains sont détruits
par les phagocytes mais les autres gagnent le foie, pénéetrent dans les hépatocytes
et se transforment en cryptozoites. Ces cryptozoites se multiplient par division
nucléaire pour former des schizontes pré-érythrocytaires (intra-hépatiques) qui
se développent en quelques jours (P. knowlesi : 4 jours ; P. falciparum : 5-7
jours ; P. vivax : 6-8 jours ; P. ovale : 9 jours ; P. malariae : 14-16 jours).

Apres plusieurs divisions nucléaires successives, chaque noyau s“individualise
en s‘entourant d“un fragment de cytoplasme pour donner un mérozoite. Le
schizonte mir éclate et libere des milliers de mérozoites dans le sang. La période
pré-patente est la période entre 1“infestation et la détection d“une parasitémie
sanguine. Elle dure au minimum moins de 5 jours pour P. knowlesi, 9 a 10 jours
pour P. falciparum, 11 a 13 jours pour P. vivax, 10 a 14 jours pour P. ovale et 15
a 16 jours pour P. malariae. Certains sporozoites n“évoluent pas directement en
schizonte pré-érythrocytaire ; ils entrent dans une phase dormante (hypnozoite)
qui peut durer plusieurs mois. Ils sont responsables des rechutes tardives. P.
falciparum, P. malariae et P. knowlesi ne forment pas d“hypnozoites [25 ; 71 ;

131].
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e Phase endo-érythrocytaire

Les mérozoites pénetrent par effraction dans les hématies (par invagination de la
membrane cellulaire en formant une vacuole parasitophore) et se transforment
en trophozoites. Les trophozoites se nourrissent d“hémoglobine et produisent un
pigment malarique, 1“hémozoine qui est une substance pyrogene [25; 131].
Apres une période de croissance, le trophozoite agé subit plusieurs divisions
nucléaires et se transforme en schizonte endo-€rythrocytaire qui évolue pour
donner un schizonte mature ou corps en rosace. C'est la schizogonie endo-
érythrocytaire. Au stade de schizonte mature, les érythrocytes €clatent et liberent
les mérozoites, avec 1“hémozoine. L ¢éclatement des rosaces est synchrone a
I“apparition de la fiévre et des autres signes cliniques du paludisme. Cette
schizogonie €rythrocytaire dure 24 heures pour P. knowlesi, 48 heures pour P.
falciparum, P. vivax, P. ovale et 72 heures pour P. malariae. Les mérozoites
libérés vont parasiter d“autres hématies saines entrainant une augmentation
progressive de la densité parasitaire dans le sang. Apres plusieurs cycles
schizogoniques, certains mérozoites vont se transformer en €léments sexués ou
gamétocytes (male et femelle). Ces derniers ne vont continuer leur
développement que s‘ils sont ingérés par un anophele femelle. Le délai entre
I“infestation et |“apparition des signes cliniques correspond a la période
d“incubation. Elle dure moins de 6 jours pour P. knowlesi, 12 jours pour P.
falciparum, 15 jours a 6-12 mois pour P. vivax, 17 jours ou plus pour P. ovale et

28 jours ou plus pour P. malariae |25 5 71 5 131].

I1-3-2- Cycle sexué ou sporogonique
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L“anoph¢le femelle ingére des trophozoites, des schizontes, des rosaces et des
gamétocytes lors de son repas sanguin chez un paludéen. Seuls les gamétocytes
(forme sexuée du Plasmodium) survivent a la digestion dans I“estomac du
moustique. IIs se transforment ensuite en gametes males et en gametes femelles
dont la fusion donne naissance a un ceuf mobile appelé ookinéte. Celui-ci
traverse la paroi stomacale de 1“anophele et s“enkyste au niveau de sa face
externe formant 1“oocyste, dans lequel s"individualisent les sporozoites.
L“oocyste mature ou sporocyste €clate et libére les sporozoites qui migrent
préférentiellement dans les glandes salivaires de 1"anophele femelle. Lors d“un
repas sanguin ultérieur, 1“anophéle inocule les sporozoites a 1“individu et le cycle

recommence [25 ; 131].
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Figure 7 : Cycle évolutif du Plasmodium [25]
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11-4- MODES DE TRANSMISSION

En général, la contamination de 1"Homme se fait par la piqlre de 1“anophele
femelle infesté. Cependant, il existe d“autres modes de transmission du
paludisme.
On distingue ainsi :

= Je paludisme transfusionnel : bien connu, ce type de paludisme devrait
justifier la chimioprévention antipalustre presque systématique, administrée a
I“occasion de toute transfusion sanguine ;

» e paludisme congénital ou transplacentaire : il s"agit d“une infestation
parasitaire transmise de la mere au feetus, in utero, par voie transplacentaire

[21].

II-5- REPARTITION GEOGRAPHIQUE

Le paludisme sévit actuellement dans la ceinture de la pauvreté et touche
environ 95 pays dans le monde (figure 8) [93]. En 1950, il a été éradiqué d“une
grande partie de 1“Europe, de 1"Amérique Centrale et du Sud. Il est surtout
redoutable en zone tropicale ou 1on retrouve en majorité¢ P. falciparum, agent

du paludisme grave [87 ; 96].

