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RESUME - La lutte contre le paludisme a visé pendant plusieurs décennies a controler son impact sur la santé des populations vivant en zones d'endémie.
L'utilisation de combinaisons thérapeutiques a base de dérivés de I'artémisinine, les traitements préventifs intermittents chez les enfants et les femmes enceintes,
l'utilisation généralisée de moyens de protection antivectorielle comme les moustiquaires imprégnées d'insecticide a longue durée d'action et les pulvérisations
intradomiciliaires d'insecticide rémanent ont prouvé leur efficacité. Leur déploiement dans certaines zones d'endémie a abouti a une telle réduction du poids
du paludisme que l'objectif d'éradication, encore tabou il y a quelques années revient sur le devant de la scene. Quelle que soit la méthode de lutte, son effica-
cité chez I'homme doit étre évaluée et surveillée précisément. L'impact épidémiologique sur le paludisme est 1'objectif principal des mesures de contréle. Son
évaluation concerne les aspects parasitologiques et cliniques du paludisme humain. Cet article présente une revue des méthodes d'évaluation épidémiologique
du paludisme.
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EPIDEMIOLOGIC EVALUATION OF MALARIA IN ENDEMIC AREAS

ABSTRACT - For decades malarial control has been implemented to control the impact of the disease on the health of populations living in endemic zones.

The use of artemisinine combination therapy, intermittent preventive treatment for children and pregnant women, vector-control methods such as long-las-
ting insecticide-impregnated mosquito nets and indoor remanent insecticide spraying has proven to be effective. These practices have lead to such an exten-
sive reduction of the malaria burden in some endemic areas that the objective of eradication that was unimaginable a few years ago is now back to the fore-
front. Regardless of the method chosen, careful evaluation and surveillance of its effectiveness in man is necessary. Achieving epidemiologic impact is the main
goal of malaria control methods. The main measures for evaluation involve parasitological and clinical aspects of human malaria. The purpose of this article
is to review methods used for epidemiologic evaluation of malaria burden.
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La lutte contre le paludisme a visé pendant plusieurs décennies
a contrdler son impact sur la santé des populations vivant dans
les zones d’endémie. L utilisation de combinaisons thérapeutiques
a base de dérivés de I’artémisinine (ACT), les traitements préven-
tifs intermittents chez les enfants et les femmes enceintes, I’ utili-
sation généralisée de moyens de protection antivectorielle comme
les moustiquaires imprégnées d’insecticide a longue durée d’action
et les pulvérisations intradomiciliaires d’insecticide rémanent ont
prouvé leur efficacité. Leur déploiement dans certaines zones d’en-
démie a abouti a une telle réduction du poids du paludisme que 1’ob-
jectif d’éradication, encore tabou il y a quelques années, revient sur
le devant de la scene. Si la technologie et les moyens de lutte contre
le paludisme ont connu des développements importants, des ensei-
gnements du programme d’éradication mené au milieu du vingtieme
siecle ont peut-étre été oubliés. Quelle que soit la méthode de lutte,
son efficacité chez I’homme doit étre évaluée et surveillée de
maniere précise. Ne serait-ce que pour savoir si elles permettront
d’éliminer ou seulement controler le paludisme dans les zones ou
elles seront appliquées systématiquement. L’ impact épidémiolo-
gique sur le paludisme est I’objectif principal de ces mesures de

lutte. Son évaluation concerne les aspects parasitologiques et cli-
niques du paludisme humain (Tableau I). Le présent article passe
en revue les méthodes et concepts utilisés pour évaluer le paludisme
chez les humains.

» Correspondance : christophe.rogier@wanadoo.fr

Figure 1. Classification de la taille des rates selon la méthode de Hackett (d'apres la
Terminologie du paludisme, OMS, 1963).

Droites de références définissant les cinq classes (tirets) et projection a la surface de
I'abdomen de splénomégalies atteignant les cinq classes (pointillés). Classe 1 : rate pal-
pable uniquement en inspiration profonde, sous 'hypocondre gauche. Classes 2a 5 :
rate palpable en respiration normale dans les cadrans 2 a 5 délimités par les cinq droites
horizontales définies ci-apres par la verticale passant par le mamelon gauche, 1'hori-
zontale passant par l'intersection de la verticale précédente avec le rebord costal gauche,
I'horizontale passant par I'ombilic, I'horizontale passant par la symphyse pubienne et
les deux horizontales équidistantes des trois horizontales précédentes.
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Indice splénique et indice de Hackett

L’infection plasmodiale s’accompagne généralement d’une
augmentation de la taille de la rate. Dans les zones ou le paludisme
est la principale cause de splénomégalie, la méthode certainement
la plus simple et la plus rapide pour évaluer I’importance du palu-
disme dans une population est la palpation de la rate. L’indice splé-
nique est la proportion d’enfants 4gés de 2 a 9 ans porteurs d’une
splénomégalie. Le niveau d’endémicité du paludisme a été initia-
lement défini selon cet indice (1) (Tableau II). La taille des splé-
nomégalies peut étre classifiée selon la méthode de Hackett (2)
(Fig. 1). En pratique, elle repose sur la définition de lignes de réfé-
rence délimitant des cadrans. La projection a la surface de I’abdo-
men de la limite inférieure de la rate détectée par la palpation dans
les cadrans définis précédemment permet de classer les splénomé-
galies en cing niveaux (numérotés de 1 a 5). L’indice de Hackett ou
splénomégalie moyenne est la moyenne des classes de splénomé-
galie (I’absence de splénomégalie étant classée 0) calculée en fai-
sant la somme des produits des nombres d’enfants palpés par les
numéros de leur classe de splénomégalie et en la divisant par le nom-
bre d’enfants palpés. L’indice splénique et I’indice de Hackett sont
sensibles aux variations du niveau de transmission et a toutes les
interventions antipaludiques, y compris médicamenteuses. Ils peu-
vent étre estimés facilement, rapidement et a faible codt. La pal-
pation est généralement réalisée debout, avec I’extrémité des doigts
de la main droite, I’examinateur étant placé derriere I’enfant debout,
légerement penché en avant avec le pied gauche légerement surélevé

Tableau 1. Indicateurs utilisables pour l'évaluation épidémiologique du paludisme.

