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1-INTRODUCTION

Le paludisme ou malaria est une érythrocytopathie fébrile et

émolysante. Il est di au développement et a la multiplication d'abord
lans le foie puis dans les globules rouges d'un sporozoaire appartenant au
.enre Plasmodium. 1l est transmis par la piqire infestante de la femelle
I'un moustique du genre Anopheles. Quatre espéeces plasmodiales sont
nféodées a 1'homme: Plasmodium falciparum, Plasmodium malariz,

’lasmodium ovale et Plasmodium vivax . Plasmodium falciparum est
'espece la plus dangéreuse parce qu'elle est responsable de la forme
rrave, souvent létale du paludisme. Cette hémosporidiose constitue une
‘edoutable endémie dans les zones intertropicales ou elle pose un
srobléme majeur de santé publique. On estime actuellement qu’environ
2073 millions de personnes (soit plus de 40% de la population mondiale)
sont exposées au risque de l'infection palustre. Sur ce total 270 millions
d’individus sont effectivement parasités, dont 90 millions en Afrique
intertropicale. Pour l'ensemble du monde intertropical, le nombre de
déces par paludisme est estimé a environ un million par an (42).

Au Mali les statistiques nationales estiment que la malaria est la
premiere cause de mortalité (13%) et de morbidité (15,6%) dans la
population générale(12). La mortalité spécifique, liée au paludisme dans
la population des enfants de moins de 5 ans est d'environ 25 a 35% de Ia
mortalit¢ infanto-juvénile globale (11). Le paludisme a un impact morbide
sur I'évolution des grossesses en zone d'endémie, en provoquant des
anémies, des avortements spontanés , des petits poids a la naissance et
des morts-nés (26,45). 1l occupait la 3eéme place des affections fébriles
avec 12,8% en Médecine interne a ’hépital du Point “G” en 1989(21).
Aussi la morbidité diae au paludisme est invalidante et a un impact certain
sur le progres socio-économique dans les pays d'endémie . Au Mali
plusieurs millions de journées de travail sont perdus par an dans la

population active des adultes, a cause des accés palustres (9,11).



Depuis I'utilisation de l'écorce de Quinquina a nos jours les
echerches se sont multipliées dans la chimiothérapie du paludisme.
a découverte d’insecticides de contact a effet rémanent tel le DDT a
uccité de grands espoirs. L'éradication du paludisme paraissait alors
ossible et, la 8¢éme assemblée générale de l'organisation mondiale de la
anté (0O.M.S.) recommandait en 1955 une campagne d'éradication
nondiale (36) . Ce programme trop ambitieux basé sur la lutte
mntivectorielle par ['utilisation d’insecticides de contact n'a pas atteint les
ésultats escomptés. Tres vite la résistance des vecteurs aux insecticides
ipparut (37).

En 1968 le programme fut redéfini dans le but de contréler la
norbidité et la mortalité de la maladie plutét qu'a I'éradiquer . Ce
10ouveau programme utilisa comme arme la chimioprophylaxie de masse
>t la chimiothérapie systématique des acces fébriles. L'espoir a été fondé
sur 1'usage des amino 4-quinoleines, particulierement la chloroquine qui
2tait l'antipaludique idéal, peu cher et dénué de toxicité, efficace (38).
Malheureusement en 1960 YOUNG et MOORE signalerent I'échec de la
chloroquine dans le traitement d'une infestation a Plasmodium
falciparum en Colombie. Des cas similaires furent rapportés du
Vénézuela et du Brésil (44).

Cet échec relatif du médicament idéal dans le traitement et la
prévention du paludisme fut d'autant plus mal ressenti, que s'évanouissait
au méme moment le dernier espoir d'éradication mondiale du paludisme.

Dans les années suivantes , la résistance de Plasmodium
falciparum a la chloroquine n'a cessé d'augmenter en fréquence et en
etendu. Plasmodium vivax était également impliqué de plus en plus
souvent, surtout dans les zones de polychimiorésistance, mais avec un
rétentissement moindre (1). De I'Amérique du sud cette résistance s'est
propagée en Asie du Sud-Est et en Océanie vers les années 1970. Elle s'est
ensuite diffusée en Afrique, de I'Est (1978), du centre (1980-82) , puis de
I'Ouest (1984). En Afrique de 1'Ques, le centre de référence de
chimiorésistance du paludisme de I'Organisation Commune de lutte
Contre les Grandes Endémies(O.C.C.G.E.), estimait que les souches
plasmodiales chloroquinorésistantes y circulaient en 1987 avec un niveau

de prévalence en dessous de 30% (19).



Au Mali les études menées par I'Institut National de Recherche
n Santé Publique (INRSP), la Division de I’Epidémiologie (DE) et le
iépartement d’Epidémiologie des Affections Parasitaires (DEAP) n’avaient
as mis en évidence la circulation de souches chloroquinorésistantes
1squ’en 1989 (32,35). Par contre dépuis 1987 RINGWALD et LE BRAS ont
s0lé des souches de Plasmodium falciparum chloroquinorésistantes chez
les expatriés francais ayant séjouné au Mali (47).

L'extention de cette chloroquinorésistance pose de sérieux
yroblémes thérapeutiques, prophylactiques et préoccupe les autorités
anitaires de nos pays. En effet elle crée une psychose dans le monde
nédical et la tentation est actuellement grande d’utiliser de nouveaux
intipaludiques de reserve Halofanthrine, Méfloquine, et la triple
tssociation Sulfamide-Pyrimétamine-Méfloquine . Vu la gravité du
hénomeéne, 1'O.M.S. s'attache a collecter toutes les informations
lisponibles sur le sujet et fixe les critéres objectifs pour son identification
rar des techniques standardisées. L'O.M.S. a mis au point deux séries
1'épreuves (tests standards in vivo et in vitro) pour I’évaluation de la
réponse de Plasmodium falciparum aux antipaludiques. Mais les résultats
de ces tests sont extrémement variables d’un sujet a un autre. Ceci est dis
1 l'interférence des phénoménes de défense de ’'hote. A cela s’ajoute la
durée de l'interpretation des résultats ( variant de 36 heures a 28 jours).
En plus, les criteres d’inclusion et d’exclusion sont drastiques et
difficilement réalisables sur le terrain .

Toutes ces difficultés réduisent d’une maniere significative
I’intérét clinique et épidémiologique de ces tests OMS. D’ou la nécessité
de disposer de tests opérationnels, simples, permettant de décéler
rapidement la présence de souches de P. falciparum
chloroquinorésistantes dans le sang d’un individu infecté. Le test rapide
du Docteur KROGSTAD(17) répond a ces impératifs. Dans le cadre d'un
accord de collaboration entre 1'Ecole Nationale de Médecine et de
Pharmacie (E.N.M.P.) du Mali et le "National Institute of Health" (N.I.H.)
des Etats Unis d'Amérique, notre laboratoire a bénéficié de la premiére
opportunité d’évaluer les valeurs diagnostiques de cette méthode du
Docteur KROGSTAD sur le terrain, au Mali.



2- OBJECTIES

1- OBJECTIES GENERAUX .
- Evaluer le niveau de sensibilité a la chloroquine des souches de

lasmodium falciparum dans différents facies épidémiologiques de

ansmission du paludisme au Mali;
- Etudier la faisabilité pratique sur le terrain et les qualités

itrinseques du test rapide pour la mise en évidence des souches de
lasmodium falciparum chloroquinorésistantes, par rapport aux tests

-andards de 1'OMS.

.2- OBJECTIFS SPECIFIQUES
-Dépister et quantifier dans une population d'enfants de moins de

0 ans, de différents faciés de transmission du paludisme au Mali, les

afestations monospécifiques a Plasmodium falciparum;
-Tester la réponse des souches locales de Plasmodium falciparum

-la chloroquine en utilisant les tests standards O.M.S.(in vitro et in vivo) et
2 test rapide du Dr KROGSTAD;

- Dépister systématiquement chez les sujets inclus dans le
yrotocole I'excrétion urinaire de la chloroquine par le test de DILL et
sLAZKO;

-Tester en paralléle les valeurs diagnostiques (sensibilité et
spécificité et indices de concordance) du test rapide du Dr KROGSTAD, en le
omparant aux tests standards in vivo et in vitro de 1'0O.M.S.;

- Etablir a partir de ces données la carte de répartition

tpidémiologique de la choroquinorésistance au Mali.



3-RAPPELS SUR LA CHIMIORESISTANCE

.1-DEFINITION DE LA CHIMIORESISTANCE

‘ La résistance médicamenteuse ¢st la capacité qu'a un parasite a se
wltiplier ou a survivre en présence d'une concentration de substance qui
ormalement, détruit les parasites de la méme espece ou empéche leur
wultiplication. Cette résistance peut étre partielle (amenant a augmenter les
oses de médicament tolérées par 1'hdte) ou compléte (dépassant les doses
1aximales tolerées par 1'hote) (55).

Actuellement, P. falciparum et P. vivax sont les deux especes

lasmodiales qui donnent des souches résistantes a la chloroquine (1).
a réponse des formes asexuées de P. falciparum a la chloroquine a été
raduée en quatre catégories: Sensibilité (S), Résistances: RI, RII, RIIL(figl)
39).
igurel:Types de réponse a I'épreuve pratique de sensibilité de P.
alciparum a la chloroquine.D'aprés OMS., Séries de Rapports Techniques,
°529,1973.

Formes asexuées de P. falciparum dans le sang
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.2- MECANISMES DE LA RESISTANCE DE PLASMODIUM
FALCIPARUM AUX AMINO 4-QUINOLEINES

.2.1- Mode d'Action_des Amino 4-Quinoleines:

Les Amino -4-Quinoleines sont des schizontocides de la phase
ndoérythrocytaire. Leurs mécanismes d'action selon les hypothéses
“tuelles sont les suivants:

il y a un gradient de pH de I'espace extracellulaire a 1'espace

itracellulaire. Ce gradient s'accentue lorsque I'hématie est parasitée a
ause d'une production d'acide lactique par glycolyse plasmodiale.

e pH est trés acide a l'intérieur de la vacuole parasitophore

u Plasmodium (fig 2a) (29).

_e parasite se nourrit en digérant I'hémoglobine de hématie. L'oxydation de
heme donne la ferriprotoporphyrine IX (fpIX). Cette fpIX a priori toxique
membranolytique) selon I'hypothése de WARHURST D.C. est sequestrée par
ine proteine probablement synthétisée par le parasite et diversement
ppelée "haeming binding protein " ou "haembinder " pour former un
omplexe inerte designé sous le nom d'hémozoine de facon a éviter que la
nembrane de la plasmodie ne soit lysée (2,41).

La chloroquine (CQ) est lipophile (liposoluble ) et peut traverser les
nembranes de I'hématie et du parasite. Selon KROGSTAD (28) elle pénetre
var diffusion simple dans les 3 compartiments de 'hématie parasitée
fig2b); une fois a I'intérieur de la vacuole parasitophore dont le pH est
naintenu par une pompe a protons dépendante d'ATP, la Chloroquine subit
ine protonation (CQ-H™) qui la rend 100 a 1000 fois moins diffusible. Ce
jui explique l'accumulation des Amino-4 -Quinoleines dans la vacuole

»arasitophore(28).



gure2: Modifications ultrastructurales de P. falciparum sous l'effet de la

hloroquine.Source: Paludisme UREF/1991(31),

WH:48-52
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La ferriprotoporphyrine IX a une forte affinité et spécificité pour les
\mino-4 -Quinoleines(53). En présense de la Chloroquine, il y aura une
‘ompétition entre 'antipaludique et 1a protéine "haembinder " au bénéfice
le la Chloroquine pour former un complexe fp-CQ. Ce complexe lytique
yrovoque une fuite potassique au niveau de la membrane du parasite et

ntraine sa destruction (fig3)(15).
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igure3: Mécanisme d'action des amino-4 quinoleines et des amino-alcools

roposés par FITCH. Source Paludisme UREF 1991(28).
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.2.2- Mécanisme de la résistance des plasmodies

A partir des mécanismes d'action des amino4-quinoleines on peut
xpliquer les mécanismes de la chimiorésistance par:
I'altération des mécanismes de concentration de la molécule dans I'hématie
't dans la vacuole parasitophore du plasmodium résistant;
la présence chez le parasite résistant d'une proteine avant une plus forte
\(ffinité pour la ferriprotoporphyrine IX que n'a la chloroquine et entre en
‘ompétition avec celle-ci.

Ces mécanismes peuvent coexister dans les cas de résistance.

L'altération des mécanismes de concentration de la molécule dans

'hématie et dans la vacuole du parasite résistant est basée selon KROGSTAD

sur 1'exocytose de la chloroquine(27) .



accumulation initiale de la chloroquine est presque identique chez les
eux types de souches . Mais a 1'état d'équilibre la chloroquine s‘accumule
gnificativement plus chez Plasmmodium falciparum sensible que chez
lasmodium falciparum résistant (fig4).

a cinétique de l'efflux a mis en évidence la sortie rapide de la chloroquine
hez les souches chloroquinorésistantes et lente chez les souches sensibles .

'est pourquoi ces dernieres gardent 40 a 50 fois plus de chloroquine a

équilibre (27).

igure 4: Observation de l'efflux de la chloroquine par KROGSTAD.
source Paludisme UREF 1991(31).
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.2.3. Cas de fausses resistances

Des facteurs humains individuels peuvent étre responsables de

Lusses résistances:

roubles d'absorption médicamenteuse,

ejet immédiat du médicament par vomissements ou diarrhées incoercibles
vec élimination presque totale du médicament,

Toubles du métabolisme du médicament dis aux déficiences enzymatiques
u sujet, ne permettant pas au produit d'étre sous sa forme de métabolite
ctif dans le plasma.