I1I-5-1- En Europe

Le paludisme a disparu des foyers anciens, mais on constate une recrudescence
du paludisme d“importation du fait de 1“essor des déplacements vers les pays
tropicaux et de la négligence de la chimioprophylaxie. On observe également le
paludisme des aéroports dont la transmission est assurée, lors d“étés chauds
autour des grands aéroports internationaux, par des anopheles femelles infestés

« voyageurs » [61].
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I1-5-2- En Amérique

L“Amérique du nord n“est pas touchée par le paludisme, mais 1“Amérique
Centrale et 1“"Amérique du Sud sont trés affectées. On y retrouve :
- Plasmodium vivax : dans les régions de basses altitudes ;
- Plasmodium malariae : autour de la mer des Caraibes et le golfe du
Mexique ;

- Plasmodium falciparum essentiellement dans le bassin amazonien [61].

I1-5-3- En Océanie

Le paludisme sévit dans certaines iles comme la Nouvelle-Guinée et 1'le
Salomon. On y rencontre des souches de P. vivax résistantes a la chloroquine.
D*autres iles, comme la Tahiti et la Nouvelle-Calédonie, sont indemnes de
paludisme. On note la disparition des foyers de paludisme au Nord-Est de

1“Australie [61].

I1-5-4- En Asie

Le paludisme sévit intensément avec comme especes prédominantes :

- Plasmodium falciparum présent en Asie du Sud et du Sud-Est ;

- Plasmodium vivax présent dans toute la partie tropicale ;

- Plasmodium malariae présent en Iran [61].
On rencontre des souches de Plasmodium multi-résistantes, entre autres P.
falciparum résistant a la chloroquine, a la sulfadoxine-pyriméthamine, a la
méfloquine et récemment aux dérivés de 1“artémisinine en Asie du sud-est [45 ;

46 ; 84 ; 103].
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I1-5-5- En Afrique

Le paludisme est largement répandu dans toute 1“Afrique intertropicale avec
comme especes prédominantes :
e P. falciparum, qui est surtout retrouvé en Afrique sub-saharienne ;
e P. malariae, qui est fréquent en zone tropicale et quelques foyers en
Afrique du Nord ;
e P. ovale, qui est rare, mais 1l en existe quelques foyers en Afrique
occidentale et centrale.

En Afrique du Nord, le paludisme est rare mais on y rencontre P. vivax [29].

II-5-6- En Cote d’Ivoire

Le paludisme est endémique en Cote d'Ivoire. Sa transmission se fait de
maniere permanente, au cours de I|“année avec des pics saisonniers
d“hyperendémicité pendant les périodes de pluies.

Le principal parasite présent dans 80 a 97% des cas est P. falciparum. Ensuite

vient P. malariae avec 3 a 10% des cas [35].
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Figure 8 : Pays ou la transmission du paludisme est active, 2015 [93]

II-6- SURVEILLANCE EPIDEMIOLOGIQUE

Certains indices permettent de suivre 1“évolution épidémiologique du paludisme
et de réaliser une classification. Ce sont :

- I"indice splénique (IS) : pourcentage de sujets examinés porteurs d“une
splénomégalie notamment la proportion d“enfants de 2 a 9 ans ayant une
splénomégalie ;

- I"indice plasmodique (IP) : pourcentage de sujets examinés présentant des

Plasmodium. 11 est mesuré chez les enfants d"age compris entre 2 4 9 ans.
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Ces deux premiers indices permettent une classification des zones d“endémie :
- zone hypo-endémique : IS < 10%, IP <10% ;

- zone méso-endémique : IS = 11% - 50%, [P =11% - 50% ;

- zone hyper-endémique : IS = 51% - 75%, I[P =51% - 75% ;

- zone holo-endémique : IS > 75%, IP > 75% [13].

D*autres indices sont ¢galement recensés :

- I"indice gamétocytique, qui mesure le pourcentage de personnes examinées
ayant des gamétocytes dans le sang et permet de connaitre le potentiel infestant
d“une population vis-a-vis du vecteur ;

- I“indice sporozoitique, qui donne la proportion d“anopheles femelles examinés
ayant des sporozoites dans les glandes salivaires et 1“indice oocystique qui
donne le pourcentage des anopheles femelles présentant des oocystes ;

- I"indice d“inoculation entomologique (I.ILE), qui mesure [“intensit¢ de la
transmission (nombre de piqlres infectantes recues par personne et par unité¢ de
temps) [13 ; 105].

Le poids du paludisme est é¢galement estimé par :

- la prévalence des infestations plasmodiales (nombre d*“individus infectes),

- I"incidence des infestations (nombre de nouvelles infections par unité de
temps),

- la densité parasitaire moyenne et la multiplicité moyenne des infections
(nombre de populations plasmodiales distinguées par génotypage dans un

¢chantillon de sang) [13].

1I-7- Immunité dans le paludisme
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L*immunité dans le paludisme se définit comme la capacité a résister a
I“infection résultant de tous les processus qui contribuent a détruire les
plasmodies ou a en limiter la multiplication.