Infection plasmodiale
Indice plasmodique (2-9 ans) & taux de prévalence des infections plasmodiales
par espece plasmodiale et par classe d'age
Densité parasitaire moyenne (i.e. nombre de plasmodiums rapporté au volume de
sang, au nombre d'érythrocytes ou de leucocytes)
Incidence des infections plasmodiales par espece plasmodiale et par classe d'age
Multiplicité moyenne des infections (i.e. nombre de populations plasmodiales dis-
tinguées par des marqueurs génétiques polymorphes présents dans un méme
échantillon sanguin)
Taux de prévalence des infections plasmodiales placentaires

Réponse immune
Taux de prévalence de la séropositivité et titres en anticorps dirigés contre des anti-
geénes plasmodiaux par espece plasmodiale et par classe d'dge
Taux d'incidence des réponses anticorps dirigés contre des antigénes plasmodiaux
par espece plasmodiale et par classe d'age

Splénomégalie
Indice splénique (i.e. proportion d'enfants agés de 2 a 9 ans ayant une spléno-
mégalie) et Indice de Hackett (i.e. moyenne des stades de splénomégalie selon
la classification de Hackett, estimation de la taille moyenne des rates)

Morbidité
Taux d'incidence des acces palustres simples (i.e. épisodes de fievre et de mani-
festations cliniques attribuées au paludisme)
Taux d'incidence des acces palustres graves (i.e. manifestations cliniques asso-
ciées a la Iétalité et attribuées au paludisme)
Proportion de formes graves de paludisme parmi les admissions hospitalieres
Taux de prévalence de I'anémie, taux d'hémoglobine moyen et taux d'hématocrite
moyen
Taux de prévalence des petits poids de naissance et poids moyen des nouveau-
nés

Mortalité
Taux de mortalité toutes causes confondues par classe d'age (infantile : 0-11 mois,
juvénile : 1-4 ans)
Taux de mortalité spécifique attribuée au paludisme par classe d'age
Taux de Iétalité (i.e. proportion de cas de paludisme clinique ayant évolué vers
un déces)

sur une cale. Pour assurer la reproductibilité des estimations, il est
nécessaire de s’assurer de la standardisation de I’examen des enfants.
En effet, les variations inter-observateurs peuvent étre importantes.
Lorsque d’autres causes sont responsables de nombreuses spléno-
mégalies dans la zone (e.g. bilharziose), I’indice splénique perd de
son intérét.

Les infections plasmodiales

Sur le plan parasitologique, la maniere la plus simple d’éva-
luer le poids du paludisme est d’estimer la prévalence des infections
plasmodiales, c’est a dire le nombre d’individus infectés. On peut
aussi estimer 1’incidence des infections, c’est a dire le nombre de
nouvelles infections par unité de temps. Le résultat de ces évalua-
tions dépend de la sensibilité de la méthode parasitologique utili-
sée et de la densité parasitaire, i.e. nombre de parasites rapporté au
volume de sang, au nombre d’hématies ou au nombre de leucocytes.
La densité parasitaire moyenne et la multiplicité moyenne des infec-
tions, c’est a dire le nombre de populations plasmodiales qui peu-
vent étre distinguées par génotypage dans un échantillon de sang,
sont d’autres indicateurs parasitologiques du poids du paludisme.

La prévalence des infections plasmodiales

L’estimation de la prévalence peut reposer sur de nom-
breuses méthodes de détection des infections plasmodiales (3-5).
Des méthodes comme la cytométrie en flux et la spectrométrie de
masse ont été récemment appliquées au diagnostic des infections
plasmodiales (4) mais elles ne font pas partie de celles utilisées dans
les études épidémiologiques (Tableau III).

* Méthodes de détection des plasmodiums utilisables en épi-
démiologie

- Frottis mince et goutte épaisse

La méthode de référence de détection des infections plas-
modiales repose sur la mise en évidence microscopique directe des
parasites dans du sang étalé en goutte épaisse ou en frottis mince
sur une lame de verre et coloré, généralement au Giemsa (6). La
goutte épaisse est réalisée avec 3 a 4 uL de sang, étalé sur une sur-
face ronde, carrée ou rectangulaire d’environ 8-10 mm de diame-
tre ou de coté. Idéalement, 15 a 20 leucocytes doivent tre visibles
sur les champs microscopiques (oculaires 5x a 7x, objectif 100x a
immersion). Dans ces conditions, I’examen de 200 champs micro-

Tableau II. Classification de l'endémicité selon la monographie de I'OMS sur la ter-
minologie du paludisme et de son éradication (1963).

Indice splénique*
(Classification de Kampala,

Indice plasmodique*
(Classification de Yaoundé,

Endémicité 1950) 1962)
Habituellement < 10% chez
P < 10% chez les enfants 4gés les enfants dgés de 2 a 9 ans
Hypoendémie N A P
de22a9ans (peut étre plus élevé une par-
tie de I'année)
Habituellement 10-49% chez
. . 11-50% chez les enfants agés les enfants agés de 2 a 9 ans
Mésoendémie < A Al
de2a9ans (peut étre plus élevé une par-
tie de 1'année)
o Constamment > 50% chez Constamment > 50% chez
Hyperendémie

Holoendémie

les enfants 4gés de 2 2 9 ans

Constamment > 75% chez
les enfants 4gés de 2 2 9 ans

les enfants agés de 2 2 9 ans

Constamment > 75% chez
les nourrissons agés de moins
de un an
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Tableau I1I. Méthodes de diagnostic des infections plasmodiales.

Goutte épaisse Frottis mince QBC™ Malaria test ~ Tests rapides HRP2 Tests rapides LDH PCR
Volume de sang N
examing 3-4 uL 1-1,5uL 55-65uL 5-15 uL 5-15 L 10 a 100pL
Sensibilité biologique

our P falciparum 24/uL pour 100 champs ~ 300/uL pour 100 champs
p ¥ P 12/uL pour 200 champs  150/uL. pour 200 champs 1-5/uL 100 a 300/uL 100 a 300/uL 0,001 a 0,3/uL
(95% de chance de
P 6/uL pour 400 champs
détection)
Temps de réalisation 40-60
(en minutes) e 6 <ML 52U s (PCR temps réel)
Coft unitaire (en euros) 0,03a0,7 0,03a0,7 1,5 04a3 04a3 env. 15
Diagnostic Evoqué par le mono- . . .
de P. falciparum Cu Cu morphisme des formes bu Cu ou
Diagnostic de P. vivax Oui Oui Non Non Oui Oui
Diagnostic 'de P. ovale, Oui Oui Non Non Oui ma{s :senmblhte Oui
& P. malariae médiocre
Estun‘anlo n de la densité Oui Oui Non Non Non Non
parasitaire
Morphologie Facilité d'emplo Facilité demploi
4 e Aot > . sans besoin d'électricité

Avantages Meéthode de référence  des hématies parasitées sans besoin

conservée

Coit initial d'investis-
sements élevé

Dépend de I'expé-
rience technique
et d'une source

Dépend de l'expérience
technique et d'une source
d'électricité

Inconvénients

délectricité négativation rapide
apres guérison
Technicité réservée

s . a des centres
Positivité persistant

Dépend de I'expérience A o spécialisés
. ) 15j apres guérison A . .
technique et d'une Cot des investis-
source d'électricité sements

d'électricité

scopiques couvre environ 0,4 a 0,6 uL de sang. Un frottis mince est
réalisé en étalant environ 1 a 1,5 uL de sang sur une surface de I’or-
dre de 800 mm’. L’examen de 200 champs microscopiques couvre
alors environ 0,01 2 0,02 pL de sang, soit 40 fois moins que sur une
goutte épaisse. Etant donné qu’environ 50 % des parasites peuvent
disparaitre au moment de la déshémoglobinisation et de la colora-
tion, I’examen de 100, 200 et de 400 champs microscopiques d’une
goutte épaisse (soit respectivement le comptage d’environ 2000,
4000 et 8000 leucocytes) devrait assurer a 95 % la probabilité de
détecter au moins un parasite si la parasitémie est respectivement
supérieure a 24, 12 et 6 parasites/uL (Fig. 2). Dans les conditions
dégradées de terrain, ce seuil de détection serait souvent de I’ordre
de 50 a 100 parasites/uL. L’exactitude du diagnostic et la précision
de la densité parasitaire sont inférieures lorsque la parasitémie est
plus faible.