.2.4. Hypothése de la reversion de la resistance

Cette hypothése est issue du rapprochement des mécanismes de
ésistance de cellules cancéreuses et de Plasmodium falciparum. Certaines
ellules humaines cancéreuses deviennent résistantes au composé
électionné, mais également a des agents chimigues dont les mécanismes
I'action sont différents. Une pompe ATP dépendante située dans la
nembrane plasmique est a I'origine de 'efflux des agents
inticancéreux(23,54).

Divers composés peuvent supprimer la multirésistance des cellules
-ancéreuses . C'est le cas des bloqueurs du canal calcique(16,33,48), les
intidépresseurs tricycliques (5) et les antihistaminiques(52).

MARTIN et coll. ont démontré que le Vérapamil (inhibiteur
-alcique) supprime la chloroquinorésistance de Plasmodium falciparum a la
néme concentration qui inhibe l'efflux des agents anticancéreux des
“ellules résistantes . Cette synergie vérapamil-chloroquine n'est pas

bbservée avec des souches chloroquinosensibles (33).



.2.5. Le Vérapamil: structure, propriété physique, pharmacologie(14).

) Structure
CH O C=N CH
;| L r|:— CH;— CH;—CH;—N——CH;—CH,
CH
N
l:H3 l:H3
DCH3
EICH3

Bis ( dimethoxy -3,4 phenyl )-1,7 méthyl-5 isopropyl-1 cyano-1
aza -(5) heptane ) .
Introduit en thérapeutique dans le traitement de I'angor, le
‘érapamil s'est révelé, en outre, un anti-arythmique efficace et original.
| semble donc que se soit surtout dans cet axe qu'il importe de le situer.
| est également de plus en plus utilisé en psychiatrie dans le traitement des
roubles de '"humeur.

y) Propriétés physico-chimiques

Le Vérapamil a un poids moléculaire de 491,1grammes. Il se
yrésente sous forme de poudre a peu prées blanche, presque sans odeur. Son
»oint de fusion est compris entre 141 et 144 °C; sa solubilité est de 1/20
lans l'eau, son pH est de I'ordre de 4,5 a 6,5. Il est important de protéger la
solution de la lumieére.

°) Présentation

le Vérapamil est commercialisé en France sous forme de
omprimés : ISOPTINE® | sous forme d'ampoule injectable de 5mg.

1) Propriétés pharmacologiques.

Mode d'action : le Vérapamil est un antagoniste des flux

transmembranaires du calcium ou calcium-bloquant .
Son effet prédominant est d'inhiber le courant calcique lent entrant dans la

cellule, de facon proportionnelle a la dose utilisée.



as effets sont haemodynamiques systémiques par dépression de la fonction

10trope et artériodilatateur .
ur la circulation coronaire par l'abaissement des résistances artériolaires
ans que la veineuse ne soit modifiée . Les effets électrophysiologiques sont

us a la dépression de 'automatisme sinusal et I'allongement du temps de

ecupération sinusale.

.3-TECHNIQUES D' EVALUATION DE LA CHIMIOSENSIBILITE

L'évaluation de la réponse de Plasmodium falciparum aux

nédicaments se fait par des tests in vivo et in vitro.

.3.1. Les tests in vivo

Ces tests consistent a administrer une dose de Chloroquine base
yar kilogramme de poids corporel et a suivre 1'évolution de la parasitémie
yendant une periode variant de 7jours a 28 jours.

‘rois types de tests in vivo sont actuellement utilisés . Ce sont: le test
tandard O.M.S.(39), le test standard OMS simplifié(35) et le test simplifié
lu C.R.C.P./OC.C.G.E (19).

Le test standard O.M.S.: elle consiste a administrer 25mg de chloroquine

»ase par kg de poids corporel durant trois jours avec une periode
1'observation de sept jours (Epreuve de sept jours) ou de 28 jours (Epreuve
yrolongée).

- Le test standard simplifié: c'est le test O.M.S. de 7jours simplifié, les

“ontroles se faisant a J et J7.

‘Le test simplifié du C.R.C.P./O.C.C.G.E.: 1l consiste en la réalisation, juste

ivant administration d'un traitement standard de(25 ou 10 mg/kg de

“hloroquine a Jp)et d'un frottis, avec un seul contrdle a J7.

3.3.2. Les tests in vitro.

Ce sont des tests pour I'évaluation in vitro de la sensibilité de P.
falciparum a des schizontocides divers. Une premiere épreuve a été mise au
point sur le terrain par RIECKMANN et al. en 1968(4). C'est la
macrotechnique de RIECKMANN,



Lo

fais s'inspirant du systéme avec cloche a bougie utilise dans la culture
ontinue in vitro de P. falciparum (TRAGGER et JENSEN 1976), RIECKMANN et
1. ont décrit une microtechnique qui présente des avantages sur la
nacrotechnique(46). Cette derniere est adoptée par 1'0.M.S. sous le nom de
nicrotest MARK II (43). Un kit spécial pour la mise en ceuvre pratique du
est est fourni par l'organisation mondiale de la santé.

Une troiséme technique est aussi utilisée; c'est le semi-microtest
sotopique de DELERON et LE BRAS(30).
3.3.3-Analyse critique des épreuves d'évaluation

de la chimiosensibilité.

La résistance in vitro apparait avant celle in vivo, mais le test in
/itro demande beaucoup de matériels, un équipement sophistiqué et un
yersonnel qualifié .

.es échecs liés aux conditions de culture constituent un probléme majeur.
_es criteres d'inclusion, les phenoménes liés a I'immunité sont également
les facteurs limitant la réussite du test in vitro.

_es problémes liés a l'infestation mixte a Plasmodium falciparum et
Plasmodium malariae font que dans les régions ou se trouvent ces deux
aspéces, les résultats obtenus avec I'épreuve in vitro doivent étre
interpretés avec prudence. Des jeunes formes annulaires "non identifiée" de
P. malariae (faciles a confondre avec des formes annulaires plus mires de
P. falciparum ) peuvent évoluer en schizontes a des concentrations de
chloroquine qui empéchent invariablement la schizogonie chez P.
falciparum chloroquinosensible.

La réalisation du test in vivo est plus aisée (réalisable par des
agents de santé de base). Contrairement au test in vitro le test in vivo
permet d'identifier le niveau de la résistance. L'automédicatin en vue
d'attenuer ou de prévenir les symptomes attribués au paludisme constitue
un obstacle sérieux a I'exécution des épreuves in vivo dans certaines
régions; et les cas de fausses résistances peuvent entrainer un biais dans

l'interpretation des résultats.
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n zone d'endémie palustre le test prolongé (28jours) est perturbé par les
éinfestations.

.es épreuves ne s'excluent pas, elles sont au contraire complémentaires.
'absence de méthodes simples pour l'estimation sur le terrain des
oncentrations d'antipaludiques dans les liquides biologiques empéche de
omprendre pleinement les résultats des épreuves in vivo et de les corréler

onvenablement avec les résultats des épreuves in vitro.

».4-METHODES DE RECHERCHE ET DE DOSAGE DE LA CHLOROQUINE
DANS LES URINES .

Les méthodes utilisées pour la recherche et le dosage des

intimalariques dans les urines sont multiples: méthodes de WILSON et
:DISON, de HASKIN, de DILL et GLAZKO (4,22) et BERGQVIST (3,22).
£ Test de WILSON et EDISON utilise le réactif de TANRET (solution

1queuse de chlorure mercurique et d'iodure de Potassium ). cette technique
>st trés simple vis a vis de la chloroquine (4mg/1) mais n'a aucune
spécificité.

Le Test de HASKINS permet de mettre en évidence les antimalariques par

le méthyl orange. Il est sensible pour la chloroquine (2mg/1) mais de mise
2n évidence delicate sur le terrain et n'a aucune spécificité.

La méthode de DILL et GLAZKO

Principe : I'extrait chloroformique de 1'urine est additionné d'un mélange
d'éosine et d'acide chlorhydrique . En présence d'amino 4-quinoleines et de
quinine on obtient une coloration viollette.

Le test de DILL et GLAZKO est simple mais sa sensibilité est médiocre. Cette
technique bien que récommandée par '0.M.S. manque a la fois de

spécificité et de sensibilité et conduit a de faux résultats positifs ou négatifs

inexpliqués (4).



a_méthode de BERQVIST .

rincipe : formation d'une paire d'ions entre les amino 4-quinoleines, la

|uinine , le proguanil et le bleu de bromothymol . On obtient une coloration
aune lue a 410nm apres extraction de cette paire d'ions par le
lichlorométhane .

A technique de BERQVIST parait actuellement la mieux adaptée des
echniques simples de dépistage des antimalariques dans les urines (4).

“hromatographie Liquide Haute Performance(CLHP): la CLHP

yermet une detection tres sensible et le dosage des antimalariques.
_ette technique constitue la méthode de reférence car elle permet une
letection pharmacocinétique des antimalariques et apporte également une
wugmentation de la sélectivité. C'est une technique chére necessitant un
matériel lourd non praticable sur le terrain(22).

Une technique ELISA utilisant un antisérum monoclonal et
polyclonal a été mise au point mais reste encore non opérationnelle sur le

terrain(49).

3.5- EVOLUTION DE LA CHLOROQUINORESISTANCE (fig 5).

C'est en 1960 que les premiers cas de résistance de Plasmodium

falciparum a la chloroquine ont été observés en Colombie. Mais elle avait
été déja soupconnée en 1957 en Thailand. A la méme période, 1'existence de
souches de Plasmodium falciparum chloroquinorésistantes a été signalée au
Vénézuela, au Brésil, en Thailande, en Malaisie et dans d'autres pays du
Sud-Est Asiatique. Au sud du Vietnam un nombre élevé de cas ont été
observés chez les militaires américains (41).

En Amérique du sud les résistances se sont étendues entre 1975 et 1980 a
toute 1' Amazonie (41).

En Amérique centrale, elles n'avaient été signalées qu'au Panama(41).

Dans le Sud-Est asiatique la diffusion s'est faite rapidement entre 1975 et
1980 dans les nombreuses populations de Chine du sud, de Malaisie,

d'Indonésie, des Philippines.
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ne étude faite en 1990 par le DEAP/ ENMP” a montré l'existence de
yuches locales de P.falciparum chloroquinorésistance. L'étude a été faite a
afo, village situé cn zone de savane nord soudanienne.

aules des résistances de niveaux R1 et R2 ont été observées avec un taux
lobal de 29,03% de souches résistantes a la chloroquine.

50 sujets ont été examinés dont 119 porteurs d'une infestation a

lasmodium falciparum (6).

igure5: Zones dans lesquelles une résistance de Plasmodium falciparum a la

hloroquine a été enregistrée. Source OMS 1989.
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ans le sous continent indien, I'extention s'est faite par contiguité au
engladesh et dans les régions Est et Nord de 1'Inde jusqu'au Népal.
ongtemps limitée aux continents américain et asiatique , la chloroquino-
dsistance n'a cessé de s'étendre dépuis 1978 sur le continent africain.

n 1986 elle avait été signalée dans 25 pays d'Afrique subsahararienne(40).
lle n'épargne actuellement que peu de pays et est en perpétuelle
iffusion(41). La résistance de Plasmodium falciparum était suspectée en
972 en Ethiopie et sur la cOte Est de Madagascar et en 1975 au
1ozambique. En 1978 quelques cas sporadiques ont été décrits aux Iles
.omores et a Madacascar. Au Kenya et en Tanzanie elle était confirmée en
ulture in vitro . L'hypothese d' une introduction des souches résistantes en
yrovenance de I' Asie du Sud-Est ou de I'Inde, régions touchées depuis 1960
't 1973 est hautement probable.

ille était signalée en 1982 au Soudan et en 1983 au Malawi, Botswana,
‘imbabwe, Zambie et Mozambique.

‘n 1984 I'extension était notable en Afrique centrale par le Rwanda, le
Jurundi, le Zaire. La cOte ouest africaine €tait atteinte en 1985 (Caméroun,
suinée équatoriale, Gabon, Congo). La progression vers le Nord -Ouest a
:nsuite conserné le Bénin (1986, le Togo, le Ghana, le Nigéria et la COte
1'lvoire (1987) puis le Burkina Faso et le Sénégal (1988). Elle est notée au
Niger en 1989 et au Mali en 1990. Seule la Mauritanie semblerait encore
spargnée (19).

Depuis 1987 des cas de chloroquinorésistance importés du Mali
ont €té décrits par le conseil supérieur d'hygiéne publique de France chez
des sujets non immuns (européens et maliens) (47 ). Quelques études
ffectuées dans différentes localités depuis 1985 sur la sensibilité de P.
falciparum a la chloroquine avaient montré que d'une maniére générale les
réponses in vitro et in vivo dans la zone urbaine et péri- urbaine de
Bamako étaient satisfaisantes. Ces études n'avaient pas mis en évidence de
souches de P. falciparum résistantes a la chloroquine dans la population

autochtone (32,35).



4 -ANTIPALUDIQUES UTILISES AU MALI

Un inventaire exhaustif systématique dans les lieux d'étude a
rermis de dresser une liste des antipaludiques rencontrés au Mali (13).

-.1-Les_sels de Quinine
Le plus utilisé est le dichlorhydrate de Quinine-Resorcine associ¢ a

1,9% de sels de Quinidine, Cinchonine, Cinchonidine, commercialisé sous le
1om de QUINIMAX®. Il se présente en comprimés dosés a 100 mg de sels
yase, et en ampoules injectables de 1, 2 et 4ml dosées respectivement a
00, 200 et 400mg de sels base.