Deux types d“immunité sont observés dans le paludisme : I“immunité naturelle

ou innée et I“immunité acquise [18].

II-7-1- Immunité naturelle ou innée

Elle correspond a 1“état réfractaire d“un hote vis-a-vis d“un parasite relevant de
la constitution génétique de 1"hote. Certaines espéces plasmodiales ne se
développent que chez des hotes particuliers qui possédent des conditions
biologiques optimales pour leur développement avec, par exemple :

- le type d“hémoglobine du globule rouge (GR) ;

- I"équipement enzymatique intra érythrocytaire ;

- la nature des récepteurs membranaires du GR [18 ; 56].
Certains types hémoglobiniques peuvent en effet inhiber la croissance
intracellulaire de P. falciparum : 1"'hémoglobine S semble protéger les paludéens
contre les fortes parasitémies, 1“hémoglobine F inhiberait la croissance de P.
falciparum, ce qui expliquerait en partie le faible taux d“acces palustres chez le
nourrisson. Les désordres quantitatifs portant sur une chaine hémoglobinique
(thalassémie) peuvent aussi ralentir la croissance du Plasmodium.
Des déficits enzymatiques, notamment en glucose-6-phosphate déshydrogénase,
auraient aussi un role protecteur. Des récepteurs membranaires du GR
interviendraient dans la protection contre le paludisme.
Cependant, le parasite peut éviter la plupart des mécanismes de défense et
assurer sa survie chez cet hote immunologiquement hostile, en changeant la
composition antigénique de sa membrane, en se réfugiant dans certaines cellules

ou en déréglant le systéme immunitaire de 1"hote [18 5 56].
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I1-7-2- Immunité acquise ou prémunition
Elle est soit active, soit passive.

L’immunité acquise active est un ¢état immunitaire (permanent en zone
endémique) conférant une protection relative acquise progressivement (2 a 6
mois), provoquée et entretenue par la présence du parasite dans 1“organisme de
I“hote. Elle est labile et s“estompe apres le départ de la zone endémique (12 a 24
mois), donc disparait en 1“absence de contacts fréquents entre 1"hote et le
parasite. On parle alors de prémunition. Leffet protecteur est spécifique pour
I“espece plasmodiale a 1“origine de I“infestation antérieure et non envers toutes

les especes plasmodiales [18].

L’immunité acquise passive correspond a la transmission a 1“enfant in utéro,
par passage transplacentaire, d*“immunoglobulines G (IgG) synthétisées par la
mere prémunie. Le nouveau-né sera ainsi protégé pendant environ les six

premiers mois de la vie contre les acces graves [18].

II- SIGNES CLINIQUES

Les manifestations cliniques du paludisme sont diverses dans leur expression,
leur gravité et dépendent a la fois de 1“espece plasmodiale, de la réceptivité
génétique et de 1“¢tat immunitaire du sujet. Plusieurs formes cliniques sont

observées [16].

III-1- ACCES PALUSTRE SIMPLE OU NON COMPLIQUE

L“acces palustre simple est caractérisé par des acces febriles, avec une fievre
souvent ¢levée, supérieure a 39°C, des frissons, suivis dune chute de

température accompagnée de sueurs abondantes et d'une sensation de froid [82].
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A coté de cette triade (fievre, frissons, sueur), on peut observer également des

céphalées, myalgies, une anorexie, un malaise général et des troubles digestifs.

I11-2- ACCES PERNICIEUX OU PALUDISME GRAVE

Ce paludisme peut survenir a n“importe quel moment de [“évolution d“un
paludisme a P. falciparum. 1l doit étre reconnu le plus précocement possible et
requiert la mise en route d“un traitement d“urgence.
P. falciparum est capable de déterminer des parasitémies ¢levées et
d“encombrer la circulation dans les capillaires viscéraux. Ce qui confere au
paludisme di a cette espece une gravité particulicre.

Les criteres de gravité du paludisme selon "OMS [118] sont les suivants :

1- Neuropaludisme (score de Glasgow < 9) ;
2- Troubles de la conscience (score de Glasgow < 15 et>9) ;
3- Convulsions répétées (< 1/24 heures) ;
4- Prostration ;
5- Syndrome de détresse respiratoire ;
6- Ictere (clinique) ;
7- Acidose métabolique (bicarbonate plasmatique < 15 mmol/l) ;
8- Anémie grave (Hg <5 g/dl ou Hte < 15 %) ;
9- Hyperparasitémie (> 4 % chez les sujets non immuns ou > 20 % chez les
sujets immuns) ;
10- Hypoglycémie (< 2,2 mmol/l) ;
11- Hémoglobinurie massive ;
12- Insuffisance rénale :
- adulte : diurése <400 ml/kg/24 h ou créatinémie >265 pmol/l ;

- enfant : diurése < 12 ml/kg/24h ou créatinémie €levée pour 1“4ge ;
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13- Collapsus circulatoire (TAS < 50 mmHg avant 5 ans, TAS < 80 mmHg
apres 5 ans) ;
14- Hémorragie anormale ;

15- (Edémes pulmonaires (radiologique).