Les femmes enceintes et les nouveaux-nés sont des popu-
lations a risque de paludisme. IIs font 1’objet de mesures prophy-
lactiques visant a limiter les infections plasmodiales des parturientes
responsables d’une surmorbidité maternelle et de petits poids de
naissance associés a une surmortalité infantile. Pour évaluer les
infections des placentas par des plasmodiums, on peut utiliser I’ ap-
position placentaire, i.e. 1’apposition de la face maternelle d’un frag-
ment du placenta sur une lame de verre, ou I’examen histologique
du placenta (7). Ces méthodes permettent de détecter les plasmo-
diums et le pigment malarique résiduel présent dans des macro-
phages qui témoignent de 1’infection actuelle ou ancienne de la
mere, avec une plus grande sensibilité que la goutte épaisse réali-
sée avec du sang capillaire.

La détection microscopique des infections plasmodiales
nécessite un personnel technique bien formé, entrainé et supervisé.
La lecture des étalements de sang prend du temps, de 1’ordre de 15
a 45 minutes pour 100 a 200 champs microscopiques selon I’ex-
périence du lecteur. La qualité du diagnostic microscopique dépend
du lecteur et des conditions techniques. Des différences importantes
existent entre lecteurs (8). Leur formation, leur entrainement et leur
supervision sont donc fondamentaux. L’OMS a publié des

manuels d’enseignement du diagnostic microscopique du paludisme
pour I’éleve (9) et pour I’enseignant (10) ainsi que des planches
d’aide illustrées (11). Il existe a présent un test auto administré en
ligne pour 1’évaluation des compétences en diagnostic microsco-
pique du paludisme (12) et le Malaria Research and Reference
Reagent Ressource Centre (MR4, http//WW W.malaria.mr4.org) met
a disposition des jeux de frottis sanguins et de gouttes épaisses de
référence ayant des contenus parasitologiques validés (6).
L’ assurance qualité dans la microscopie et I’ utilisation de standards
externes devraient étre considérées comme indispensables pour le
diagnostic microscopique du paludisme (13, 14), que ce soit en cli-
nique, en épidémiologie ou en recherche.

Létat, le bon entretien et la qualité des optiques des micro-
scopes d’une part et les conditions techniques de réalisation et de

o 100 %
g 90%-
g‘ 0
= 80%
=]
& 70%+
19
E 60%-
2
5 50%
5 = = « Frottis 100 champs
g 40% [ Frottis 200 champs
S 30%- A ——GE 100 champs
© 1 = GE 200 champs
:‘,_E 20% ar GE 400 champs
2 o
.§ 10% = s 3
A e A= T S S CE P TR U
0,1 1 10 100 1000

Densité parasitaire (parasites/puL)
Figure 2. Probabilité de détecter au moins un parasite sur des frottis ou des gouttes
épaisses (GE) en fonction du nombre de champs microscopiques examinés et de la den-
sité parasitaire.

Calculs effectués en supposant une distribution de Poisson des parasites sur les lames,
une perte de 50% des parasites au moment de la coloration des GE, une probabilité
de détection de 100% d'un parasite présent sur un champs microscopique et un volume
de sang de 1puL couvert par 400 champs microscopiques.
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coloration des frottis sanguins et des gouttes épaisses d’autre part
sont cruciaux pour assurer la qualité du diagnostic. Dans le cas
contraire, les frottis ou gouttes épaisses peuvent ne plus étre lisibles.
Parmi les erreurs techniques classiques a éviter, on peut noter la fixa-
tion des gouttes épaisses (e.g. avec de 1’alcool restant sur le doigt
piqué), I’absence de fixation des frottis sanguins avant coloration,
les lames sales, I’absence d’ajustement et de contrdle du pH du tam-
pon utilisé pour la coloration (idéal a 7,2 pour la coloration au
Giemsa) diminuant les contrastes colorés et génant 1’identification
des plasmodiums, 1’exposition a la chaleur et a I’humidité favori-
sant le développement de champignons et de bactéries détruisant
les étalements sanguins et les rendant illisibles, 1’exposition a la
poussiere, a des microorganismes (bactéries, champignons) ou des
arthropodes (mouches, fourmis) capables de détruire les échantillons
et I’utilisation de colorants contenant un précipité, source d’artéfacts
et de diagnostic faussement positif. Le diagnostic microscopique des
infections plasmodiales nécessite donc a la fois une maintenance
rigoureuse des matériels et des procédures suivies de controle de
qualité et d’assurance qualité. Il ne peut &tre envisagé sérieusement
que dans le cadre d’une solide organisation.

Le frottis sanguin permet un meilleur examen de la mor-
phologie des parasites et des hématies et donc un diagnostic d’es-
pece plasmodiale plus aisé. Cependant sa sensibilité est beaucoup
trop faible pour avoir un intérét en épidémiologie. Ainsi, la détec-
tion microscopique des infections plasmodiales dans les études épi-
démiologiques ne devrait reposer que sur la goutte épaisse.

- QBC™ Malaria test

Le QBC™ Malaria test repose sur la coloration des parasites
(en fait leur ADN) par I’acridine orange, leur concentration dans un
tube capillaire par gravimétrie (i.e. centrifugation) et leur détection
microscopique en lumiére ultraviolette. Il nécessite un matériel spé-
cifique dont le colt initial est élevé. En raison du volume de sang
examiné (55 a 65 pL) et de la coloration des plasmodiums, il a la
meilleure sensibilité des tests microscopiques, de 'ordre de 1 a 5
hématies parasitées /uL. Le diagnostic positif repose sur une image
associant un noyau et un cytoplasme, en situation intra-érythrocy-
taire, comparable au diagnostic sur frottis mince. Cependant, les
caractéristiques morphologiques permettant le diagnostic d’espece
ne sont pas discernables. Ainsi, le diagnostic d’espece repose sur
le monomorphisme des stades jeunes des formes sanguines et leur
répartition homogene dans le capillaire en faveur d’une infection
par Plasmodium falciparum, le polymorphisme des formes para-
sitaires et leur concentration proche des couches leucocytaires évo-
quant une autre espece plasmodiale. Malgré la grande sensibilité de
cette méthode, son cofit, I’absence d’estimation de la densité para-
sitaire et de spécificité d’espece plasmodiale limitent son intérét en
épidémiologie aux recherches des densités parasitaires les plus fai-
bles et au diagnostic des acces palustres chez les individus peu ou
non immuns (3).