- Le formiate basique de Quinine: QUINOFORME® est
‘ommercialisé en ampoules de 2ml dosées a 500mg de sels.

- Le sel de Quinine fabriqué par 1'Usine Malienne de Produits
>harmaceutiques (U.M.P.P.) est commercialisé sous le nom de SUMAQUINE®,

1 est présenté en ampoules de 1, 2 et 4ml dosées respectivement a 100, 200

>t 400mg de sels.
1.2-Les Amino-4-Quinoleines.

Deux sont couramment utilisés au Mali. Il s'agit de la Chloroquine

2t de I'Amodiaquine.

- La Chloroquine est la plus utilisée sous forme de comprimés de sulfate de
chloroquin: NIVAQUINE® dosés a 100 et 300 mg de base de diphosphate de
chloroquine, ou de RESORCHIN®, ARALEN®- dosés a 150mg de base. On
trouve le sirop de diphosphate de chloroquine pour enfant dosé 25mg par
cuillerée-mesure.

Signalons que la plus grosse quantité de chloroquine consommée au Mali
est conditionnée a I'U.M.P.P. ( comprimés et sirop). La Chloroquine en
ampoule injectable de Sml, dosée a 100mg de base, "Don" d'Organismes
Non Gouvermentaux (O.N.G.) ou de délégués médicaux est souvent

rencontrée dans les hopitaux et certains centres de santé.



Le dichlororhydrate d'Amodiaquine est commercialisé en comprimés sous
nom de CAMOQUIN® (200mg de base ) et de FLAVOQUINE® (152mg de

ase). Depuis 1988 dans les familles nanties maliennes et chez les expatries,
- sirop de chloroquine est remplacé par la poudre aromatisée dosée a

Omg pour 5ml de FLAVOQUINE® (ou de suspension buvable de

AMOQUIN® ),

.3- L'association Sulfadoxine (500mg) + Pyriméthamine(25mg)

ommercialisé au Mali sous le nom de FANSIDAR®en comprimés, et en

mpoules injectables de 2ml (400mg de sulfadoxine + 20mg de
yriméthamine). Elle est surtout prescrite en ville a Bamako. Son
1troduction au Mali semble plus ancienne (probablement vers les années
972 )(13).

4. Les Amino-Alcools:

Le chlorhydrate de Méfloquine, LARIAM® en comprimés de 250mg de base

st utilisé au Mali depuis 1986 par les expatriés, les touristes et d'une
naniere occasionnelle par les villageois qui ont des parents en France, ou
es villages jumellés a une ville occidentale. Il est trés courant de trouver
Juelques comprimés de ce médicament dans une famille, offerts
imicalement par un touriste en fin de séjour. Les prescripteurs maliens
‘onnaissent tres peu la Méfloquine et sa prescription est peu courante
iIctuellement dans les formations sanitaires.

Le chlorhydrate d'Halofantrine HALFAN® n'a été introduit au Mali qu'a
Jartir de 1988. Les clini(jues privées bamakoises prescrivent actuellement
e produit a une clientele privilégiée. Il est commercialisé en comprimés de
250mg de base. Sa diffusion dans le monde médical devient de plus en plus

grande .
4.5. Le Proguanil : PALUDRINE® n'a été introduit au Mali qu'a partir de

1989 dans le cadre d'une nouvelle stratégie de chimioprophylaxie qui
l'associe a la Chloroquine. Son utilisation reste tres limitée dans le petit

cercle de population sentinelle expatriée. Il se présente en comprimés doseés

a 100mg de base.



.0._La triple _association _Sulfadoxine (500mg) + Pyriméthamine
( 25mg ) + Méfloquine ( 250mg ) : FANSIMEF® est présente sur le

1arché malien en comprimés.
ous la pression des délégués médicaux, ce produit commence depuis 1989

étre prescrit en deuxieme intention, souvent méme en premiere intention,
ar les praticiens urbains devant toute suspicion de fievre.

.7. Le _dérivé du Qinghaosu ( Artemisia annua L. ).

Ce produit est utilisé par les médecins de l'assistance médicale
hinoise sous forme de comprimés dosés a 250mg d'artémisinine. IIs ne
'utilisent que dans la population chinoise expatriée et seulement en cas de
1on réponse a la chloroquine et aux sels de quinine. Récemment en 1992,
in stock important de ce médicament a été découvert dans les pharmacies
le I'Initiative de Bamako a Sikasso (13).
on utilisation est donc extrémement limitée au Mali. Il semble que son
ntroduction au Mali date de 1990.

1.8. Le MALARIAL 5® est une poudre de trois plantes de la pharmacopée

raditionnelle malienne (Cassia occidentalis, Lippia chevelieria et Spilanthes
lecraceae ), utilisée en décoction. Les tradipraticiens locaux 1'utilisent
lepuis des millénaires comme fébrifuge. Il est actuellement conditionné en
;achets de 5g par la Division Médecine Traditionnelle

D.M.T.). Cette présentation fait I'objet d'essais cliniques randomisés et de
ests in vitro depuis 1986 (20,24) et est commercialisée comme

intipaludique traditionnelle depuis 1989 au Mali.

_e produit est largement prescrit actuellement a cause de son efficacité

symptOmatique sur les syndromes grippaux et pseudo-palustres
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-.9- Les produits de substitution

1.9.1- Les Sulfones

a Diaphénylsulfone: Dapsone = D.D.S., est utilisée classiquement dans la

‘himiothérapie de la lépre au Mali.

s lépreux ayant constaté qu'ils faisaient moins d'acces palustres sous ce
yroduit, le proposent comme antipaludéen dans les villages reculés ou la
irculation de la chloroquine est trés limitée. Cette constatation accidentelle
isolée dans une seule région du Mali ) mérite d'étre étudiée sur le plan
1ational, car elle compromet dangereusement l'avenir de 1'association
Dapson-Pyriméthamine (MALOPRIM®) au Mali .

$.9.2- Les Antibiotiques

Ces produits ne sont pas utilisés intentionnellement au Mali
~omme antipaludéens, car l'activité schizontocide de certaines familles
1'antibiotiques ( Macrolides, Tétracyclines, etc ... ) est peu connue des
prescripteurs au Mali (sauf en milieu spécialisé ). Mais il est courant de voir
les gélules de Tétracyclines (Oxytétracycline , Doxycycline)
connues sous le nom local de "Kgun bleni " vendues par de simples
etalagistes. Ces produits initialement utilisés par la population contre
les maladies sexuellement transmissibles ( M.S.T. ), connaissent d'autres
indications tel que le syndrome du "Palu Chronique Malien ".

Cette longue liste de produits antipaludiques utilisés au Mali
traduit un manque de politique médicamenteuse cohérente, coordonnée et
structuree au tour du Programme National de Lutte Contre le Paludisme,
avec une stratégie efficace de surveillance épidémiololgique de la
chimiorésistance. Malgré la liste officielle de médicaments essentiels
dressée lors de la réunion des Ministres de la Santé de la zone I O.M.S. a
Bamako en 1987 et connue sous le nom de " I'Initiative de Bamako ", la
prescription de nouveaux antipaludéens devient une vogue entretenue par

les délegués médicaux (13).



5-MATERIELS ET METHODES

5.1 LIEUX DE L'ETUDE.

Plusieurs écosystemes ont été choisis a travers les différents

facies épidemiologiques du paludisme pour I'étude. Il s'agit de:

* trois villages en savane nord soudanienne: TIENEGUEBOUGOU,
KAMBILA et SAFO, ou le Laboratoire d'Epidemiologie des Affections
Parasitaires dispose des données de base sur I'épidemiologie du paludisme
sur une dizaine d'années;

* un village en zone de savane sud soudanienne: DIALAKORO,
zone du barrage de Sélingué ou les mouvements de population sont
importants;

* une ville a attrait touristique: MOPTI, située au confluent du
Niger et du Bani au coeur du sahel malien.

* deux villages en zone peri-urbaine de BAMAKO: SOTUBA ET
KALABANCORO.

5.1.1- TIENEGUEBOUGOU - KAMBILA - SAFO.

Tiénéguébougou et Kambila sont deux villages de

I'Arrondissement central de Kati. Safo est un chef lieu de secteur de
I'Arrondissement de Kalabankoro.

Ces trois villages situés dans le Cercle de Kati, sont d'un méme
cadre géographique. IlIs sont en zone nord soudanienne et présentent des
caractéristiques écoclimatiques identiques.

a) Relief: a Tiénéguebougou et Kambila , il est peu accidenté avec des
plaines argilo-gravillonneuses et des formations meubles . Il présente deux
grandes surrélévations : la colline de Banambakoulou et celle du
Kouloubléni culminant respectivement a 400m et 500m. A Safo les
terrains sont souvent couverts de cuirasses ferrigineuses et des
formations meubles contenant des gravillons latéritiques. Il est constitue
essentiellement par les collines du Dienfakoulou, de Kouloudian et de

Torodokoulouni.



Ces terrains présentent par endroits des traces d'embourbement de
véhicules qui constituent de véritables gites larvaires pour les culicidae.
b)Végétation: la végétation est constituée par la savane arborée avec un

tapis herbacé dominé surtout par le karité Vitellaria paradoxa et quelques

caicédrats Khaya senegalensis Cette végétation est soumise a4 une

destruction massive par une exploitation abusive du bois.
¢) Faune: elle est pauvre; on y rencontre des liévres a oreille de lapin

Lepus orawshayi, et des pintades sauvages Niumida meleagris, des chats

sauvages Felis sylvestis lybica, des singes rouges Erythrocebus patas, des

phacocheres .

d)Climat: il est caracterisé par deux saisons: une saison pluvieuse qui va
du mois de Juin au mois d'Octobre, et une saison seche de Novembre a
Mai. Cette saison seche est divisée en deux périodes bien distinctes: une
période froide du mois de Novembre au mois de Janvier et une période de
chaleur de Fevrier a Mai.

e) Hyvdrographie: Il n'exite pas de cours d'eau permanent dans ces

villages. Pendant I'""hivernage" se forment des marigots alimentés par des
ruisseaux qui drainent les eaux de pluies. Ces marigots constituent en
certains endroits des gites potentiels pour les Anophéles.

A Kambila c'est le Kambiladla qui traverse le village d'Est en Quest.

A Tiénéguébougou c'est le Bamadla situé au nord et coulant d'Ouest vers
I'Est.

Le village de Safo est essentiellement arrosé par trois cours d'eau qui sont
le Trono, le Niamadoko et le N'golonogoni.

f) Population: la population est essentiellement composée de Bambara et
compte 216 habitants a Tiénéguébougou, 719 habitants a Kambila et
1500 habitants a Safo. Elle est entiéerement musulmane a Tiénéguébougou,

a 95% a Kambila et majoritairement animiste a Safo.
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L'habitat comprend trois types de construction: des cases rondes avec toit
de chatmes conique , des cases rondes ou rectangulaires avec toit en
terrasse et des maisons rectangulaires avec toit de téle qui sont rares.

Les murs de ces constructions en banco présentent des fentes de retrait
qui sont d'excellents lieux de repos pour les moustiques ainsi que les toits
en chaume et en terrasses.

g) Activites économiques: l'agriculture constitue le potentiel de

I'économie et occupe 99% de la population active. Les cultures
maraicheres y sont également tres développées.

L'élevage est une activité pratiquée surtout par la minorité Peulh .

5.1.2- DIALACORQ: Le village de Dialacoro est situé¢ a 3 km en aval du

barrage de Sélingué , dans le périmeétre agricole.

Le rélief présente des plateaux tabulaires aux bords abrupts dont I'altitude
exceéde rarement 400 m. De nombreuses vallées sinueuses plus ou moins
encaissées , constituent les réseaux hydrographiques de la zone.

Le climat est de type soudano-guinéen avec une saison seche de 6mois de
Novembre a Avril et une saison pluvieuse de Mai a Octobre. La
pluviométrie est supérieure a 1200mm par an Les températures maximales
se situent généralement en Avril ( 40,2°C ).

La population est estimée a 3000 habitants. Ce village n'a pas été déplacé
pendant la mise en eau du barrage.

Il existe dans le village une école et un dispensaire-maternité assez
fonctionnels.

5.1.3- MOPTI: La ville de Mopti est la capitale régionale de la 5éeme
région administrative du Mali. Elle est située en zone sahélienne , dans le
delta intérieur de fleuve Niger. La ville est une presqu'ile entourée par les
différents affluents du Niger. Sa population est estimée a 55000 habitants
(récensement de 1990). La densité humaine est la plus élevée des villes
maliennes. Le systeme d'évacuation des eaux usées est presqu'inexistant.
Mopti est entourée d'eau et de riziéres. Il existe un hopital régional un

centre de santé de cercle et des dispensaires dans chaque quartier.



La ville accueille de nombreux voyageurs qui sont soit en partance pour
Gao et Tombouctou ou venus visiter les sites touristiques de la région
(Mopti , Djénné , Sangha ) .

5.1.4- SOTUBA ET KALABANCORO:

Sotuba est un quartier péripherique de la ville de Bamako situé
a I'Est de la ville sur le territoire du Centre de Recherche Zootechnique
(C.R.Z.). Ce village était a 1'origine un camp d'hébergement des
manoeuvres travaillant au C.R.Z. et compte aujourd'hui environ 1500
habitants. Il est situé a environ un kilometre du lit du fleuve Niger.
L'habitat comprend les types de cases rondes ou rectangulaires en banco
avec toit en chaimes conique et en tole.