Le paludisme est dit grave lorsqu“au moins un de ces signes est présent avec

une goutte épaisse positive.

III-3- PALUDISME VISCERAL EVOLUTIF

Aussi appelé cachexie palustre, il survient en zone d“endémie chez les sujets
soumis a des infestations palustres massives et répétées et ne se soumettant pas
a un traitement ou a une chimioprophylaxie efficace [14].

Les plus concernés sont les enfants de 2 a 5 ans des régions rurales d“endémies.
Il peut s“observer chez les adultes originaires des pays du Nord qui ne se

soumettent pas a une prophylaxie.

Le tableau clinique est marqué par :

une anémie qui entraine une paleur ;

- une fiévre avec une température allant de 37,5 a 38,5°C ;
- une asthénie ;

- une anorexie ;

- une splénomégalie ;

- des cedémes des membres inférieurs ;

- un souffle systolique anorganique ;

- un retard staturo-pondéral chez 1“enfant ;

un amaigrissement chez 1“adulte.
En cas de traitement spécifique, la guérison est lente mais spectaculaire, sinon
les troubles disparaissent lentement et parallelement a I“installation de

I“immunité [69].
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I11-4- FIEVRE BILIEUSE HEMOGLOBINURIQUE

La fievre bilieuse hémoglobinurique, également appelée “BLACK WATER
FEVER” par les anglo-saxons, est une réaction immuno-allergique grave,
caractérisée par une hémolyse intra-vasculaire aigué survenant classiquement
apreés la reprise de Quinine par un sujet résidant de longue date en zone
d'endémie a Plasmodium falciparum, et prenant itérativement et irrégulicrement
ce medicament [23 ;5 42]. Aujourd*hui, des études récentes montrent que
I“Halofantrine, la Méfloquine et la Luméfantrine, des molécules apparentées a la
Quinine (famille des amino-alcools) peuvent causer aussi cet accident [42].
Cliniquement, la symptomatologie apparait brutalement et intensément avec
émission d'urines de couleur rouge-porto, ictére, paleur, nausées, ficvre élevée
et insuffisance rénale aigu€. L'anémie aigué de type hémolytique est d'emblée
profonde [42].

La parasitémie est faible ou nulle. Le mécanisme de l'insuffisance rénale est une
nécrose tubulaire [23].

La physiopathogénie est mal connue, mais il semble que la conjonction d'une
double sensibilisation des hématies a P. falciparum et aux amino-alcools soit
indispensable au déclenchement de I'hémolyse.

La gravit¢ du tableau impose souvent une prise en charge initiale en

réanimation. Mais de nos jours, le pronostic connait une amélioration [23].

IV- DIAGNOSTIC BIOLOGIQUE DU PALUDISME

Il est réalisé avec plusieurs méthodes, et son but est d“apporter une certitude
biologique. Deux groupes de méthodes sont utilisées :
- le diagnostic indirect (ou arguments) de présomption ;

- le diagnostic direct de certitude [110].

Thése de dipléme d’Etat de Docteur en Pharmacie KOFFI YAO BASILE ARNOLD 10



Evaluation des performances de la PCR nichée dans le diagnostic de 1“infestation plasmodiale chez les
enfants d“4ge scolaire a Abengourou, Grand-Bassam et San-Pedro

IV-1- DIAGNOSTIC INDIRECT DE PRESOMPTION

C'est le diagnostic d“orientation du paludisme sur la base d“arguments
biologiques qui ne lui sont pas spécifiques. Ce sont I"hémogramme et d“autres
examens (biochimiques et sérologiques) [41 ; 44 ; 51].

IV-1-1- Hémogramme

Il met en ¢évidence :

- une anémie hémolytique associée a une baisse de 1“hématocrite, du
nombre de globules rouges et du taux d*hémoglobine, avec P. falciparum en
général ;

- une hyperleucocytose a polynucléaires neutrophiles et 2 monocytes dans
1“acces palustre grave a P. falciparum chez [“enfant ;

- une leucopénie dans les acces de reviviscence et au cours du paludisme
viscéral évolutif ;

- une thrombopénie [44].

IV-1-2- Examens biochimiques

Ils montrent :
- une hypercholestérolémie et une hypertriglycéridémie a la phase aigué
des acces palustres ;
- une atteinte hépatique avec une ¢lévation de la lactate déshydrogénase
(LDH) et des transaminases ;
- une hypercréatininémie en faveur d“une insuffisance rénale,
- une hypoglycémie,

- un rapport albumine / globuline abaissé [17].

IV-1-3- Examens sérologiques

Thése de dipléme d’Etat de Docteur en Pharmacie KOFFI YAO BASILE ARNOLD 11



Evaluation des performances de la PCR nichée dans le diagnostic de 1“infestation plasmodiale chez les
enfants d“4ge scolaire a Abengourou, Grand-Bassam et San-Pedro

La sérologie n“a aucun intérét dans le diagnostic des acces palustres aigus en
raison de I“apparition tardive des anticorps (Ac) antipalustres par rapport a
I“émergence des parasites dans le sang [110].