- Tests rapides par immunocapture d’antigeénes plasmodiaux

Ces tests reposent sur la migration d’antigénes de plasmo-
diums contenus dans le sang périphérique sur une membrane de
nitrocellulose et sur leur détection par immuno-capture (i.e. anti-
corps fixés sur membrane) et immuno-marquage (anticorps marqué
par de I’or colloidal ou du sélénium) (5). Ces tests sont faciles et
rapides d’emploi (< 20 minutes), relativement bon marché (de 0,4
a 3 euros par test) et ne nécessitent ni une source d’électricité ni un
entrainement poussé des manipulateurs. Ces tests sont moins sen-
sibles que la goutte épaisse avec une sensibilité de 1’ordre de plu-
sieurs centaines de parasites par microlitres de sang (< 500 /uL) pour
P. falciparum, de plusieurs milliers de parasites par microlitres de
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sang (< 5000 /uL) pour P. vivax et une sensibilité encore moindre
pour P. ovale et P. malariae (6) (Tableau III). La qualité de ces tests
peut varier d’un lot a ’autre et peut étre altérée par des tempéra-
tures ou des humidités extrémes. La plupart des tests sont a conser-
ver entre 4 et 30°C, a < 70 % d’humidité. La plupart des tests uti-
lisés ne détectent que P. falciparum mais il existe de nombreux tests
qui détectent les autres especes plasmodiales, selon les antigénes
cibles. En pratique, les tests commercialisés combinent souvent la
détection de plusieurs antigenes, en fonction des conditions épi-
démiologiques ou ils doivent é&tre employés (consulter
http://www.wpro.who.int/sites/rdt/)(6). Ces antigénes sont généra-
lement les suivants.

1) ’'HRP2 (histidin rich protein 2) de P. falciparum. Cet
antigéne est secrété par les formes asexuées et les jeunes gaméto-
cytes et peut persister dans le sang périphérique plus de 15 jours
apres la disparition des parasites. Sa détection fait 1’objet de faux-
positifs en présence de facteur rhumatoide ou de faux-négatifs a
cause de mutations du géne hrp2 ou de présence d’anticorps anti-
HRP2.

2) la LDH (lactate déshydrogénase). Selon les tests, la LDH
de P, falciparum, la LDH de P. vivax ou les LDH des quatre prin-
cipales especes de plasmodium infectant les humains peuvent étre
détectés. La sensibilité des tests détectant la LDH de P. falciparum
est généralement meilleure que celle des tests détectant la LDH de
P vivax. La sensibilité de la détection de P. ovale et de P. malariae
est médiocre. Cet antigéne est aussi secrété par les formes asexuées
et les gamétocytes mais il disparait plus rapidement du sang que
I’HRP2.

3) L’aldolase. Des anticorps capables de reconnaitre les
aldolases de tous les plasmodiums humains peuvent étre utilisés. La
sensibilité de détection de ces antigenes est cependant encore moin-
dre que celle des tests détectant ’HRP2 et la LDH

L’avantage essentiel de ces tests est leur rapidité et facilité
d’emploi, ne nécessitant pas une formation et un entrainement
important. Leur défaut majeur est leur manque de sensibilité et 1’ab-
sence d’estimation de la densité parasitaire (Tableau III). Le manque
de sensibilité de ces tests est acceptable pour le diagnostic de la mor-
bidité palustre dans les zones d’endémie ou les acces palustres s’ac-
compagnent habituellement de densités parasitaires élevées. Il limite
cependant leur intérét pour les études épidémiologiques menées dans
les populations asymptomatiques et dans les populations ou les den-
sités parasitaires sont basses (5).

- Tests moléculaires

Des techniques de biologie moléculaire sont utilisées depuis
plus de 20 ans pour diagnostiquer la présence de P. falciparum dans
des échantillons sanguins (15) et pour caractériser les populations
parasitaires ainsi détectées . La plupart font appel a un stade ou a
un autre a la PCR, réaction de polymérisation en chaine, qui per-
met d’amplifier un fragment d’ADN compris entre deux courtes
séquences nucléotidiques servant d’amorces. Ces techniques
n’ont cessé d’évoluer (4) et de se perfectionner, gagnant en sensi-
bilité (e.g. par PCR nichée ou semi nichée), en spécificité, en rapi-
dité (e.g. PCR en temps réel), en sireté et en simplicité d’emploi
(e.g. par multiplexage) et en capacité d’évaluation quantitative ou
semi quantitative des densités parasitaires (e.g. PCR en temps réel
(16)). Les séquences ADN amplifiées et servant a porter un diag-
nostic d’espéce plasmodiale sont nombreuses (e.g. genes codant les
ARN ribosomaux ou des protéines comme le cytochrome b) (4, 15-
19). La sensibilité et la spécificité de certaines de ces techniques sont
proches de 100 % avec parfois des seuils de détection extrémement
bas, de I’ordre de 0,001 parasite par uL. Ces techniques ne sont pas
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encore reconnues comme méthodes de référence car leurs perfor-
mances et leur fiabilité dépendent de la variabilité génétique des
séquences d’ADN plasmodial ciblées (20). Par ailleurs, elles néces-
sitent des équipements sophistiqués et coliteux, un personnel spé-
cialisé et ont des cofits unitaires bien plus élevés que la microsco-
pie (Tableau III). Leur adaptation au haut débit est cependant
possible et leur cot peut étre diminué. Ces méthodes sont les seules
a permettre, en épidémiologie, de distinguer les populations plas-
modiales présentes simultanément dans un méme isolat et d’ana-
lyser leur diversité génétique et leur dynamique intra-hote, a
I’échelle d’une communauté humaine (e.g. un village), d’un conti-
nent ou de la terre (21-31). Pour cela, le génotypage concerne des
genes polymorphes codant des antigenes comme mspl, msp2 et
glurp (24, 26-31) ou des loci microsatellites supposés étre sélecti-
vement neutres (21-23, 25). Les premiers servent d’ailleurs a dis-
tinguer les recrudescences des nouvelles infections dans les essais
d’efficacité des médicaments antipaludiques (30, 32-34).

o Intérét et limites de la prévalence des infections plasmo-
diales

La prévalence des infections plasmodiales est sensible a de
nombreux facteurs. Elle augmente avec le niveau d’exposition a la
transmission des plasmodiums, le niveau de résistance des plas-
modiums et pendant la grossesse ou le post-partum (35) et diminue
avec |’augmentation du niveau d’immunité et I’utilisation d’anti-
paludiques efficaces. La prévalence plasmodiale et le niveau d’ex-
position a la transmission des plasmodiums sont étroitement liés (36,
37). Ce dernier est déterminé par 1’agressivité des anopheles vis a
vis des humains (i.e. le nombre de piqiires d’anopheles), le taux d’in-
fection plasmodiale des anopheles et le niveau d’exposition des
humains aux piqiires d’anopheles qui dépend lui-méme de leur sur-
face corporelle exposée aux piqires (i.e. de 1’age et du port de véte-
ments ou de tissus couvrants), de leur attractivité individuelle (qui
peut dépendre du métabolisme humain ou de la flore bactérienne
cutanée), de leur comportement défensif ou protecteur (e.g. utili-
sation de moustiquaires, de répulsifs ou d’insecticides) et de leur
lieu de résidence plus ou moins étanche aux anopheles pendant les
heures d’agressivité de ces moustiques.