Kalabancoro est un chef lieu d'Arrondissement du Cercle de
Kati . Il est situé au sud et en peripherie de Bamako pres du fleuve Niger .
La population qui était d'environ 2000 habitants est sans cesse
grandissante du faite de la distribution de nouveaux lots d'habitation . On
y retrouve des maisons en banco avec toit en téle et des maisons en dur.

Le climat dans ces zones est un climat de type nord soudanien.
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5.2- PERIODE D'ETUDE

Nous avons travaillé durant deux saisons de transmission du
paludisme au Mali; du mois d'Aouat au mois d'Octobre en 1991 et du mois

de Juin au mois de Septembre en 1992.

5.3- TYPE D'ENQUETE

Notre étude est de type transversale, prospective.

5.4 - ECHANTILLONNAGE

Notre choix a porté sur les enfants de 1an- a 9ans . Nous avons
systématiquement recruté tous les enfants de ce groupe d'age dans
chaque village.

Critéres d'inclusion :

-étreagéde 1 a9ans,
- avoir une infection monospécifique a Plasmodium
falciparum
- avoir une densité parasitaire supérieure ou égale a
1000 et inférieure ou égale a 80000 parasites asexués par mm? de sang ,
- n'avoir pris aucun antipaludéen récemment(test de Dill
et Glazko négatif) .

Critéres d'exclusion :

- avoir une chloroquinurie positive ,
- avoir vomi immeédiatement apres l'ingestion de
chloroquine ,
- étre allergique a la chloroquine.
Apres une sensibilisation de la population notre équipe
procédait a un recensement systématique de la population cible. Chaque
unité statistique était identifiée par un numéro a 4 chiffres (n° de famille,

n® d'individu ).



L'étude a également concernée des échantillons provenant des
hopitaux du Point"G" et de Gabriel Touré pour la recherche de

Plasmodium.

5.5 - Techniques de recherche
Les techniques de la goutte épaisse et du frottis mince ont été

utilisées pour dépister les infections monospecifiques a Plasmodium
falciparum; 1'une pour le suivi parasitolosique, l'autre pour le screening
Le test de DILL et GLASKO a été utilisé pour la détection de la
chloroquine dans les urines.
Les tests in vivo O.M.S. de 7 jours et de 28 jours, le microtest
in vitro O.M.S et le test rapide ( 2 a 3 heures ) de KROGSTAD ont été
utilisés pour tester la sensibilité de P. falciparum a la chloroquine.

5.4. 1- Goutte épaisse et Frottis mince :

Materiel
- Lames porte -objet
- Lancettes steriles
-Tampon d'alcool
- Eprouvette de 10 cc, 500 cc et 11
- Pipettes
- giemsa solution pure
- Huile d' immersion
- Comprimé tampon (Buffer tablet pH 7,2; un comprimé tampon pour un
litre d' eau distillée)
- Bacs de coloration pour 10 et 100 lames
- Boites de collection OMS
- Eau distillée
- Methanol pur (100% )
- Eosine
- Vert de Malachite
- Formaldehyde



- Phosphate dibasique de sodium
- Bleu de Méthylene

- Azure de Sodium

- Minuterie

- Ratelier.

Mode opératoire

Nous avons fait une goutte épaisse et un frottis mince sur
chaque individu inclus dans le protocole.
Le troisieme doigt de la main était désinfecté au tampon d'alcool . A I' aide
d'une lancette stérile une ponction capillaire était faite. La premiere
goutte était éliminée avec du coton sec . La séconde était destinée a la
confection du frottis. Une troisiéme goutte plus importante était déposée
au centre d'une lame; grace a I'angle d'une autre lame nous effectuions la
défibrinisation mécanique par un mouvement circulaire de facon a étaler
le sang en un cercle d'environ 1cm de diametre.

Les lames marquées au crayon indélébile étaient mises a plat
dans des boites de collection ( type O.M.S. ) a I' abris de la poussiére et
des mouches et sont ensuite séchées.

Coloration des lames

a)_Gouttes épaisses: La technique de coloration au giemsa 3% a un seul

temps ( 45mn ) a été choisie. Les lames étaient rangées une a une dans le
bac de coloration. La solution de giemsa était versée dans le bac en
prénant soin d'immerger toutes les lames . Le couvercle était ensuite mis.
45 mn apres, la fine pellicule de colorant était chassée avec l'eau
tamponnée (pH 7,2 ). Les lames étaient ensuite rincées a I' eau de
robinet en imprimant au bac de legers mouvements de translation. Elles
étaient enfin exposées sur le ratelier pour le séchage. Les lames ainsi
séchées sont mises par paquets de 50 et scellées avec du scotch et

étiquettées.
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b) Frottis minces : nous avons utilisé une technique rapide (1mn ) de

coloratoin des frottis: C'est la technique de LEUCOSTAT STAIN.

Réactifs utilisés

* Solution A : solution pure de méthanol ( 100% ) plus du
vert malachite a la concentration de 2mg/1.
NB: Ne pas préparer un litre, si on n'a pas beaucoup de lames a colorer en
méme temps, Si non le vert malachite se décolore avec le temps.
* Solution B :
Eosine Y 100mg pour 100ml de solution de coloration B,
Formaldéhyde 100yl pour 100ml de solution de
coloration B si le formaldéhyde est pur 100%, si non utiliser 300ul pour
100ml s'il est a 37%,
Sodium phosphate dibasique 400mg pour 100ml ,
Sodium phosphate monobasique 500mg pour 100 ml (
dans I'eau ).
* Solution C:
Bleu de méthyléne 47mg pour 100ml,
Azur A 44mg pour 100ml,
Sodium phosphate dibasique 400mg pour 100ml,
Sodium phosphate monobasique 500mg pour 100ml (
dans l'eau ).

Protocole opératoire

Laisser sécher les frottis a I'air tout en les protégeant mouches et de la
poussiére,

plonger le frottis dans la solution A trois fois une seconde chacune,
égoutter l'excédent de solution a I'aide de papier buvard,

plonger trois fois une seconde dans la solution B,

rincer le frottis dans une solution d'eau et egoutter,

plonger 6 fois une seconde dans la solution C,

rincer dans l'eau et sécher; la lame est ainsi préte pour la lecture.



Résultats
Le noyau de Plasmodium se colore en bleu clair (ou foncé en fonction du
temps de coloration dans la solution C ).
Les hématies sont roses pales, les taches de Maurer et les granulations de
Schuffner sont aisement identifiées.
Le diagnostic d'espéce plasmodiale est tres facile avec cette coloration.
Examen microscopique et résultats
Les frottis étaient immédiatement observés sur le terrain avec des
microscopes binoculaires ( LEITZ , NIKON ) au grossissement 10x100
(objectif d'immersion 100 et oculaire 10 ). Une lame n'était considerée
négative qu'apres examen de tout le frottis. La parasitémie était établie
apres examen de 100 champs ( environ 20 000 hématies ). Le résultat
exprimé en nombre de croix, en fonction des hématies parasitées par
mm3 de sang (HP/ mm3)et sur la base de 4 millions d'hématies comme
moyenne du nombre érythrocytaire. L'identification parasitaire était faite
a partir du frottis.
De 1000 a 5000 TPf/mm3 le résultat s'exprime par une Ccroix ( + ).
De 5001 a 20 000 TPf/mm3 le résultat s'exprime par deux Croix (++).
> 20 000TPf/mm3 on note trois croix (+++).

Les gouttes épaisses ont été examinées au laboratoire du
D.E.A.P., avec les mémes microscopes. La densité parasitaire a été établie
par comptage des parasites pour 300 leucocytes et le résultat exprimé en
nombre de parasites par mm3 de sang sur la base de 6500 leucocytes
comme moyenne du nombre leucocytaire .

Mode de calcul :

Soient X le nombre de parasites comptés au microscope et Y le nombre de

leucocytes correspondant comptés =300

La parasitémie N = X x 6500 P/mm3
Y
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5.5.2- Les tests in vivo de 1'O.M.S..

Le test de 7jours a été appliqué pour Dialakoro, Sotuba et
Kalabancoro, celui de 28jours pour Tiénéguébougou kambila et Safo.

La chloroquine 100mg de base en comprimés sécables des
laboratoires Pharmamed Ltd fournie par I'OMS a été utilisée.

Mode opératoire

Nous avons administré 25mg de chloroquine base par Kg de
poids corporel repartis sur 3jours, aux enfants sélectionnés pour le test in
vivo . Le suivi a été fait selon le schema suivant:

Jour 0:- premiére dose de 10mg/kg de poids corporel en prise unique,
- une goutte épaisse et un frottis mince
- un prélévement d'urine pour recherche de chloroquine.
Jour 1:- deuxieme dose de 10mg/kg de poids corporel en une prise
unique,
- prélevement d'urine pour recherche de chloroquine.
Jour 2:- troisiéme et derniere dose de 5mg/kg de poids corporel en prise
unique, |
- goutté épaisse pour controle de la parasitémie,
- prélevement d'urine pour recherche de chloroquine,
Jour 5:- goutte épaisse pour controle de la parsitemie,
- prélévement d'urine pour recherche de chloroquine.
Jour 7:- goutte épaisse pour controle de la parasitémie,
- prélevement d'urine pour recherche de chloroquine.
Jourl4:- goutte épaisse pour controle de la parasitémie.
Jour21:- goutte épaisse pour controle de la parasitémie.
Jour28:- goutte épaisse pour controdle de laparasitémie.

Mode d'utilisation de la chloroguine

Les comprimés étaient administrés per os aux enfants; la prise
effective se faisant devant le personnel, apres le prélevement de sang et
des urines. Nous prenions le soin de garder les enfants en observation,

pendant 45 minutes pour déceler d'éventuels vomissements.



Le poids etait estimé sur une balance peése personne standardisée.

5.5.3. Le microtest in vitro de 1'O.M.S..

Deux modifications ont été apportées au test standard .Les
prélévements de sang veineux ont été effectués par le systéme vacutainer
a la place des microtubes fournis dans le kit. Aussi 100ul de sang dilué au
lieu de 50 du test standard ont été mis dans les godets témoins. les
cultures ont été incubées parfois jusqu'a 48 heures et les étalements épais
de sang apreés culture colorés par la technique de " Leucostat Stain ".

Les plaques de microculture en polystiréne rigide FALCON®
de BECTON DIKISON et le milieu de culture RPMI 1640 LPLF de GIBCO Ltd
nous ont été fournis par I'OMS.

Materiel:

-RPMI 1640 LPLF

- tampon d'alcool a 90°

- Tube hépariné aiguille de prélevement 22G1/2

- Corps de pompe

- Tubes FALCON® en plastique de 6ml

- Seringue de 1ml

- Microplaque de culture FALCON® contenant la chloroquine
- Pipette EPPENDORF®

- Feutre indélébile

- Incubateur G.Q.F. MFG CO. USA

- Cloche a bougie de parrafine

- Micropipette de 50ul muni d'aspirateur KIMBLE®
- Scapel

- Pinces

- Bec de flamme.



Mode opératoire

Nous avons prélevé pour chaque enfant inclu dans le protocole environ
S5mi de sang sur anticoagulant. Ce sang a été acheminé directement au
laboratoire pour le test in vitro selon le schéma suivant:

-operer sous une hotte en présence d'un bec de flamme;

-prélever a I'aide de la seringue stérile de 1ml, 0,2ml de sang (le reste de
sang est soigneusement gardé pour le test rapide);

-porter sur chaque séringue le numéro du sang correspondant;

-prélever deux fois 0,9ml soit 1,8ml de milieu de culture RPMI au moyen
de la seringue stérile de 1ml;

-introduire les 1,8ml de RPMI dans le tube de 5ml stérile et fermer;
-transvaser les 0,2ml de sang préalalement prélever dans le tube
contenant les 1,8ml de RPMI;

-agiter doucement pour mettre les cellules sanguines en suspension,;
-placer sur le portoir;

-retirer a l'aide du scapel et de la pince la feuille de plastique scellant la
ou les colonnes voulues de la plaque de culture;

-Mettre 100u]1 du mélange sang/RPMI au moyen de la pipette Eppendorf
dans le godet temoin( godetA) et 50ml dans les autres godets de la
colonne correspondante suivant I'ordre B,C,D,EF,G,H;

-on changera d'embout chaque fois que I'on commencera une nouvelle
colonne pour éviter d'introduire le médicament dans le godet temoin; tout
en versant le mélange sang/RPMI agiter le doucement pour toujours le
maintenir homogene;

-placer le couvercle de la plaque et inscrire le numéro du malade au
moyen d'un feutre au dessus de la colonne correspondant;

-remuer doucement la plaque de culture pendant quelques secondes pour
dissoudre le médicament déposé dans les godets;

-placer la plaque de culture dans la cloche a bougie de parrafine;
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-allumer la bougie et placer le couvercle de la cloche au moment ou la
flamme va s'éteindre;

-mettre la cloche dans l'incubateur a 37°C

-effectuer un controdle au bout de 24 heures par étalement d'une petite
quantité du contenu du godet temoin; si la maturation des parasites est
satisfaisante ,alors sortir la plaque en vue de I'étalement de son contenu;
au cas contraire attendre 48heures pour enfin sortir la plaque de 1'étuve
-au terme de l'incubation preparer deux étalements a partir du contenu de
chaque godet apreés avoir enlevé la plus grande quantité possible de
surnageant au moyen de la micropipette équipée d'aspirateur, comme
indiqué ci-dessous:

godetA B C D

O 000
O ® 00

E F G H

-laisser sécher a I'abri des mouches pendant 24 heures;
-colorer les étalements par la technique de leucostat stain
-proceder a la numération.