Elle repose sur la mise en évidence dans le sérum d“‘immunoglobulines
spécifiques (IgG ; 1gM) de Plasmodium. Les antigénes utilisés en routine de
biologie clinique ou d“¢pidémiologie sont ceux des formes asexuées du sang.
Les techniques les plus utilisées sont : 1“immunofluorescence indirecte (IFI),
méthode de référence en raison de sa sensibilité et le test immunoenzymatique

ELISA [17].

IV-2- DIAGNOSTIC DIRECT DE CERTITUDE

Le diagnostic direct de certitude repose sur la mise en évidence d“hématozoaires

dans le sang circulant. Il peut étre réalisé par plusieurs techniques :

% la goutte épaisse (GE) ;
% le frottis sanguin (FS) ;

RY

% le QBC;
¢ les tests immunochromatographiques ou tests de diagnostic rapide ;

+¢ la technique de PCR [36].

IV-2-1- Goutte épaisse

Cest une technique d“observation au microscope du sang, dont on étale une
grosse goutte sur une lame de verre. Une fois séchée, traitée et colorée, cette
goutte permet de mettre en évidence le parasite du paludisme dans les globules

rouges sans faire le diagnostic d“especes (figure 9).

La goutte épaisse consiste & concentrer une grande quantité de parasites sur une
petite surface ; la lecture est réalisée apres coloration. La couche épaisse montre

plus d“¢léments, donc plus de chances de voir des parasites. Mais, elle ne peut
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donner de résultats rapides. Elle permet la numération parasitaire et partant un
contrle de I“efficacité du traitement antipaludique par le suivi de la
parasitémie.

IV-2-2- Frottis sanguin

Cet examen permet la recherche de parasite dans un étalement en couche mince
d“une goutte de sang apres coloration (figure 9). Il est de réalisation et lecture
plus rapides que la goutte épaisse, et permet I“identification de [“espece

plasmodiale.

Le frottis sanguin fait partie avec la goutte épaisse des techniques de référence

pour diagnostiquer le paludisme [44].

Thése de dipléme d’Etat de Docteur en Pharmacie KOFFI YAO BASILE ARNOLD 13



Evaluation des performances de la PCR nichée dans le diagnostic de 1“infestation plasmodiale chez les
enfants d“4ge scolaire a Abengourou, Grand-Bassam et San-Pedro

—>L

Gx100

— Indique les trophozoites a 1“examen microscopique

Figure 9 : Observation des trophozoites sur une goutte épaisse (A) et un frottis
sanguin (B) [120]
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IV-2-3- QBC test : Quantitative Buffy Coat

Cette technique consiste a concentrer les hématies parasitées par centrifugation
a haute vitesse dans un tube a hématocrite contenant de 1“acridine orange et un
anticoagulant (EDTA). L“acridine orange a la propriété¢ de se fixer sur I"ADN

qui prendra une coloration verte-fluorescente sous lumiere UV.

Le QBC a une sensibilite et une spécificité de 100% comparees a la GE.

Il se présente comme un test permettant d“identifier correctement les sujets
indemnes de paludisme. De plus, sa courte durée de manipulation et sa lecture
relativement aisée ont contribué a renforcer ses atouts par rapport aux autres

examens [133].

Le QBC ne permet pas de quantifier la parasitémie de fagon précise et de poser
un diagnostic d“espéce, sauf en cas de présence de gamétocytes de P.

falciparum.

IV-2-4- Tests immunochromatographiques ou tests de diagnostic rapide

Les tests de diagnostic rapide (TDR) consistent en la détection des antigeénes
(Ag) plasmodiaux. Ils reposent sur le principe de I“immunochromatographie en
utilisant des bandelettes sensibilisées par des anticorps monoclonaux
spécifiques détectant des antigenes plasmodiaux [105 ; 110]. Les antigeénes
détectés sont :
- 1"Histidine Rich Protein 2 (HRP2), glycoprotéine spécifique de [“espece
P. falciparum est produite par tous les stades érythrocytaires asexués du

parasite ;
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- la lactate déshydrogénase (LDH) et 1“aldolase parasitaires, enzymes
glycolytiques communes aux 4 especes plasmodiales (P. falciparum,
P. malariae, P. ovale et P. vivax) et détectées a tous les stades sexués et

asexués du parasite [110].

Les TDR sont d“exécution rapide, de lecture facile pouvant étre réalisés par un
personnel peu expérimenté, d“emploi facile, d“un colt accessible et leur
positivité permet une prise en charge adéquate et rapide des patients. En

revanche, leur négativité ne doit pas €carter le diagnostic [106 ; 110].

IV-2-5- Technique de PCR

La PCR est une technique d“amplification d“ADN in vitro. Elle permet
d'obtenir, a partir d'un échantillon complexe et peu abondant, d'importantes
quantités d'un fragment d'ADN spécifique et de longueur définie. L'ordre de
grandeur a retenir est celui du million de copies en quelques heures [57].

Le principe et les conditions expérimentales qui en découlent sont tres simples.

Il s'agit de réaliser une succession de réactions de réplication d'une matrice

double brin d'ADN.