A la suite de I’émergence de résistances et sous une pres-
sion médicamenteuse, la prévalence parasitaire, i.e. du réservoir
humain de parasites, augmente en I’espace de quelques semaines
a quelques mois. Cela entraine une augmentation de I’indice spo-
rozoitique, i.e. de la proportion d’anopheles infectés capables de
transmettre des sporozoites aux humains, et de la transmission (38).
Inversement, I’utilisation des combinaisons thérapeutiques a base
de dérivés de I’artémisinine qui sont rapidement efficaces a permis
dans de nombreuses zones d’endémie de réduire de fagon trés impor-
tante le réservoir plasmodial humain et, secondairement, la trans-
mission du paludisme.

Un certain niveau d’immunité anti-plasmodium pourrait étre
acquis trés précocement. Les données de malariothérapie (1’infec-
tion volontaire de malades par une espéce plasmodiale humaine)
suggerent qu’un certain niveau d’ immunité clinique et parasitolo-
gique est acquis des les premieres infections et permet de diminuer
la durée de patence des infections plasmodiales (39, 40).

L’indice plasmodique est le taux de prévalence plasmodiale
calculé chez les enfants 4gés de 2 a 9 ans (1). Il permet de classer
les zones endémiques selon le niveau d’endémicité (Tableau II). La
classification d’une zone en holoendémicité a cependant été défi-
nie sur I’estimation du taux de prévalence chez les seuls nourris-
sons, 4gés de moins de un an (1). Il est habituellement estimé par

des études transversales ou longitudinales en population, indépen-
damment du statut clinique des enfants.

Lorsque le taux de prévalence est élevé, I’indice plasmo-
dique perd son pouvoir discriminant et ne rend plus compte des
variations de niveau de transmission (e.g. au dela d’une centaine de
piqtires d’anopheles infectés par personne et par an, une augmen-
tation de la transmission ne se traduit plus par une augmentation de
la prévalence parasitaire) (37). Dans les conditions d’endémicité tres
élevée, le taux de prévalence parasitaire perd donc de son intérét par
rapport a la densité parasitaire moyenne ou a la multiplicité des
infections (cf. infra).

Inversement, lorsque le niveau de transmission est bas (e.g.
inférieur a quelques piqires d’anopheles infectés par personne et
par an), le taux de prévalence, les densités parasitaires et I’'immu-
nité antiplasmodiale sont généralement bas. Il est alors laborieux
d’estimer le taux de prévalence parasitaire (i.e. a cause des densi-
tés parasitaires basses) et de mettre en évidence les infections plas-
modiales dans une petite proportion de la population humaine. Dans
ces contextes, les variations spatiales et temporelles des estimations
des prévalences plasmodiales peuvent étre importantes et les infec-
tions mixtes, i.e. a plusieurs especes plasmodiales, sont souvent
sous-estimées. L’utilisation de tests rapides permettrait de s’af-
franchir des contraintes de la microscopie mais leur faible sensibilité
limite leur intérét. Il peut alors étre intéressant d’estimer la pro-
portion des individus infectés par une méthode indirecte comme la
sérologie (cf. infra).

Lorsque I'immunité est inexistante ou quasi-inexistante, la
quasi-totalité ou une forte proportion des infections plasmodiales
se traduit par des manifestations cliniques. Si le taux de recours aux
structures sanitaires est élevé, le taux de prévalence et d’incidence
des infections plasmodiales peut alors étre estimé (en fait sous-
estimé) en rapportant le nombre de cas cliniques avec infection plas-
modiale & la population recrutée dans les structures sanitaires. En
pratique, cela n’est valide que dans les zones de paludisme épidé-
mique.

Les formes hypnozoites de P. vivax et P. ovale, responsa-
bles d’infections latentes i.e. non détectables dans le sang, entrai-
nent une sous-estimation systématique des infections par ces plas-
modiums dans les enquétes paludométriques.

L’estimation de la prévalence des infections plasmodiales
dépend de la sensibilité de la méthode de détection utilisée. Cette
dépendance technique est plus marquée lorsque les densités para-
sitaires sont basses, i.e. dans les zones de plus faible endémie et chez
les individus les plus immuns. Les taux de prévalence ne doivent
pas étre interprétés comme les proportions d’individus réellement
infectés mais comme les proportions d’individus ayant une para-
sitémie patente, i.e. supérieure au seuil de détection de la méthode
de détection utilisée. L’ analyse des prévalences plasmodiales est une
analyse dichotomisée des densités parasitaires. Toutes les sources
de variation de la sensibilité de ces méthodes ont donc un impact
direct sur les estimations de prévalence. Il en est ainsi de la qualité
de la confection et de la coloration des étalements sanguins, de la
compétence et de I’expérience des microscopistes, des lots de tests
rapides et de la qualité des réactifs (e.g. amorces, polymérases, tam-
pons) utilisés pour les PCR.

La multiplicité des infections
La distinction des populations plasmodiales par un poly-

morphisme de séquence ADN, de taille des fragments ADN ampli-
fiés (i.e. du nombre de répétitions en tandem de motifs nucléoti-
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diques) ou de restriction permet d’estimer le nombre de populations
présentes simultanément dans un méme isolat. Ce nombre, appelé
la multiplicité de I'infection, est estimé par le nombre maximal d’al-
leles distincts identifiés sur un panel de plusieurs loci génotypés sur
un méme isolat (e.g. par génotypage des loci msp1, msp2 et glurp).
Il s’agit le plus souvent d’une sous-estimation car les polymor-
phismes étudiés ne peuvent pas rendre compte du polymorphisme
de séquence a I’échelle du génome entier. L’estimation de la mul-
tiplicité dépend de la méthode utilisée, du nombre de loci génoty-
pés, du polymorphisme étudié et de la diversité génétique plasmo-
diale. Les infections complexes, i.e. avec une multiplicité des
infections supérieure a un, sont les plus fréquentes. Il n’y a guere
que dans les zones de tres faible endémie ou en période épidémique
que la multiplicité moyenne est basse, inférieure a deux (29). La
multiplicité des infections augmente avec 1’exposition a la trans-
mission et diminue avec 1’acquisition d’une immunité antiplasmo-
diale ou I'utilisation d’antipaludiques (21, 23, 24, 26, 27, 31, 41-
47). Elle peut étre utilisée pour 1’évaluation de I’endémicité du
paludisme (23).