Examen des étalements de sang apreés culture

Les étalements correspondant a chaque concentration de chloroquine sont
minutieusement examinés.

Méthode de dénombrement des schizontes

La base de la numération est :
le nombre de schizontes avec trois noyaux
ou plus pour 200 parasites asexués ( c'est a dire
trophozoites et schizontes ).
Pour qu'une épreuve soit acceptable, la maturation des schizontes doit
étre d'au moins 10% (c'est a dire 20 schizontes avec trois noyaux ou plus

pour 200 parasites asexués ) .
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Cette numération peut alors étre exprimée en pourcentage par rapport au

témoin comme dans lI'exemple suivant :

Temoin Medicament testé
Nombre de schizontes| Nombre de schizontes
c'est a dire avec a repeter pour chaque
3 noyaux ou plus pour godet d'épreuve
200 parasites apres
incubation
Temoin Nombre de schizontes % de schizontes par rapport
pour 200 parasites apres | a l'échantillon temoin ( temoin=100%
incubation
98 49 49 : 98 x100 = 50%

Interprétation des résultats
Si:

- le développement du témoin est satisfaisant ( c'est a dire qu'il y a au
moins 20 schizontes possédant 3 noyaux‘ou plus pour 200 parasites
asexues ) ;

- I'isolement d'origine ne contient pas plus de 80 000 parasites par ul de
sang ;

- I'infection est monospécifique a Plasmodium falciparum , on peut

conclure .

Médicament : Réponses satisfaisantes : Indice d'une résistance

d'épreuve :
: Inhibition totale des : Développement des schizontes
schizontes
a : a
Chloroguine : 4 pmols ou moins : 8 pmols ou moins

on obtient des données plus significatives en regroupant les résultats

d'une série d'épreuve ( au minimum 10 et de préference 30 au plus ).



Ces données regroupées peuvent étre simplement obtenues en ajoutant les
nombres de schizontes obtenus pour les temoins et pour chaque
concentration, puis en divisant par le nombre d’épreuve, de facon a
obtenir des nombres moyens de schizontes, qu'on exprime ensuite en
pourcentages par rapport aux temoins. Les chiffres obtenus répresentent
les taux de maturation des schizonte. Si on les rétranche de 100, les
résultats répresentent les pourcentages d'inhibiton de la maturation des
schizontes.

Les résultats sont enregistrés sur des fiches fournies a cet effet
par I'OMS (voir fiche annexe).
5.4.4 - Recherche de chloroguine dans les urines

Nous avons utilisé le test standard de DILL et GLAZKO . lLa

recherche de chloroquine a été faite systématiquement dans les urines des

sujets inclus auxjours0,1,2,5et?7.

- Réactif
€OSINE...citieiiiiiiiieieeraireanenans SOmg
acide chlorhydique............... 1ml
chloroforme..........ccccvvviennnins 100ml
- Matériel

balance de précision

mortier et pilon (en verre)
entonnoir (en verre)

papier filtre

eprouvette graduée 100ml
pipettes GILSON P100 et 1000
embouts bleus et jaunes
tubes a hémolyse en verre

tubes FALCON de 50ml
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- Préparation du réactif :

. peser 50mg d'éosine et le mettre dans le mortier en verre ;

. mesurer exactement 100ml de chloroforme et 1ml d'acide chlorhydrique
une fois normale et les verser dans le mortier en triturant avec le pilon en
verre ,

. filtrer .

On obtient une solution jaune qui constitue le réactif qu'on met dans un
flacon en verre pour le stockage au frais .

- Mode opératoire

Les urines sont prélevées dans des tubes FALCON de 50ml jamais utilisés .
Sur 1000yl d'urine , prélevées pour chaque échantillon dans un tube a
hémolyse , 100ul de réactif sont ajoutés .

L'observation du fond du tube a I'ceil nu , montre a I'agitation un précipité

rose en cas de réaction positive .

5.4.5- Le test rapide du Dr D. KROGSTAD .

Principe

Ce test est basé sur la capacité du vérapamil (inhibiteur calcique) a
bloquer l'excrétion et l'exocytose de la chloroquine de la vacuole
parasitophore des souches chloroquinorésistantes de Plasmodium
falciparum. Les souches plasmodiales du malade sont incubées dans une
solution de chloroquine marquée a I'hydrogéne tritiée (3H), avec et sans
vérapamil. La radioactivité des deux échantillons est comptée dans un béta
compteur a scintillation liquide. La différence de DPM* entre les deux

eéchantillons permet d'affirmer la sensibilité ou non d'une souche de P.

falciparum en deux heures et de determiner le niveau (R ou Rppyp).

“DPM = Désintégration Par Minute



Réactifs et matériels .

RPMI 1640

RPG+ avec vérapamil

RPG+ sans vérapamil

RPG+ a diluer

Vérapamil

Protosol

Ethanol

Eau oxygéne

Huile de silicone

Acide chlorhydrique 1N
Chloroquine marquée au tritium( CQ-3H )
Cocktail de sintillation liquide
Pipettes GILSON 10, 20, 200, 1000
Pipettes PASTEUR

Embouts jaunes et bleus

‘Tubes EPPENDORF

Microtubes EPPENDORF

Tubes héparinés

Aiguilles pour vacutainer 21 GI}2 et 22 GI}/2
Corps de pompe

Flacon de scintillation ( standard )
Portoir pour microtubes

Portoir pour incubation

Portoir pour flacon de scintillation
Poire pour pipette PASTEUR

Papier aluminium

Pissettes
Thermometres

Papier pour imprimante



Gants en polyvinyle

Ruban pour imprimante

Scotch pour marquage

Papier hygiénique

Pinces

Ciseaux

Lames de rasoir

Marquers indélébiles

Incubateur portatif

Transformateurs

Vortex SI BECKMAN
Microcentrifugeuse BECKMAN
Stabilisateur BECTON

Sparadras

Compresses stériles

Systeme a scintillation liquide LS 6000TA BECKMAN
Tampon d'alcool préfabriqué KINDALL

Matériel de comptage de la radioactivité .

Le comptage de la radioactivité des échantillons a été fait par le systéme a
scintillation liquide de la série LS 6000TA de BECKMAN. C'est un appareil
con¢u pour assurer avec haute précision le comptage automatisé du degré
de radioactivité d'échantillons a marquage radioactif. Sur ordre de
'utilisateur l'appareil de mésure peut réaliser divers calculs a partir des
données obtenues par comptage.

Description générale

Le systeme a scintillation liquide de la série LS 6000TA de
BECKMAN est un spectrometre de paillasse microprocessorise a trois voies
permettant la mesure des noyaux radioactifs. L'appareil enregistre les
comptages par minute ( CPM ), la forme la plus commune de résultat en

analyse par scintillation liquide.



Toute fois, les résultats peuvent également étre exprimes en
désintégration par minute (DPM), unité plus fiable puisqu'elle tient
compte de divers facteurs de distorsion des résultats en CPM. En
configuration standard, la correction de l'affaiblissement se fait par le
nombre IC. Les autres options comprennent la normalisation des données,
la soustraction des fonds et le calcul des pourcentages de reférence.

L'appareil de mesure a une capacité maximale de 336 flacons
standards ou de 648 miniflacons. Il peut étre reglé pour repondre aux
exigences optimales du comptage sur scintillateur liquide.

Vingt programmes utilisateurs peuvent étre mis en mémoire pour assurer
le traitement d'échantillons simples ou en lot.

L'appareil permet le comptage de différents racks
d'échantillons suivant des programmes utilisateurs ne demandant aucune
intervention de la part de l'opérateur . Le mode automatique peut étre
interrompu pour permettre le traitement en urgence d'échantillons, la
modification d'un programme utilisateur.

Un détecteur de haute radioactivité rejette automatiquement
les échantillons trop radioactifs; un éliminateur d'électricité statique
permet de réduire les parasites.

Sont fournis en option:

- un €écran cathodique présentant un systeme de convivialité, y compris
diverses aides a l'utilisateur;

- une imprimante 80 colonnes offrant une option de sortie des données;

- un port RS 232 qui permet d'envoyer directement les données a un
ordinnateur ou a un autre terminal;

- des porte-flacons VERSA-RACK™ . qui permettent de compter des flacons
de toutes tailles ( standard , mini et biovital™ ) sans changer de systéme;
- 30 autres programmes utilisateurs;

- un mode de calcul de pourcentage de reférence pour le comptage du
taux de désintégration par minute en simple, double ou triple marquage

avec une "bibliotheque" DPM;
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- un détecteur a simple photon utilisé pour les analyses de luminescence.
- un thermostat.

Principes de fonctionnement.

La scintillation liquide est une méthode de détection et de
comptage de la décroissance radioactive . L'échantillon radioactif est
mélangé au cocktail de scintillation. La désintégration d'un radionucleide
produit une particule ionisante. Une partie de I'energie cinetique de cette
particule est transferée au "scintillateur” qui la convertit en energie
lumineuse, laquelle est detectée par le systeme a scintillation liquide. Le
nombre de photons produits par une particule ionisante est proportionnel
a lI'energie cinetique de celle-ci. Tous les photons émis par une particule
ionisante le sont par voie isotropique en l'espace de quelques
nanosécondes.

Les instruments optiques collecteurs du systéme a scintillation liquide

dirigent les photons émis vers 1'un des deux tubes photomultiplicateurs.
Si les deux tubes photomultiplicateurs sont activés par la méme impulsion
de photons, une activité de décroissance radioactive est comptée et
convertie en une impulsion électrique mesurable. L'impulsion de tension
produite par les tubes photomultiplicateurs est proportionnelle au
nombre de photons. Par conséquent, la hauteur d'impulsion a la sortie des
tubes est proportionnelle a I'énergie de la particule.
Les impulsions produites par les tubes photomultiplicateurs sont
analysées,converties sous forme numérique et stockées dans le canal de
I'analyseur multicanaux qui correspond a I'énergie cinétique de la
particule. Les données cumulées dans I'analyseur multicanaux pendant la
durée de comptage de I'échantillon sont utilisées pour determiner
I'énergie des particules composant I'échantillon.

Le CPM est égal au nombre total d'impulsions se

trouvant dans l'analyseur multicanaux divisé par

le temps total en minutes qu'il a fallu pour obtenir

les comptages .
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Exploitation de l'appareil de mesure .

Les échantillons sont d'abord déposés dans des flacons avec
cocktail de scintillation. les flacons sont placés dans les racks fournis . En
bas de chaque rack sont indiqués en relief les numeéros de position des
flacons. De I'autre cOté du rack se trouvent deux fentes, ou I'on insere
respectivement la carte de commande et une carte de numéro de rack les
racks ainsi chargés sont déposés dans le chargeur déchantillon de
I'appareil ( fig5 ) . Durant le comptage , le changeur déplace les racks
dans le sens inverse des aiguilles d'une montre Lorsqu'un rack arrive en
position arriere droite, chaque flacon du rack est avancé en position de
traitement. Un élevateur souléve les flacons a tour de réle a intérieur de la
chambre ou ils sont comptés.

Les consignes de traitement ainsi que les commandes de
fonctionnement et de systéme sont introduits a partir du clavier placé a
I'avant de I'appareil. |
Le processus de configuration des programmes utilisés par le systeme est
facilité par des menus affichés a I'écran. Durant le traitement 1'écran
renseigne l'utilisateur sur la progression du comptage. Pour finir, les
résultats sortent sur une imprimante ou bien sont envoyés sur le port RS
232.

Les commandes de l'appareil sont groupées a I'avant de
I'appareil en deux endroits différents:
- un clavier alphanumérique, pour I'introduction de caracteres;
- un bloc de touches pour la commande de I'appareil et la modification

des programmes par 1'opérateur.
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Protocole opératoire

Nous avons identifié 10 étapes successives.
1) Prélever 5 a 10 cc de sang veineux dans un tube hépariné (manipuler
avec toutes les conditions de stérilité);

2) Diluer le sang du malade dans un milieu de culture RPMI (sans NaHCO;

et de sérum) en fonction de la densité parasitaire:

-au 1/14 (30 pl de sang total dans 420 pl de RPMI pH 7,4) pour les

parasitémies = 20 000 trophozoites/mm3,

-au 6/10 (180 ul de sang total dans 300 ul de RPMI pH 7,4) pour les

parasitémies = 1000 trophozoites/mm?3 et <19 000 trophozoites/mm3 ;
3) Pour rendre le test performant, ajouter 150ul de sang (précédemment
dilué) dans un tube EPPENDORF (microfuge) de 1,5 ml contenant 150ul de
RPMI ( £ 25 uM de vérapamil );

Puis ajouter 75 ul de RPMI contenant 5x 3H-chloroquine (250 nm de
3H-chloroquine) qui donne une concentration finale de 50 nM de
3H-chloroquine a I'incubation pour un volume total dans le tube de 375ul.
N.B. A ce stade chaque malade a donc deux échantillons dans deux tubes:
un avec du vérapamil + 3H-chloroquine et le second sans vérapamil mais
seulement de la chloroquine tritiée.

4) Remettre les hématies en suspension au vortex doux ( 5-10 sécondes )
et incuber les deux tubes pendant une heure au bain-marie a 37°C. A la
fin de la période d'incubation remettre ensuite les hématies en suspension
au vortex doux (5-10 secondes).