Ces réactions sont :

- La dénaturation thermique de 1'ADN : les liaisons d'hydrogeénes sont
rompues a 95°C et les 2 brins de I'ADN se séparent. L'ADN passe sous
forme simple brin dans le milieu ;

- L‘hybridation des amorces : le milieu réactionnel contient 2 amorces,
chacune complémentaire d'un des 2 brins. La température permettant la

fixation des amorces sur les monobrins d'ADN est comprise entre 50°C et
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65°C. Les amorces en larges exces, s'hybrident dés lors qu'elles rencontrent
les séquences complémentaires ;

- L%extension des amorces : 1“intervention de la Taq polymérase (ADN
polymérase) qui allonge les amorces en y incorporant les
désoxyribonucléiques complémentaires de la séquence de la matrice auquel
elle est hybridée. Cette étape donne lieu a 2 molécules d“ADN et s'effectue
a une température de 72°C (figure 10) [43 ; 57].

Chaque réaction met en ceuvre deux amorces oligonucléotidiques dont les
extrémités 3-prime pointent l'une vers l'autre. Les amorces ou « primers » en

anglais définissent alors, en la bornant, la séquence a amplifier.

La PCR permet de détecter de trés faibles parasitémies de 1“ordre de 0,3
parasite/ul avec une possibilité de quantification de 1"ADN plasmodial en
utilisant la PCR quantitative. Le test de PCR est d"un apport appréciable pour le
suivi post-thérapeutique (notamment les essais d“efficacité des médicaments
antipaludiques) en permettant de faire la différence entre réinfestation et
recrudescence, par 1“identification de la souche plasmodiale en cause. Ce test est
¢galement utilis¢ pour I“¢tude des genes impliqués dans la résistance aux

antipaludiques [18 5 126 ; 114].

La PCR nichée pour la détection des especes plasmodiales

La PCR nichée consiste a réaliser deux PCR successives en utilisant des couples
d“amorces différents, le deuxiéme couple d“amorces encadrant une séquence
incluse dans celle qui est amplifiée par le premier couple d“amorces. Ainsi si le
premier couple d“amorces est artéfactuelle, lors de la deuxiéme PCR les
amorces du deuxieme couple ne pourront pas s“hybrider et il n"y aura pas

d“amplification.
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L'approche par PCR nichée, identifie I'ADN de Plasmodium spécifique de
l'espéce en amplifiant la région de I'ARN ribosomique 18S du parasite [63].

Les genes de I'ARN ribosomique dans Plasmodium sont de quatre a huit copies
par génome haploide et sont dispersés sur différents chromosomes, avec deux
sous-groupes distincts dont 1'expression est régulée par les génes de type A et de
type B exprimés dans les stades asexués et sexuels de I'hdte vertébre,
respectivement [8 ; 31]. La séquence nucléotidique du SSUrRNA (acide
ribonucléique a petite sous-unité ribosomique) est largement conservée
entre Plasmodium et différentes especes révelent une hétérogenéité génétique
dans leurs régions ribosomales respectives. Cette variation, associée a
I'abondance des ribosomes dans le parasite, a conduit au développement de

sondes diagnostiques efficaces basées sur les séquences SSUrRNA [73].
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Figure 10 : Différentes étapes de la PCR [49]
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V- POLITIQUE NATIONALE DE PRISE EN CHARGE DU
PALUDISME

Afin de mieux lutter contre le paludisme et compte tenu de 1“importance de la
chloroquino-résistance en Cote d“Ivoire, le Ministere de la Santé et de la lutte
contre le Sida a travers le PNLP (Programme National de Lutte contre le
Paludisme) a mis sur pied un nouveau schéma thérapeutique pour la prise en

charge du paludisme [32 ; 131].

V-1- POLITIQUE DE PRISE EN CHARGE S’APPLIQUANT A TOUS
LES NIVEAUX DE LA PYRAMIDE SANITAIRE

V-1-1- En cas de paludisme simple

Chez toute personne en général (sauf la femme enceinte), le traitement du
paludisme simple se fera en premicre intention avec 1“une des combinaisons
thérapeutiques a base d“artémisinine (CTA) fixes suivantes en 3 jours
consécutifs par voie orale :

- Artésunate + Amodiaquine (AS+AQ) a la posologie de 4 mg/kg/jour
d“Artésunate + 10 mg/kg/jour d“Amodiaquine ;

- Artéméther + Luméfantrine (AL) a la posologie de 4 mg/kg/jour d“Artéméther

+ 24 mg/kg/jour de Luméfantrine.

En cas de prise biquotidienne, il faut observer un délai de 12 heures entre les

deux prises.

En cas d“échec de ces combinaisons, 1"alternative est la Quinine orale qui
devient ainsi le médicament de deuxieme intention a la dose de 25 mg/kg/jour

de Quinine base fractionnée en 3 prises pendant 5 & 7 jours.
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Par ailleurs, en cas de non disponibilité des deux combinaisons recommandées
ou de contre-indications : [“Artésunate + Amodiaquine et de 1“Artéméther +
Luméfantrine, il existe d“autres possibilités de traitement du paludisme qui sont
autorisées. Il s“agit de :

- I"Artésunate + Méfloquine (AS+MF) a la posologie de 4 mg/kg de AS + 8,3
mg/kg de MF base par jour pendant 3 jours consécutifs ;

- la Dihydroartémisinine + Pipéraquine (DHA+PPQ) a la posologie de 4 mg/kg
de DHA + 18 mg/kg de PPQ par jour pendant 3 jours consécutifs [36].