La densité parasitaire

L’estimation de la densité parasitaire, c’est-a-dire la quan-
tité de parasites dans le sang, a une importance épidémiologique
et clinique. Plusieurs méthodes ont été proposées pour effectuer
cette estimation. Il s’agit de compter le nombre de plasmodiums
par espece et en distinguant les formes asexuées et les formes
sexuées (gamétocytes) et de le rapporter au i) volume de sang exa-
miné, ii) au nombre de champs microscopiques examinés (au moins
100, de préférence 200 ou 400), iii) au nombre de leucocytes pré-
sents sur les champs microscopiques examinés ou iv) au nombre
des érythrocytes présents sur les champs microscopiques exami-
nés des frottis minces. Les regles d’arrét de lecture peuvent étre
fixes (i.e. selon un nombre prédéterminé de champs microscopiques
ou de leucocytes) ou variables (i.e. lire X champs microscopiques
puis, en I’absence de parasite détecté, en lire Y autres). Les regles
d’arrét variable introduisent des biais d’estimation des parasitémies
et des densités parasitaires des infections mixtes, i.e. sous-esti-
mation en cas de présence simultanée de plusieurs especes plas-
modiales. Une regle pratique et fiable peut consister a examiner
I’étalement de sang jusqu’a avoir dénombré soit 500 parasites, soit
2000 leucocytes, quel que soit le dénombrement atteint en premier.
Une regle d’arrét de I’examen microscopique apreés un temps pré-
déterminé de lecture (e.g. 20 minutes) ne permet pas d’assurer
I’examen d’un volume fixe de sang, introduit un facteur supplé-
mentaire d’hétérogénéité entre lecteurs et ne devrait donc pas étre
utilisée. Le volume de sang examiné est rarement estimé et direc-
tement pris en compte. On considere généralement une leucocy-
témie standard, e.g. de 8 000 leucocytes/uL, pour calculer la den-
sité parasitaire. Une perte différentielle des parasites par rapport
aux leucocytes au cours de la déshémoglobinisation et de la colo-
ration des gouttes épaisses pourrait fausser ce mode d’estimation
de la densité parasitaire; cependant elle n’a pas toujours été mise
en évidence. Utiliser la proportion de champs microscopiques posi-
tifs, i.e. avec au moins un parasite, est une méthode simple qui n’est
cependant pas trés discriminante des que les densités parasitaires
sont élevées.

Les densités parasitaires peuvent étre analysées par
classes, de préférence avec une progression géométrique des para-
sitémies d’ordre 2 (i.e. en 10 classes : <100, 101-200, 201-400, 401-
800, 801-1600, 1600-3200,... jusqu’a 25 600/uL et plus (1)) ou d’or-
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dre 10 (i.e. en 5 classes : <50, 50-499, 500-4999, 5000-49999 & >
50000/uL. (48)). Elles peuvent aussi étre analysées par leur
moyenne. On utilise généralement la moyenne géométrique en cal-
culant la moyenne arithmétique des logarithmes des densités para-
sitaires. Ces moyennes peuvent étre calculées sur les seuls indivi-
dus ayant une parasitémie positive. L’analyse parasitologique est
alors effectuée en deux phases : I’analyse de la prévalence parasi-
taire puis I’analyse de la densité parasitaire chez les seuls positifs.
On peut aussi estimer la moyenne géométrique des densités para-
sitaires en incluant les parasitémies nulles. Pour cela, on utilise la
transformation log(x + 1) a la place de la transformation log(x) de
la densité parasitaire x. Plus la prévalence parasitaire est basse,
moins I’analyse de la densité parasitaire moyenne transformée ainsi
est informative par rapport a I’analyse de la prévalence parasitaire
et moins elle rend compte de la densité parasitaire (i.e. chez les posi-
tifs). Quelle que soit la transformation, il est rare que la distribu-
tion des densités parasitaires soit gaussienne.

La densité parasitaire dépend de 1’espece plasmodiale (en
moyenne les parasitémies les plus élevées s’observent avec P, fal-
ciparum et les moins élevées avec P. malariae) et est sensible a de
nombreux facteurs. Elle augmente avec le niveau de transmission,
le niveau de résistance des plasmodiums et pendant la grossesse ou
le post-partum (35) et diminue avec 1’augmentation du niveau d’im-
munité, 1’utilisation d’antipaludiques efficaces et ’ancienneté de
I’infection.

L’incidence des infections plasmodiales

L’incidence des infections plasmodiales, i.e. le nombre de
nouvelles infections pendant une période de temps donnée, peut étre
estimée directement, par exemple en dénombrant les parasitémies
patentes, i.e. détectables, chez des patients présentant des symp-
tomes évocateurs de paludisme et recrutés dans les structures sani-
taires ou ils consultent (détection passive des cas) ou chez eux
(détection active des cas). Dans le cadre du programme d’éradica-
tion, les nouvelles infections étaient recherchées activement chez
les patients et chez les proches des cas de paludisme. Si la popu-
lation étudiée a une immunité antiplasmodiale, méme parcellaire,
cette approche aboutit a une sous-estimation de 1’incidence des
infections. Les nourrissons nés en zone d’endémie sont souvent
considérés comme non immuns. Ils peuvent cependant avoir été
exposés a des antigenes plasmodiaux ou a des plasmodiums ayant
traversé la barriere foeto-placentaire au cours de leur vie feetale (49)
ou 2 la naissance (infection congénitale). L’impact de ces stimula-
tions antigéniques sur I’immunité des nourrissons n’est pas claire-
ment établi mais est probablement faible. En effet, méme en zone
d’endémie élevée ou ces stimulations antigéniques sont supposées
étre les plus fréquentes et importantes, la quasi-totalité des premieres
infections plasmodiales des nourrissons s’accompagne de mani-
festations cliniques (observations personnelles). Ces manifestations
cliniques peuvent cependant étre peu intenses ou de courte durée
au point de passer inapercues en 1’absence d’une recherche active
étroite, i.e. quotidienne.

En zone d’endémie, d’autres méthodes sont utilisées. 11
peut s’agir de rechercher activement les infections plasmodiales,
a intervalles réguliers, chez des individus initialement non infec-
tés comme les nourrissons, en considérant les infections congé-
nitales et ’effet de 'immunité transmise par la meére comme
négligeables sur 1’occurrence des nouvelles infections plasmo-
diales. On peut aussi surveiller parasitologiquement le délai de
détection d’une parasitémie patente chez des individus traités par
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un antipaludique efficace a courte demi-vie (50). Dans ce dernier
cas, I’immunité antiplasmodiale acquise retarde la positivation,
soit en allongeant les périodes de latence (i.e. ou les parasitémies
sont trop basses pour étre détectées) soit en limitant le nombre
d’infections plasmodiales (i.e. par la destruction des formes pré-
érythrocytaires et érythrocytaires des plasmodiums), et entraine
respectivement une sous-estimation de ’incidence réelle des
infections plasmodiales et une sous-estimation du taux d’inocu-
lation plasmodiale.

Il est aussi possible de surveiller longitudinalement la
patence des infections plasmodiales. Chaque individu suivi est alors
classé comme «positif» ou «négatif» a deux temps ou plus. Il s’agit
alors d’estimer le taux de positivation (h) mais aussi le taux de néga-
tivation (r). Ces estimations font appel a des modeles mathéma-
tiques. Le modele le plus connu est dérivé des modeles catalytiques
de Muench (51). A I’issue de deux enquétes effectuées a un inter-
valle de temps t, on estime la proportion d’individus devenus posi-
tifs & la deuxieéme enquéte parmi ceux qui étaient négatifs a la pre-
miere enquéte (o=N-+/N-) et la proportion d’individus devenus
négatifs a la deuxieme enquéte parmi ceux qui étaient positifs a la
premiere enquéte (B=N+-/N+). Les taux h et r sont alors estimés par
les formules suivantes : h = [a/t(a+p)] in (1/(1-(a+p))) et r=
[B/t(a+B)] I ( 1/( 1-(c+B)).