Préparer 6 microtubes de 400ul contenant déja 200ul de silicon oil.
Ajouter 100ul de chaque suspension d'hématies dans trois microtubes
précédemment préparés avec du silicon oil. Chaque malade a donc 6
microtubes de 400ul a ce stade.

Centrifuger dans la microcentrifugeuse les 6 tubes pendant 30 secondes.



Le culot d’hématies sédimente au fond en petit bouton de la grosseur
d'une téte d'épingle.

5) Couper délicatement ( avec une lame de rasoir ) la palette d'hématies
au fond des tubes et les transferer dans un tube vide de 1,5 ml, en veillant
a ce que les numéros soient identiques.

6) Ajouter 75ul d'un mélange de protosol + éthanol (1/2 ), bien boucher
et passer au vortex jusqu'a la lyse totale de toutes les hématies. Incuber

dans un bain-marie a 56°c pendant 60 mn.

7) Ajouter 25ul de H>0- (30% ) dans chaque tube, passer au vortex et

ajouter ensuite 25ul A'HCL (1N ) et bien mélanger au vortex. Si les
manipulations techniques ont été correctes, le mélange dans les tubes
dévient "blanc opalescent".

8) Numéroter des flacons en verre de 20 ml (pour comptage a scintillation
liquide). Couper le bouchon de chaque microtube (avec des lames de
rasoir ) et mettre le tout dans un de ces flacons en verre de 20ml avec le
numéro correspondant.

9) Ajouter dans chacun de ces flacons un volume constant de 8 ml de
fluide pour scintillation liquide ( Universol coctail ) et passer au vortex
(5-10 sécondes) pour homogénéiser le contenu.

10) Placer les flacons bien identifiés par malade et par ordre (en
commenc¢ant par ceux ne contenant pas le vérapamil) dans le "R counter”,
fermer et attendre 30mn dans l'obscurité. Tester l'appareil avec des
solutions de contréle et démarrer le comptage. Les résultats sont
imprimeés directement sur papier.

N.B. Toutes ces manipulations doivent étre faites dans une piéce close,
avec des gants. Tout le matériel radioactif est récupéré dans un seau
plastique hermétiquement fermé. A la fin de la journée le contenu du seau

est vidé dans un puits protégé pour déchets radioactifs.



Expression des résultats

Pour chaque échantillon l'appareil donne le nombre de
scintillations ( D.P.M. ) et le coefficient de variation de chacun des deux
lots de tubes (moyenne et coefficient de variation des tubes repetes avec
vérapamil, et des tubes répetés sans vérapamil ).

Le résultat est exprimé en pourcentage d'échange
Pour cela on soustrait la moyenne du nombre de scintillations (DPM) avec
vérapamil de la moyenne du nombre de scintillation sans vérapamil.
Ensuite on divise cette difference par la moyenne du nombre de

scintillations sans vérapamil. Enfin convertir ce résultat en pourcentage.

DPM sans vérp

Si I'accumulation de la chloroquine c'est a dire la moyenne du nombre de
scintillation ( en DPM ) du lot des trois tubes avec vérapamil est plus
grande, le pourcentage d'échange est positif ( + ). Si au contraire cette
valeur est plus faible avec le vérapamil alors le signe du pourcentage
d'échange est négatif ( - ).

Rémarques: La validation de la technique se fait par I' observation du
coefficient de variation de chacun des lots des trois tubes répétés par
malade. Ce coefficient pourrait étre inferieur ou égal a 2% . Si apreés
vérification le coefficient est superieur ou égal a 10%, le test est
inacceptable et cela veut dire qu'une des trois valeurs du nombre de
scintillations du lot concerné est écartée des deux autres. Dans ce cas on
¢limine cette valeur et on refait le calcul de moyenne avec les deux

valeurs les plus rapprochées.
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Interprétation des résultats

Le vérapamil augmente I'accumulation de la chloroquine dans
le parasite résistant. Un pourcentage d'échange positif ( + ) suggere la
présence de souches chloroquinorésistantes de P. falciparum. Ainsi les

résultats préliminaires permettent de situer les niveaux de résistance

suivants:

- de 0 a 10%, présence de souches résistantes avec un bas
niveau RI;

- 230%, Présence de souches résistantes avec un niveau élevé
RIIT;

- entre 10 et 30% présence de souches résistantes mais le

niveau est encore mal défini (a 1'état actuel de nos données).



6-RESULTATS

6.1-RESULTATS GLOBAUX

979 sujets en 1991 et 1361 sujets en 1992 ont été examingés

pour le dépistage du paludisme. Parmi ces sujets, 516 en 1991 et 771 en
1992 étaient porteurs de Plasmodium, soit respectivement un Indice

Plasmodique de 52,71% et 56,65% (P >0,05).

Tableaul: Répartition des tests de chimiosensibilité par année.

Annees
Tests
1991 1992
Test 1 vivo 155 140
Test 1 vitro 68 65
Test Rapide 159 129

Nous avons effectué en 1991, 155 tests in vivo, 68 tests in vitro et 159
tests rapides de KROGSTAD. En 1992, nous avons réalisé 140 tests in vivo,
65 tests in vitro, 129 tests rapides.

La résistance globale a la chloroquine des souches de P. falciparum testées
était de 18,30% en 1991, et de 11,76% en 1992 par le test in vivo. Elle
était de 2,94% en 1991 et de 3,95% en 1992 par le test in vitro. Le test
rapide de KROGSTAD nous donnait une prévalence globale des souches
chloroquinorésistantes de P. falciparum de 14,46% en 1991 et de 17,05%
en 1992 .



6.2-RESULTATS DESCRIPTIFS

localités étudiées en 1991.

Tableau II : Répartition de la population en fonction des
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Localités | TIENEG. |KAMEILA | SAFO DIALAK. |{MOPTI TOTAL
Effectifs 108 262 101 239 269 979
% 11,03 26,76 10,32 24,41 27,48 100

TIENEG.= TIENEGUEEOUGOU
DIALAK.= DIALAKORO

Les 269 sujets de Mopti correspondant a 27,48% de notre échantillon en

1991 étaient constitués essentiellement d'éléeves de deux écoles . Les 710

soit 73,52% répartis entre Tiénéguébougou, Kambila, Safo, et Dialakoro

¢taient constitués d'enfants de 6mois a 12ans recrutés systématiquement

dans chacun des villages.

des localités en 1992.

Localités | SAFO | DIALAK.| SOTUBA |KALABAN. TOTAL
Effectifs | 161 309 428 463 1361
% 11,83 | 22,70 | 31,45 | 34,02 | 100

DIALAK.= DIALAKORO
KALABAN. = KALABANCORO

Tableau III : Répartition de la population étudiée en fonction
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Les 470 sujets soit 34,53% de notre échantillons en 1992 étaient des
enfants de 6mois a 12ans des villages de Safo et de Dialakoro en zone
rurale; et les 891 sujets soit 65,47% étaient des enfants de la méme

tranche d'ages de Sotuba et Kalabancoro en zone péri-urbaine.

Tableau IV : Répartition de 1'Indice Plasmodique (IP) dans la

population étudiée par localité en 1991.

Localites Positifs Negatifs | Total I.P.
TIENEGUEBOUGOU 44 64 108 40,70
KAMEILA 135 127 2606 51,52
SAFO 73 28 101 72,28
DIALAKORO 164 75 236 68,62
MOPTI 100 169 269 37,17
Total 516 463 876 52,16
[.P. = Indice Plasmodique

Chi 2 =72,18, ddl =4, P <103

Nous avons trouvé moins de porteurs de Plasmodium a Mopti

(IP = 37,17%) et plus de porteurs a Safo (IP = 72,27%) en 1991. Il existe

une liaison statistique entre les différentes localités.



Figure6: Répartition de I'Indice Plasmodique par localité en 1991.
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Figure7: Carte de répartition de I'Indice Plasmodique par localité en
1991.
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Tableau V : Répartition de I'Indice Plasmodique (IP) dans la

population étudiée par localité en 1992 .

Localités Positifs Negatifs Total I.P.
SAFO 24 107 161 33,54
DIALAKORO 207 102 300 66,99
SOTUBA 104 324 428 24,29
KALABANCORO 155 308 463 33,48
TOTAL 520 841 1361 38,21

I.P.= Indice Plasmodique
Chi 2=149,36, ddl=3, P< 107>

L'analyse de ce tableau montre qu'il existe une liaison statistique
hautement significative entre les localités étudiées et I'Indice Plasmodique.
L'Indice Plasmodique le plus bas a été retrouvé a Sotuba(IP=24,29%) et le

plus élévé a Dialakoro(IP=66,99).

Figure8: Répartition de I'Indice Plasmodique par localité en 1992.

80
B . P
60 -
. 40-
(=%
—
20 -
0 -
Safo Dialakoro Sotuba Kalabancoro
Localités

( Cf tableau V)



25

Figure9: Carte de répartition de I'Indice Plasmodique par localité en

1992.
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Tableau VI : Répartition de I'Indice Gamétocytique (IG) dans

la population étudiée par localité en 1991.

Localités Positifs Negatifs Total I.G.
TIENEGUEEOUGOU 3 105 108 2,77
KAMERILA 23 239 262 8,77
SAFO 17 84 101 16,83
DIALAKORO 44 195 239 18,41
MOPTI 34 235 269 12,64
TOTAL 121 858 979 12,36

[.G.=Indice Gametocytique
L'Indice Gamétocytique le plus faible se retrouvait a Tiénéguébougou (IG =
2,77%) et le plus élevé a Dialakoro (IG = 18,41%). Il existe une liaison
statistique hautement significative entre les localités (Chi carré =22,22

pour ddl =4, P =0,00018) et I'Indice Gamétocytique.

FigurelQ : Répartition de I'Indice Gamétocytique par localité en 1991.
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(Cf tableau VI)



Tableau VII : Répatition de I'Indice Gamétocytique dans la

population étudiée par localité en 1992.

Localités Positifs Negatifs Total I.G.
SAFO 1 160 161 0,62
DIALAKORO 3 306 300 9,18
SOTUEBA 9 4109 428 2,10
KALABANCORO 28 435 463 6,05
TOTAL 41 1320 1361 3,01

[.G.=[ndice Gametocytique
L'indice le plus faible se retrouve a SAFO (IG =0,62%) et le plus élevé a
DIALAKORO (IG =9,18%) . Il existe une liaison statistique hautement
significative entre les différentes localités (Chi carré =23,37 pour ddl =3,

P =0,00003) quant a leurs Indices Gamétocytiques.

Figurell : Répartition de I'Indice Gamétocytique par localité en 1992.
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Tableau VIII : Répartition de la moyenne d'ages des sujets

inclus en fonction des villages en 1991.

Localites M.A. I.C. E.T. M.W.
TIENEGUEBCUGOU 5,54 3,47/7,60 3,79 4,45
KAMEILA 5,95 4,74/7,15 3,73 4.86
SAFO 5,22 4,05/6,39 3,10 4,53
DIALAKORO 3,53 2,89/4,17 1,78 3,23
MOPTI 7,17 6,72/7,60 1,80 7 .06

M.A.= Moyenne Arithmetique
M.W.= Moyenne de WILLIAM
[.C.= Intérvalle de Confiance
E.C.= Ecart Type

Les enfants de Mopti sont en moyenne les plus agés (Moyenne
géometrique de WILLIAM =7,06) et ceux de Dialakoro les plus jeunes
(Moyenne géometrique de WILLIAM =3,23), P<0,01 au test de Fisher.

Tableau IX : Répartition de la moyenne d'ages des sujets

inclus en fonction des villages en 1992,

Localites M.A. I.C. E.T. M.W.
SAFOQ 7,37 6,60/8,14 1,57 7,23
DIALAKORO 4,39 3,77/5,00 2,12 3,93
SOTUBA 5,18 4,27/6,08 2,16 4,76
KALABANCORO 4,59 3,95/5,24 1,99 4,22

M.A.= Moyenne Arithmetique
M.W.= Moyenne de WILLIAM
[.C.= Intervalle de Confiance
E.T.= Ecart Type

Les enfants de safo sont en moyenne plus agés (Moyenne Arithmétique
=7,37) ceux de Dialakoro plus jeunes (M.A.= 4,39),(P< 0,05 au test de

Fisher).
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Tableau X : Répartition de la charge parasitaire en moyenne

géometrique a JO des sujets inclus par village en

1991.

Localités M. A. I. C. E T. M. W.
TIENEGUEOUGOU [ 19028,69 1609,39/30666,77 37965,13 4936,19
KAMBILA 14904,87 | 6996,62/22813,11 | 24542,84 | 6642.70
SAFO 20338,52 6968,51/33708,52 35445,18 7441,63
DIALAKORO 24896,17 16926,25/32866,08| 22271,95 | 16305,76
MOPTI 20082,92 12718,23/27447,61 | 22544,98 | 10883,07

M.A.= Moyenne Arithmétique
M.W.= Moyenne de WILLIAM
[.C.= Intervalle de Conflance

E.T.= Ecart Type

En moyenne la charge parasitaire est plus élevée chez les sujets de
Dialakoro(Moyenne de WILLIAM =16305,76) et plus faible chez ceux de
Tiénéguéougou (Moyenne de WILLIAM =4936,19)(P <0,01 au test de

Fisher).
TableauXI: Répartition de la charge parasitaire exprimeé en

moyenne géometrique a JO des sujets inclus par
village en 1992.