Le schéma thérapeutique en cas de paludisme simple chez la femme enceinte est
le suivant :

La Quinine par voie orale a la dose de 25 mg/kg/jour de Quinine base
fractionnée en 3 prises pendant 5 a 7 jours, quel que soit 1“4ge gestationnel.

En cas de non disponibilité de la Quinine orale et uniquement aux 2™ ou 3™
trimestres de la grossesse: Artésunate + Amodiaquine ou Artéméther +

Luméfantrine par voie orale.

V-1-2- En cas de paludisme grave

La politique nationale du traitement du paludisme grave recommande
I“utilisation de 1“Artésunate injectable, 1“Artéméther injectable ou la Quinine
injectable.

En raison de son efficacité¢ et de sa tolérance (avec baisse de la mortalité de
20,6% a 34,7% de déces liés au paludisme grave) comparativement a la Quinine

injectable, I“Artésunate injectable doit étre choisi de facon préférentielle.

e L“Artésunate injectable sera administré a la posologie de 2,4 mg/kg en

intraveineuse a HO, H12, H24, H48 et H72.

NB : La poudre d’acide artésunique doit étre dissoute dans 1 ml de solution de

bicarbonate de sodium a 5% pour obtenir [’artésunate, puis diluée dans 5 ml de
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dextrose a 5% et administrée immédiatement par intraveineuse en bolus ou par

voie intramusculaire.

o L“Artéméther injectable sera administrée a la posologie de :

- Chez Ienfant : 3,2 mg/kg de poids en intramusculaire dés 1“admission,
puis 1,6 mg/kg par jour pendant 5 jours ;

- Chez I"adulte : 160 mg en intramusculaire le premier jour puis 80 mg les

jours suivants pendant 5 jours.

e La Quinine injectable sera administrée a la posologie de 24 mg/kg de
Quinine base par jour, repartie dans 3 perfusions le premier jour, soit 8
mg/kg de Quinine base par perfusion puis a partir du deuxieme jour,
poursuivre par 2 perfusions par jour soit 12 mg/kg de Quinine base par

perfusion pendant 4 a 6 jours.

NB : - Prendre le relais par voie orale lorsque [’état du malade le permet,
apres 3 jours de traitement parentéral selon le tableau L.

- Le traitement de relais doit débuter au moins 12 heures apres la derniere
dose du traitement parentéral afin d’éviter des interactions médicamenteuses

avec risque accru d’effets indésirables [36].

Tableaul : Traitement de relais aprés administration parentérale

d“antipaludiques

Traitement Relais Relais alternatif
parentéral Préférentiel au bout de 24 h

initial au bout de 12h

Artésunate IV directe AS+AQ AL ou quinine orale
Artémether IM AL AS + AQ ou Quinine orale
Quinine en perfusion IV Quinine orale CTA
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V-1-3- En cas de formes chroniques du paludisme

Le traitement des cas de paludisme viscéral évolutif ou de splénomégalie
palustre hyperactive, repose sur le schéma suivant :

Artésunate + Amodiaquine ou Artéméther + Luméfantrine selon les posologies
recommandées. Puis, le relais est pris une semaine apres 1“administration de la
Sulfadoxine-Pyriméthamine en une dose (3 comprimés) tous les 15 jours

pendant 6 mois [36].

V-2- Politique de prise en charge S’APPLIQUANT au
niveau communautaire

Le schéma thérapeutique au niveau communautaire pour la prise en charge du
paludisme simple, en dehors de toute contre-indication (allergie, 1¥ trimestre de
grossesse) est le suivant: la combinaison Artésunate + Amodiaquine a la
posologie de 4 mg/kg/jour d“Artésunate et 10 mg/kg/jour d“Amodiaquine ou la
combinaison Artémether + Luméfantrine a la posologie de 4 mg/kg/jour
d“Artémether et 24 mg/kg/jour de Luméfantrine pendant 3 jours.

En cas d“apparition de signes de gravité (hyperthermie, vomissements répétés,
convulsions, troubles neurologiques), il faut se référer au centre de sant¢ le plus

proche.

Chez I“enfant de moins de 5 ans, avant de référer :
- Envelopper I“enfant avec une serviette ou un drap humide ;
- Administrer de 1“eau sucrée par voie orale, si possible ;

- Administrer un dérivé de 1“Artémisinine par voie rectale (suppositoire).

V-3- POLITIQUE DE PREVENTION CHEZ LES GROUPES
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PARTICULIERS

En plus de 1“utilisation réguliére de la moustiquaire imprégnée d“insecticide, le
schéma de prévention du paludisme chez les groupes particuliers en dehors de

toute contre-indication est le suivant :
V-3-1- Chez la femme enceinte

Le régime retenu est le traitement préventif intermittent (TPI) a la Sulfadoxine-
Pyriméthamine (SP) administrée par voie orale a partir du 2° trimestre de la

grossesse en trois doses séparées d“au moins un mois.