11 est enfin possible d’estimer ces taux a partir des taux de
prévalence plasmodiale estimés au cours d’une étude transversale
chez des nourrissons (ou des individus initialement négatifs) et ana-
lysés en fonction de 1’age (ou de 1’ancienneté de 1’exposition a la
transmission). Pour cela, il est aussi nécessaire de faire appel a des
modeles mathématiques.

Pour que les modeles utilisés soient valides, il est nécessaire
que leurs hypotheses sous-jacentes soient respectées. Ces hypotheses
sont le plus souvent les suivantes : 1) h et r sont constants pendant
la période de suivi, sans variation selon 1’age, la saison ou I’espace,
2) les groupes de personnes sont homogenes, sans différence d’im-
munité ou de traitement, 3) les probabilités de transition (i.e. h et
r) sont indépendantes des transitions précédentes, 4) I’infection plas-
modiale (i.e. sa patence) persiste sur I’intervalle de temps t, et 5)
la détectabilité des infections est constante dans le temps. Ces condi-
tions sont rarement remplies. Si on considere que les approxima-
tions nécessaires pour utiliser ces modeles sont acceptables et
constantes dans I’espace ou le temps, ces estimations peuvent cepen-
dant étre utiles pour comparer différentes situations ou leurs évo-
lutions.

Lorsque le taux d’incidence des infections plasmodiales a
pu étre estimé chez des jeunes enfants en méme temps que le niveau
de transmission était estimé par méthodes entomologiques, un écart
important a le plus souvent été trouvé. Le ratio des taux d’infections
plasmodiales divisés par les taux d’inoculation entomologique
variait de 0,07 (lorsque la transmission était faible) & moins de 0,01
(lorsque la transmission était élevée). Cela suggere que moins de
7% a moins de 1 % des piqires d’anopheles infectés aboutiraient
a une infection patente. Cet écart est difficilement expliqué par la
plus faible exposition des enfants a cause de leur surface corporelle
plus petite que celle des adultes capturant les anopheles pour 1’es-
timation entomologique de la transmission. Les explications pos-
sibles de cet écart sont : 1) une sensibilité insuffisante de la méthode
de détection des infections, ii) une proportion inconnue de piqtires
«inefficaces» d’anopheles infectés, iii) un niveau d’immunité innée
ou acquise plus élevé qu’attendu, iv) I’incidence ignorée de para-
sitémies latentes i.e. a densités parasitaires basses, ou/et v) des gué-
risons parasitologiques.

L’estimation du taux d’incidence des infections plasmodiales
pose donc des problemes méthodologiques liés & la sensibilité des
méthodes de détection parasitaire et des conditions de validité des
modeles utilisés. En pratique, elle a rarement été utilisée pour I’évaluation
épidémiologique du paludisme ou de I’efficacité de méthodes de lutte.

La réponse immune

La sérologie a un intérét particulier pour évaluer rétrospec-
tivement 1’exposition au paludisme. Les réponses anticorps durent
plus longtemps que les infections plasmodiales qui les provoquent.
Par ailleurs, dans les situations de faible endémie, la recherche des
anticorps antiplasmodiaux est beaucoup plus rapide et moins labo-
rieuse que la recherche des infections plasmodiales. Enfin, en phase
d’élimination, lorsque les infections plasmodiales sont exception-
nelles ou inexistantes, ou dans le cadre de la lutte anti-vectorielle,
I’analyse des réponses anticorps dirigées contre des antigenes de
salive de vecteurs pourrait permettre d’évaluer le contact homme -
vecteur, c’est a dire le niveau de risque ou I’efficacité de la lutte.

Méthodes sérologiques

Les méthodes sérologiques de mesure de 1’exposition au
paludisme reposent sur la recherche d’anticorps dirigés contre des
antigénes plasmodiaux. Ces antigénes peuvent étre des antigénes
natifs présents a la surface ou dans les parasites entiers utilisés en
immunofluorescence indirecte (IFI) ou contenus dans des extraits
obtenus a partir de parasites en culture et utilisés en ELISA. Ces anti-
genes peuvent aussi étre des protéines recombinantes ou des poly-
peptides synthétiques. Les antigenes natifs sont généralement des
antigenes de stades érythrocytaires asexués, le plus souvent de stades
schizontes. Des sporozoites entiers ou sous forme d’extraits (52-54)
peuvent étre utilisés mais leur production nécessite de disposer d’un
insectarium, de colonies d’anopheles, d’ une souche plasmodiale en
culture et de la technique permettant d’infecter le vecteur. Les anti-
genes synthétiques ou recombinants peuvent étre spécifiques des
stades pré-érythrocytaires (sporozoites et stades hépatiques).

o Immunofluorescence indirecte

Pendant longtemps, la sérologie palustre a reposé sur I’IFL.
11 s’agit d’une méthode laborieuse dont le résultat dépend de I’ex-
périence du manipulateur. Elle a ’avantage d’étre probablement
I’une des méthodes sérologiques les plus sensibles pour mettre en
évidence une infection plasmodiale par les stades érythrocytaires
(55, 56). Elle se positive généralement des 1’acces de primo-inva-
sion et est le plus souvent positive chez les jeunes enfants vivant en
zone d’endémie. Elle est par contre peu spécifique vis a vis des
autres especes de plasmodiums infectant les humains ou les primates
non humains pour lesquelles il existe des réactions croisées. II est
ainsi difficile d’attribuer une réponse anticorps détectée en IFI sur
des schizontes d’une souche de P. falciparum a cette seule espece
plasmodiale. Des individus n’ayant été infectés que par P. vivax, P.
ovale ou P. malariae peuvent aussi étre positifs i.e. a un titre = 20
ou = 40. La comparaison des titres IFI obtenus sur les quatre especes
plasmodiales humaines ou sur des especes de plasmodiums de pri-
mates proches (a défaut de pouvoir cultiver les plasmodiums
humains non-falciparum) peuvent permettre de porter un sérodia-
gnostic plus spécifique, sans certitude cependant. Apreés une infec-
tion, la détection d’une réponse anticorps en IFI peut persister long-
temps, plusieurs années a plusieurs dizaines d’années.
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* ELISA (Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay) sur extraits
parasitaires

La technique ELISA peut €tre utilisée avec des antigénes
solubles extraits de schizontes érythrocytaires en culture de P. fal-
ciparum, avec une plus grande spécificité et apparemment moins
de réactions croisées entre especes plasmodiales. Cette sérologie est
cependant moins sensible que I'IFI pour mettre en évidence une
infection plasmodiale sanguine (57). Elle se positive généralement
plus tardivement apres un acces de primo-invasion et reste négative
dans une proportion élevée de jeunes enfants vivant en zone d’en-
démie. En I’absence d’infection continue, la détection de la réponse
anticorps en ELISA contre des extraits bruts de schizontes peut dis-
paraitre au bout de quelques mois a quelques années. La sensibi-
lité de la méthode est meilleure lorsque 1’on utilise comme source
d’antigeéne une souche plasmodiale isolée de la zone d’étude ol ont
été prélevés les sérums testés, plutdt qu’une souche plasmodiale
adaptée depuis longtemps a la culture. L’ adaptation a la culture est
susceptible de faire perdre certaines spécificités antigéniques de P.
Sfalciparum.

e Techniques sérologiques sur antigénes recombinants ou
synthétiques

La technique ELISA et d’autres techniques sérologiques,
reposant par exemple sur la technologie Luminex® (détection en
cytométrie en flux par des anti-immunoglobulines fluoro-marquées
des anticorps reconnaissant des antigenes fixés de facon covalente
a des microbilles fluorescentes), peuvent utiliser des antigénes
recombinants ou des polypeptides spécifiques d’espece plasmodiale,
de variants d’une méme espece ou/et de stades parasitaires. Il est
ainsi possible de faire un sérodiagnostic spécifique d’espece plas-
modiale ou de famille allélique d’un antigene donné. Il est aussi pos-
sible de détecter des anticorps dirigés spécifiquement contre des
antigenes des stades pré-érythrocytaires ou érythrocytaires des para-
sites.