Localités M.A. I.C. E.T. M. W,

SAFO 1966,25 887,12/3045,38 2462,26 847,31

DIALAKORO 14887,83 7747,10/22028,55 | 24709,56 | 7282,638

SOTUBA 56105,69 |31170,77/81040,6| 29670,97 | 27064,35

KALABANCORO 19720,13 | 9603,60/29836,64| 32644,12 | 7998,01

M.A.= Moyenne Arithmetique
M.W.= Moyenne de WILLIAM
[.C.= Intervalle de Confiance

E.T.= Ecart Type
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La charge moyenne la plus élevée était retrouvée a Sotuba (Moyenne de
WILLIAM=27064,35) et la plus faible se retrouvait a Safo(Moyenne de
WILLIAM=847,31). La comparaison deux a deux des localités n.ontre qu'il
existe une différence significative entre: Safo et Dialakoro (test de Student
=2,32, P =0,03334) ; Safo et Sotuba (test de Student =12,72, P <0,01) ;
Safo et Kalabancoro (test de Student=2,41, P=0,01875); Dialakoro et
Sotuba (test de Student =6,90); Sotuba et Kalabancoro (test de Student
=4,79, P =0,00001). Par contre il n'existe pas de différence significative

entre Dialakoro et Kalabancoro(test de Student =0,77, P =0,43777).

Tableau XII : Répartition des tests de sensibilité a la

chloroquine par localité en 1991.

Localites Test Test Test Rapide de
mn vivo m vitro | KROGSTAD
TIENEGUEBOUGOU 13 0 14
KAMBEILA 37 7 36
SAFQO 27 20 57
DIALAKORO 30 18 30
MOPT 36 o 21
HOPITAUX 172 5 21
TOTAL 155 68 150

Ce tableau montre que nous n'avons réussi aucun test in vitro a
Tiénéguébougou .

Il y a eu plus de tests in vivo et de tests rapides que de tests in vitro .



Tableau XIII : Répartition des tests de sensibilté a la

chloroquine par localité en 1992,

Localité Test Test Test Rapide de
peates n vivo n vitro KROGSTAD

SAFO 23 11 25
DIALAKORO 46 17 31
SOTUEA 22 10 21
KALABANCORO 49 9 28
HOPITAUX S 18 24

TOTAL 140 65 129

Ce tableau montre qu'aucun test in vivo n'a été réalisé chez les sujets en

provenance des hopitaux. Il ya toujours plus de tests in vivo et de tests

rapides que de tests in vitro comme en 1991.

Tableau XIV : Résultats du test de sensibilité in vivo a la

chloroquine par localité en 1991.

Localites Sensibles Resistants Total
R1 RZ R3
TIENEGUEBCUGCOU 10 3 0 0 13
KAMBILA 28 6 3 Q 37
SAFO 18 7 2 0 27
DIALAKQORO 29 0 1 Q 30
MOPTI 32 Z 2z 0 36
HOPITAL POINT G 8 1 1 0 10
TOTAL 125 19 0 Q 153

R1= Reésistance de niveau 1

R2Z= Resistance de niveau 2
R3= Resistance de niveau 3
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A Tiénéguébougou 3 cas de résistance ont été trouvés (tous des
résistances RI ) soit 23,08%.

A Kambila 9 cas de résistance globale soit 24,32% ont ét¢é trouvés et se
présentent comme suit : 6 cas de RI (16,21%), 3 cas de RII (8,10%).

A Safo 7 cas de RI soit 25,92% et 2 cas de RII soit 7,40% ont €té trouves.
Le taux global de résistance est de 33,33% (9cas).

A Dialakoro 1cas de résistance soit 3,33% a été trouvé; c'est une
résistance de type I ( RI ).

A Mopti nous avons trouvé 4cas de résistance soit 11,11% il y a 2 Rl et
2 RII.

Les hopitaux donnaient 2cas de résistance soit 20% avec 1cas de RI et 1cas
de RIL

Aucun cas de RIII n'a été detecté par le test in vivo en 1991.

Il existe une liaison statistique significative entre les localités (Chi carré

=10,94 pour ddi=5, P <0,05) et le niveau de résistance .

Figurel2 : Répartition de la chloroquinorésistance par le test in vivo

selon les localités en 1991.
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Tableau XV : Résultats du test de sensibilité in vivo a la

chloroquine par locolité en 1992,

. Resistants
Localites Sensibles R1 R R3 Total
SAFO 21 1 0 Q 22
DIALAKORO 35 8 3 0 46
SOTURBA 21 1 0 1 22
KALABANCORO 46 3 Q 0 49
TOTAL 159 13 3 0 159

R1= Résistant de niveau 1
RZ= Résistant de niveau 2
R3= Reésistant de niveau 3

En 1992 nous avons trouvé a Safo 1cas de résistance soit 4,55% et qui
était de type RI.

A Dialakoro 11cas de résistance soit 23,91% ont été trouvés, ils se
décomposaient en 8cas de RI (soit 17,39%) et 3 cas de RII (soit 6,32%).
Nous avons trouvé 2 cas de résistance (soit 9,10%) a Sotuba 1cas de RI et
1cas de RIII, et 3cas de résistance soit (6,52%) a Kalabancoro tous de
niveau RL

Il y'a eu 1cas de résistance RIIl en 1992 par le test in vivo .
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Figurel 3: Répartition de la chloroquinorésistance par le test in vivo selon

localités en 1992.
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Tableau XVI : Résultats du microtest in vitro de sensibilité a la
chloroquine par localité en 1991.
o _ Resistants
Localités Sensibles Total
N %
TIENEGUEBEOUGOU - - - -
KAMBILA 7 0 0 7
SAFO 27 2 6,83 29
DIALAKORO 18 0 0 18
MOPTI 9 0 0 Qg
HOPITAUX 5 0 0 2
TOTAL 66 Z 2,94 68
N= Nombre

A Tiénéguébougou aucun test n'a réussi techniquement.

La résistance in vitro a été détectée seulement a Safo en 1991 avec 2 cas
soit 6,83%.



Figurel4: Répartition de la chloroquinorésistance par le microtest in

vitro selon les localités en 1991.
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Tableau XVII : Résultats du microtest in vitro de sensibilité a
la chloroquine par localité en 1992,
Localitd S 1 Resistants’ Total
a
ocalites ersioles N %
SAFQO 11 0 0 11
DIALAKORO 17 0 Q 17
SOTUBA 20 1 4.76 21
KALABANCORO Q 0 0 9
HOPITAUX 16 Z 11,11 13
TOTAL 73 3 3,39 76
N= Nombre

Ce tableau montre que 1 cas de résistance in vitro a été détecté a Sotuba

(soit 4,76%) et 2 cas dans les hopitaux (soit 11,11%).



Figurel5: Répartition de la chloroquinorésistance par le microtest in

vitro selon les localités en 1992.
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Tableau XVIII: Résultats du test rapide KROGSTAD par localité
en 1991.
Résistant
Localites Sensibles esistants Total
N %
TIENEGUEBOUGOU 14 0 0 14
KAMEILA 30 6 16,67 36
DIALAKORO 27 3 10 30
MOPTI 24 7 22,58 31
HOPITAUX 18 3 14,29 21
TOTAL 139 23 14,47 159
N=Nombre

Le test rapide n'a détecté aucun cas de résistance a Tiénégu¢ébougou. Par
contre il a détecté 6 cas de résistance (soit 16,67%) a Kambila tous de
niveau RI; 4 cas de résistance a Safo (soit 14,81%) avec 2 cas de niveau

RIIT et 2 cas de niveau RI; 3 cas a Dialakoro (soit 10% )tous de niveau RL



A\ Mopti nous avons eu 7 cas (soit 22,50%) de résistance repartis en 3 cas
soit 9,70%) de niveau RIII et 4 cas (soit 12,90%) de niveau RIL
Au niveau des hopifaux il a été détecté 3 cas de résistance de niveau RI

soit 14,29%).

Figurel6: Répartition de la chloroquinorésistance par le test rapide de
KROGSTAD selon les localités en 1991.
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Figurel7: Carte de répartition de chloroquinorésistance par localité en

1991; résultats du test rapide de KROGSTAD.
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Tableau XIX : Résultats du test rapide de KROGSTAD par

localité en 1992 .

Localites Sensibles Resistants Total
N %
SAFO 18 7 28 25
DIALAKORO 27 4 12,90 31
SOTUBA 19 2 9.50 21
KALABANCORO 25 3 10,71 28
HOPITAUX 18 6 25 24
TOTAL 107 22 17,05 129
N=Nombre

En 1992 le test rapide de KROGSTAD a détecté 7 cas de résistance a Safo
(soit 28%) , ces cas sont tous de niveau RI; 4 cas a Dialakoro(soit 12,90%)
tous de niveau également RI ; 2 cas a Sotuba (soit 9,5% )de niveau RI, 3 a
Kalabancoro (soit 10,71%) avec 1cas de niveau RIII (3,57%) et 2 de niveau
RI (soit 7,1%). Dans les hopitaux nous avons observé 6 cas de

résistance(soit 25%) dont 2 de niveau RIII(soit 8,33%) 4 de niveau RI(soit
16,67).

Figurel 8: Répartition de la chloroquinorésistance selon le test rapide de

KROGSTAD et par localité en 1992.
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Figurel9: Carte de répartition de chloroquinorésistance par localité en

1992; résultats du test rapide de KROGSTAD.
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Tableau XX:Concordances et discordances entre le test rapide
de KROGSTAD et le test in vivo réalisés
simultanément chez les mémes malades toutes les

localités et années confondues.

Test i1n vivo
Resistants | Sensibles Total

T
e ..
¢ |Resistants 3 7 10
t
R
; Sensibles 4 40 44
1
d
e

Total 7 47 54

Le Test de KROGSTAD a détecté plus de cas de résistance que le Test in
vivo (10cas contre 7). Les deux tests ont détecté simultanément 3 cas de
résistance. La sensibilité du test rapide de KROGSTAD par rapport au Test
in vivo est de 42,86% et sa spécificité de 85,11%. La valeur prédictive
positive (VPP) est de 30% et la valeur prédictive négative (VPN) de 90,91%.

La statistique"Kappa"indiquant le pourcentage de concordance entre les

deux tests est égale a 0,26.
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Tableau XXI: Concordance et discordance entre le test rapide

de KROGSTAD et le test in vitro réalisé

simultanément ches le méme: malade: toutes les

localités et années confondues .~

Test 111 vitro
Reésistants Sensibles Total
T
€ |Resistants 3 7 10
s
t
R
a | Sensibles 0 44 44
P
1
d
Total 3 51 54
e

3 cas de résistance ont été detectés simultanement par le test in vitro

et le test rapide de KROGSTAD. Nous avons 10 cas de resistance au test
rapide de KROGSTAD contre 3 pour le test in vitro. La sensibilité du test
rapide par rapport au test in vitro est de 100%. Sa spécificité est ~de
«5,%%. La valeur prédictive positive (VPP) du test rapide est de 30% et la
valeur prédictive négative (VPN) est de 86,27%. le degré de concordance
entre le test in vitro et le test rapide par la statistique"Kappa est égale a

0,43.



7-COMMENTAIRES ET DISCUSSIONS

Apreés la mise en évidence de la circulation de souches de
Plasmodium falciparum résistantes a la chloroquine au Mali par CAMARA
(6) en 1990, nous avons étudié 1'épidémiologie de la résistance de P.
falciparum a la chloroquine a travers différents faciés de transmission de
1991 a 1992. Nous avons par la méme occasion testé pour la premiere
fois, la faisabilité et les valeurs intrinseques du Test rapide de KROGSTAD
sur le terrain, par rapport aux techniques standards de I'OMS (tests, in
vivo et in vitro). Cette étude menée sur deux années consécutives permet
plusieurs constatations.

-Au plan des résultats parasitologiques: le paludisme était
hyperendémique en 1991 a Tiénéguébougou, Kambila et Dialakoro avec
des Indices Plasmodiques respectifs de 51,52%, 72,28% et 68,62%. A la
méme période il était par contre mésoendémique a Safo (IP= 40,70%) et a
Mopti (IP =37,17%). En 1992 les deux localités situées en zone
péri-urbaine Sotuba et Kalabancoro présentaient les Indices Plasmodiques
respectifs de 24,29% et 33,48%. Le paludisme était mésoendemique a
Sotuba et a Kalabancoro en 1992. Nous avons trouvé un Indice
Plasmodique de 33,54% a Safo et de 66,99% a Dialakoro en 1992. Le
résultat de Dialakoro concorde avec celui observé en 1991. Dans cette
localité aucune mesure de lutte n'a été entreprise entre 1991 et 1992. Par
contre les 33,54% de Safo pourrait s'expliquer par la pression médicale,
traitement systématique des cas de fievre depuis notre premier passage et
d'un effet de cohorte. En effet les enfants de Safo sont suivis par notre
¢équipe depuis 1989. 1l a donc une augmentation progresive du niveau de
la médicalisation dans ce village. Par ailleurs, en accord avec le contrat
social qui nous lie avec la communauté villageoise, nous avons aidé a la
mise en place d'une pharmacie villageoise a Safo. la chloroquine est

depuis lors, un médicament trés consommeé.



DEMBELE (8) avait trouvé en Juillet 1989 a Tiénéguébougou un L.P. égal a
41,20% et a Kambila 55,10%.

CAMARA (6) avait obtenu un Indice Plasmodique de 29,03% a Safc en
Mars 1990 et N'DIAYE (34) 43% en Juillet 1988.

Nos résultats épidémiologiques concordent bien avec la description des
différents facies de transmission du paludisme au Mali (16).

Quant a I'Indice Gamétocytique, il étaiten 1991 de 2,77% a
Tiénéguébougou, de 8,77% a Kambila, de 16,83% a Safo, de 18,41% a
Dialakoro et de 12,64% a Mopti. En 1992 il était de 0,62% a Safo, 9,18% a
Dialakoro 2,10% a Sotuba et 6,05% a Kalabancoro.