Chez la séropositive (VIH) ne prenant pas de Cotrimoxazole en régime de
prophylaxie primaire des infections opportunistes, utiliser le traitement
préventif intermittent (TPI) a la Sulfadoxine-Pyriméthamine (SP) administrée
par voie orale & partir du 2°™ trimestre de la grossesse en trois doses séparées
d“au moins un mois.

Chez la séropositive sous Cotrimoxazole, pour des raisons de toxicité, on
n“administrera pas la Sulfadoxine-Pyriméthamine (I“association de deux

sulfamides entrainant une potentialisation de leurs toxicités).

V-3-2- Chez les personnes transfusées
Toute personne ayant subi une transfusion doit bénéficier d“un traitement
antipaludique suivi d*un contrdle.

V-3-3- Chez les personnes venant des zones non impaludées

Il faut administrer, trois semaines avant de quitter son pays de résidence, un
traitement préventif a base de Méfloquine ou Atovaquone-Proguanil ou encore
la Doxycycline a raison d“un comprimé par jour. Ce traitement sera poursuivi

dans le pays de résidence pendant 6 semaines maximum.
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V-3-4- Chez tous les enfants

Aucun traitement préventif n“est recommandé chez les enfants 4gés de moins de

5 ans, tout comme chez 1“adulte.

L utilisation de la moustiquaire imprégnée d“insecticide (MII), des grillages
imprégnés aux portes et aux fenétres doit étre préconisée a tous, en particulier a
la femme enceinte des le premier contact avec un centre de santé, aux enfants et

aux personnes provenant des zones impaludées.

VI- CHIMIORESISTANCE

L‘Organisation mondiale de la Santé (OMS) a défini en 1965 et 1973 la
résistance comme la capacité¢ d“une souche plasmodiale a survivre et/ou a se
multiplier en dépit de 1“administration et de 1“absorption d“un médicament
donné a doses égales ou supérieures a celles habituellement recommandées mais
dans les limites de tolérance du malade. Il a été ajouté en 1986 que la forme
active du meédicament devait pouvoir atteindre le parasite ou accéder a
I“intérieur de 1“érythrocyte infecté pendant la durée nécessaire a son action
normale. Il s“agissait de tenir compte du fait que les individus pouvaient différer
par leur capacité a métaboliser les antipaludiques comme les sulfonamides et les
sulfones, que les molécules antipaludiques pouvaient se lier fortement aux
protéines plasmatiques et que des médicaments administrés de facon simultanée
pouvaient avoir un effet antagoniste sur “efficacité de 1“antipaludique. Pour des
raisons historiques et pratiques, la définition de la résistance est donc
essentiellement clinique et parasitologique [103].

Quatre approches méthodologiques permettent d“évaluer la chimiorésistance du

Plasmodium dans une zone géographique donnée. Ce sont :
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- les tests de chimiosensibilité in vitro consistent a mesurer la réponse du
Plasmodium en culture, en présence de concentrations croissantes de
médicaments antipaludiques en dehors des contextes pathologiques et
immunologiques de 'organisme hote [17] ;

- les tests de résistance in vivo ou d“efficacité thérapeutique visent a évaluer
directement |“efficacité thérapeutique chez les malades [88 ; 91] ;

- les tests moléculaires d“¢tude des génes impliqués dans la résistance ;

- les tests de biodisponibilité par dosage des antipaludiques dans le sang du

malade [11].
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Chapitre I :

MATERIEL ET
METHODES

I- MATERIEL

Thése de dipléme d’Etat de Docteur en Pharmacie KOFFI YAO BASILE ARNOLD 29



Evaluation des performances de la PCR nichée dans le diagnostic de 1“infestation plasmodiale chez les
enfants d“4ge scolaire a Abengourou, Grand-Bassam et San-Pedro

I-1- SITES ET PERIODES D’ETUDE

Notre ¢étude a été initiée par le Centre de Recherche et de Lutte contre le
Paludisme (CRLP) de I“Institut National de Santé Publique et le Département de
Parasitologie-Mycologie de 1“UFR des Sciences Pharmaceutiques et

Biologiques de 1“Université Félix Houphouét-Boigny de Cocody a Abidjan.

Elle s“est déroulée de mai 2015 a avril 2016 dans les districts sanitaires de

Grand-Bassam, Abengourou et San Pedro, selon le chronogramme suivant :

- A Grand-Bassam : du 13 au 15 mai 2015 et le 8 octobre 2015 pendant la

saison pluvieuse puis du 19 au 21 janvier 2016 pendant la saison seche ;

- A Abengourou : du 17 au 19 novembre 2015 pendant la saison pluvieuse

et du 1 au 3 mars 2016 pendant la saison seche ;

- A San Pedro : du 19 au 21 avril 2016 pendant la saison pluvieuse et du 23

au 25 février 2016 pendant la saison seche.
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Figure 11 : Les sites d“¢tude dans leurs districts sanitaires respectifs [65]
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