Nos résultats de ce indice qui traduit le pouvoir infectieux de la
population, vis a vis des Anopheles, sont supperposables avec ceux de
DEMBELE qui avait trouvé en Juillet 1989 des I.G. respectifs de 5,1% et
10,30% a Tiénéguéougou et Kambila. La différence n'est pas
statistiquement significative (p > 0,05). Ces taux indiquent que la
transmission était faible en 1991 a Tiénéguéguébougou et Kambila,
villages soumis depuis 1989 a l'usage des rideaux imprégnés de
perméthrine. En 1991 la transmission était forte a Safo mais par contre
elle était hypoendémique en 1992. Cela pourrait s'expliquer par le fait que
notre passage de 1991 ait été effectué au mois d'Aolt et celui de 1992 au
mois de Juin. Par contre N'DIAYE avait trouvé un 1.G. de 0% a Safo en
juillet 1988.

Dialakoro, et Mopti ont présenté en 1991 des 1.G. élevés (respectivement
18,41% et 12,64%). Ces deux localités sont situées dans des zones
d'irrigation ou les conditions écoclimatiques sont trés favorables a la
prolifération des Anopheles.

Les taux de 2,10% et 6,05% comme [.G. respectivement a Sotuba et a
Kalabancoro montrent que cet indice est toujours plus faible en zone peri-

uraine qu'en zone rurale.



-Au plan de la chimiosensibilité: la résistance de P. falciparum a
la chloroquine était présente dans les différents fagiés du paludisme mais
avec des niveaux variables (Tableaux, XIV, XV). Ceci rend non objective et
rigoureuse la classification actuelle des pays par groupe (Zones I, 1I, III)
selon le niveau de chimiosensibilité (51). Les niveaux variant d'un facies a
l'autre.il ne sera pas justé de classer tout un pays dans un groupe.

Le niveau de résistance in vivo est globalement faible 18,30% en 1991 et
11,76% en 1992. Aucun cas de résistance RIII n'a été dépisté en 1991 au
Mali. CAMARA en 1990 n'avait pas aussi mis en évidence des souches
plasmodiales résistantes de niveau RIII a Safo. Par contre, dans le village
de Sotuba, une souche résistante de niveau RIII a été dépistée en 1992.
Nous n'avons aucune information antérieure sur le niveau de sensibilité
des souches plasmodiales a Sotuba. Ce qui fait gque nous n'avons pas assez
d'éléments pour expliquer ce cas. Sotuba étant un village péri-urbain, avec
une circulation libre de la chloroquine, I'hypothese d'une pression
médicamenteuse (et sélection de souches résistantes) dans une zone de
transmission paludéenne périurbaine pourrait étre évoquée.

Les résultats de différentes enquétes par le tests in vivo menées dans les
états de L'O.C.C.G.E. et presentés en Mars 1991 (19) sont les suivantes:

- a Cotonou au Bénin le taux de résistance observé était de 53%(34/65) en
février 1987 contre 4%(2/44) a Sokodé au Togo et 8%(1/12) a Abidjan a
la méme période;

- il était de 8%(8/52) a Ouagadougou, 26%(12/46) a Banfora et 5%(1/20)
a Fada, au Burkina faso en Novembre 1988; a Dakar et Pikin au Sénégal ce
taux était respectivement de 6%(2/32) et 8%(3/37) a la méme période;

- en Novembre 1989 a Tillabéry et a Gaya au Niger, les taux respectifs de
9%(2/22) et 67%(24/36) ont été observés.

Nous constatons a travers nos résultats, comparés aux €études jusque la
menées au Mali, qu'il ya une évolution (vers I'augmentation du niveau de

résistance)dans le temps de la chimiorésistance par le test in vivo.



Jusqu'en 1989 aucun cas de résistance in vivo autochtone n'avait été mise
en évidence (32,35) au Mali. C'est a partir de la saison de transmission
1990, que des souches chloroquinorésistantes de Plasmodium falciparum
ont été isolées dans le village de Safo.

KONE et Coll. trouvaient a Abidjan en 1990, 29,60% de cas de résistance
in vivo chez des enfants de 5 a 9 ans(25). DELMONT et Coll. ont observé
chez des enfants centrafricains des pourcentages de chimiorésistance nuls
ou faibles, n'atteignant des valeurs légerement supérieures a 10% que
dans la ville de Bangasso(7). TURAMAN et Coll. ont observé chez des 64
enfants semi-immuns de Kouroussa en Guinée 27% de résistance in vivo
par le test simplifié de Mars a Aot 1991.

Par contre GUERET et Coll. ont trouvé un taux élevé de résistance in vivo a
la chloroquine a Mouana au Gabon, jusqu'a 62% aux de Mars et Avril 1987
et 56% en Novembre-Décembre 1989; 24 sujets en 1987 et 34 en 1989
ont été examinés par le test in vivo de 7jours(18).

La résistance in vitron' a été detectée a Safo qu'en 1991. Elle a
été décrité a Sotuba et dans les hopitaux en 1992. Ces résultats pourrait
s'expliquer par le fait que un nombre assez important de souches
plasmodiales ("sauvages"), n'est pas cultivable in vitro, rendant
ininterprétable une quantité importante de tests in vitro. C'est le cas de la
souche RO33, quant au polymorphisme de la protéine gp190. Cette souche
a été décrite a Safo en 1990 (12). Par exemple sur 14 tests effectués en
1991 a Tiénéguébougou aucun n'a été interprétable.

Pour les cas de résistances in vitro détectés, il n'y a eu inhibition de la
maturation des schizontes qu'a 16 pmols. 1l est aussi difficile en enquéte
de masse de respecter tous les critéres d'exclusion, pour la bonne réussite
des tests in vitro de I'OMS.

Le Test rapide a détecté des cas de résistance dans chaque localité etudiée
en 1991 et 1992 sauf a Tiénéguébougou en 1991 ou toutes les souches

étaient sensibles.
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Le test rapide présente un avantage certain sur le test in vitro de 'OMS. Sa
sensibilité et sa specificité sont de 100% par rapport au test in vitro.
Par contre, si on prend comme référence le test rapide, beaucoup de
souches résistantes dépistées par celui ci, ne le sont pas par le test in vitro
de I'OMS. Ce qui expliguerait le pourcentage de concordance moyen
(Statistique "Kappa"=0,43) entre le test in vitro et le test rapide de
KROGSTAD, en dehors de toute chance selon la classification de LANDIS et
KOCH.
Par rapport au test in vivo le test de KROGSTAD a une sensibilité moyenne
de 42,86%, mais une bonne spécificité de 85,11%. Le pourcentage de
concordance entre ces deux tests est médiocre (Kappa=0,26).

Ces résultats montrent clairement la difficulté de comparer ces
3 techniques qui explorent des mécanismes probablement différents. En
effet dans le test in vivo, de nombreux facteurs liés a I'hOte interviennent:
-biodisponibilité de la chloroquine (variable d'un individu a un autre),
-état de l'appareil digestif: vomissement, diarrhée...,
-systeme immunitaire, complétant I'effet du médicament.
Toué ces facteurs font qu'il faudrait distinguer la résistance
parasitologique de la résistance clinique.
D'autre part le test in vivo de 28jours de 1'0.M.S. est difficilement
applicable telle qu'il est décrit en zone d'endémie, le risque d'une
nouvelle inoculation de sporozoite au sujet inclu dans le protocole étant
élevé.
Le test in vitro de I'O.M.S. nécessite des conditions de culture rigoureuses,
difficilement réalisables sur le terrain (contamination). L'effet des
anticorps qui interfére avec celui de la chloroquine est difficile a éliminer
parce que nous travaillons sur du sang total. D'autre part certaines
souches sauvages se cultivent trés mal en laboratoire (RO 33).
Le taux de succes du test in vitro sur le terrain, ne dépasse guere 40%,

quelque soit les équipes (CDC 1991, Institut Pasteur DAKAR 1991).



Quant au test rapide, il n'a pratiquement pas de contre indication. Le
travail est fait sur les hématies sans interférence des anticorps.

Il est le scul qui teste réellement l'effet spécifiGue du médicament sur le
parasite. Toutes les étapes dans sa mise en oeuvre peuvent étre réalisées
sur le terrain, seule la lecture automatique est faite au laboratoire.

Le test rapide exploite un des mécanismes de la chloroquinorésistance
basé sur la fuite de chloroquine de la vacuole parasitophore.

L'utilisation du vérapamil un inhibiteur calcique oblige les souches
chloroquinorésistantes a garder la chloroquine tritiée de la vacuole
parasitophore. Son seul inconvenient est l'utilisation d'un matériel lourd,
disponible que dans les centres spécialisés. Son avantage est d'étre
automatisable et de pouvoir traiter des centaines de souches a la fois. Il
est le seul utile pour le clinicien car il permet de lui donner devant un
malade une réponse rapide en 2-3 heures.

Toutes ces constatations entre ces trois tests font qu'il est difficile pour
nous de choisir un des tests comme référence. Cette absence de référence
explique les faibles valeurs de la statistique "Kappa'. 1l se dégage d'apres
notre expérience que ce nouveau test rapide constituerait un appoint
important dans le dépistage de la chloroquinorésistance. A 1'état actuel de
nos données, nous pensons que ces 3 tests sont complémentaires.

Avec I'amélioration des eéquipements de culture dans notre laboratoire, ce
travail sera poursuivi dans les conditions optimales pour 1'évaluation des

valeurs intrinséques de ces trois tests.



CONCLUSION ET RECOMANDATIONS

Au terme de cette étude nous pouvons affirmer qu'au Mali
I'épidémiologie de la chloroquinorésistance des souches de Plasmodium
falciparum est variable et voisine de celui des autres pays de I'Afrique de
['Ouest. Les niveaux de résistance sont faibles ne dépassant que rarement
30%. Les résistances sont de types RI et RII, exceptionnellement RIIL.

Le test rapide du Dr KROGSTAD est applicable sur le terrain et serait d'une
grande utilité pour les cliniciens et les autorités sanitaires, soit pour la
mise en évidence d'un échec thérapeutique ou pour avoir une évaluation
rapide de la chimiosensibilité a la chloroquine. Mais il mérite une
évaluation plus large et dans des conditions de terrain.

Ces résultats nous permettent de formuler les recommandations
suivantes:

- Poursuivre ce travail en testant beaucoup plus de souches plasmodiales
et en incluant la zone de transmission soudano-guinéenne et les zones
touristiques de Sangha, Djénné et Tombouctou.

- Mettre en place une politique cohérent d'utilisation des antipaludiques
au Mali, en accord avec le programme national de lutte contre le
paludisme au Mali.

- Elaborer une stratégie efficace et décentralisée de surveillance
épidemiologique de la chimiorésistance.

- la chloroquine demeure toujours le médicament de choix de 1'acces

palustre simple en 1'absence de vomissement et d'intolérence, au Mali.
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RESUME

Nous avons étudié de 1991 a 1992 1'épidémiologie de la résistance de
Plasmodium falciparum a la chloroquine dans différents faciés de transmission du
paludisme au Mali. Par 1a méme occasion nous avons testé la faisabilité sur le terrain et
les valeurs intrinséques du test rapide du Docteur KROGSTAD, test utilisant le vérapamil
et la chloroquine tritiée.

Nous avons effectué en 1991, 155 tests in vivo OMS, 68 tests in vitro OMS et
159 tests rapides ; en 1992, 140 tests in vivo OMS, 65 tests in vitro OMS et 129 tests
rapides.

La résistance globale a la chloroquine des souches de P. falciparum testées
était de 14,46% en 1991 et de 17,05% en 1992 par le test rapide de KROGSTAD. 1a
repartition de la chloroquinorésistance était variable suivant les faciés de transmission
et les niveaux de résistances étaient en géneéral bas.

Il apparait au terme de cette étude qu'il y a une évolution de la résistance

des souches de P. falciparum au Mali, vers une discréte augmentation.

Il ressort également que le test rapide est d'un apport important pour le
lepistage de la chloroquinorésistance dans le cadre de la surveillance épidémiologique.
I'outes les étapes de sa mise en ceuvre sont réalisables sur le terrain, seule la lecture est

‘aite au laboratoire.
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Summary

We have studied from 1991 to 1992 the épidemiology of Plasmodium
falciparum chloroquine-resistance in different facies of malaria
transmission in MALI.

We have also tested the practicability and intrinsic values of KROGSTAD's
rapid test (using verapamil and chloroquine marqued by tritium) on the
field.

We have done 155 in vivo WHO tests, 68 in vitro WHO tests and 159
Krogstad's rapid tests during 1991's transmission season. In 1992, 140 in
vivo WHO tests, 65 in vitro WHO tests and 129 KROGSTAD's rapid tests
was practiced.

The global resistance of P. falciparum strains tested to chloroquin was
14,46% in 1991; and 17,05% in 1992 by the rapid test. The level of the
chloroquine-resistance strains of P. faliciparum malaria was variable (0%
to 28%) and strongly correlate to transmission's facies and resistance
levels were generally low, in the both season (1991 to 1992).

The P. falciparum strains resistance to chloroquine is increasing in Mali.
It send out that the rapid test is most important for screening of the
chloroquine-resistance; all the step of it's realisation are possible on the

field, only spectrometer BECKMAN reading is done in laboratory.

Key words: Plasmodium falciparum, Chloroquine-resistance, KROGSTAD's

rapid test, Intrinsic Values, Mali.
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