Par rapport a I'IFI et a ’ELISA réalisée avec des antigénes
natifs, ’ELISA ou les autres méthodes sérologiques réalisées avec
des antigenes recombinants ou synthétiques sont généralement
moins laborieuses (i.e. sans longue étape de microscopie a fluo-
rescence ou de culture et d’extraction d’antigéne) et, a priori, plus
reproductibles. Elles sont par contre souvent moins sensibles. En
effet, une réponse anticorps d’un individu ne concerne généralement
pas tous les antigenes figurés et les épitopes (i.e. régions de I’anti-
gene reconnues par les anticorps) présents sur les antigenes artifi-
ciels peuvent différer de ceux présents sur les antigenes natifs. Il est
donc nécessaire d’utiliser une combinaison de plusieurs des versions
artificielles de ces antigénes pour «approcher» la réponse anticorps
globale contre I’ensemble des antigeénes natifs (58). Par ailleurs, la
détection de ces anticorps sur des antigénes recombinants ou syn-
thétiques est souvent plus labile que sur les antigenes natifs présents
sur les parasites entiers ou dans des extraits. Néanmoins, les
réponses anticorps contre des antigénes artificiels ont été associées
au niveau d’exposition a la transmission (59) ou a la survenue d’épi-
sodes récents de paludisme clinique. Les titres en anticorps varient
avec le niveau d’exposition a la transmission ou avec la durée et
I’importance des infections plasmodiales.

* Echantillons biologiques

Les échantillons de sang utilisés pour la sérologie peuvent
étre collectés et conservés sous forme de plasma, de sérum ou de
taches de sang sur papier filtre. Ils doivent étre conservés de pré-
férence congelés (< -20°C) en évitant les décongélations itératives.
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Sur papier filtre, il est important de bien sécher les échantillons avant
de les stocker, de préférence avec un dessiccateur et congelés
(=-20°C)(60). La conservation a température ambiante n’est assu-
rée que pour de treés courtes périodes.

Analyse des données séro-épidémiologiques

Les réponses anticorps contre des antigenes plasmodiaux
ou salivaires peuvent étre analysés comme la prévalence parasitaire
dans des études longitudinales ou transversales. Les mémes modeles
mathématiques devraient étre utilisés si les mémes conditions de
validité sont remplies. Il existe cependant des différences impor-
tantes liées 1) a la durée de la persistance des réponses anticorps
patentes apres une infection plasmodiale et 2) a la transmission
transplacentaire des immunoglobulines G (IgG) de la mere a I’en-
fant et de la persistance de ces IgG maternelles chez I’enfant plu-
sieurs mois apres la naissance. De ce fait, les études séro-épidé-
miologiques reposant sur la détection des IgG et visant a apprécier
le niveau d’exposition au paludisme ne devraient pas étre menées
chez les nourrissons (age < 1 an). Il est par contre possible d’utili-
ser des taux de prévalence en fonction de I’dge ou de I’ancienneté
d’exposition chez des enfants ou des individus plus agés. En sup-
posant le taux d’incidence des séroconversions h constant et I’ab-
sence de séronégativation (r=0) sur le pas de temps t considéré par
I’étude, le taux de prévalence a I’dge t (ou apres une durée t d’ex-
position) est égal a 1-e(-") d’apres un modele catalytique irréver-
sible de Muench.

Les études longitudinales, i.e. avec plusieurs mesures séro-
logiques par individu, peuvent &tre analysées soit en considérant la
positivité de chaque échantillon et toutes les transitions possibles
entre les états «négatifs» et «positifs» pour chaque couple
d’échantillons individuels (i.e. - = +, + = -, - = - et + = +), soit
en considérant le titre en anticorps et les variations de ces titres (i.e.
augmentation, diminution ou stabilité du titre) entre deux échan-
tillons individuels. Dans tous les cas, il est nécessaire de définir des
seuils, soit de positivité pour un échantillon isolé, soit d’augmen-
tation ou de diminution significative des titres. Les seuils de posi-
tivité sont généralement estimés sur des échantillons de personnes
n’ayant jamais été exposées aux plasmodiums ou a leurs vecteurs
(e.g. par la moyenne plus 3 écart-types des titres normalisés en anti-
corps des individus non-exposés). Le seuil définissant les aug-
mentations et les diminutions significatives des titres en anticorps
peuvent étre estimé chez des individus initialement non exposés et
restant non exposés pendant une période de temps t (e.g. respecti-
vement par la moyenne plus 3 écart-types et par la moyenne moins
3 écart-types de la variation normalisée des titres en anticorps entre
le début et la fin de la période t). On fait alors I’hypothese que les
variations relatives des titres en I’absence d’exposition et a niveau
d’exposition constant au paludisme et a ses vecteurs sont égales (i.e.
ratio égal a un ou différence égale a z€ro) et de méme variance. Cette
hypothese est difficile a vérifier. Il faudrait pour cela étudier les
variations des titres en anticorps chez des individus initialement
exposés et restant exposés de facon constante au paludisme pendant
une méme période de temps. 1l est cependant difficile, en pratique
impossible, de s’assurer que ces individus resteront exposés au palu-
disme a un niveau constant, i.e. sans traitement antipaludique, ce
qui pose un probleme éthique et sans variation de I’exposition a la
transmission ne serait-ce que saisonniére. Le calcul des seuils repose
souvent sur une combinaison de la moyenne et de 1’écart-type (e.g.
moyenne plus 3 fois I’écart-type). Cela repose sur I’hypothese impli-
cite de normalité de la distribution de la variable considérée. Si cette
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hypothese n’est pas vérifiée, il convient de normaliser la distribu-
tion en appliquant une transformation (e.g. transformation loga-
rithmique pour les distributions «contagieuses» ou agrégées, racine
carrée pour les distributions de Poisson ou de dénombrement, arc-
sinus de la racine carrée pour les fréquences et pourcentages, ou
transformation de Box et Cox dans les situations plus complexes).
Le seuil est alors calculé sur la variable transformée, puis il est rétro
transformé pour étre exprimé dans 1’unité de la variable initiale.
En définissant les seuils de positivité par la moyenne plus
2, 3 ou 4 écart-types de la variable chez les individus non exposés
(i.e. réellement négatifs), on s’attend a trouver des faux positifs (i.e.
> seuils) chez respectivement 2,275 %, 0,135 % (environ 1/1000)
et 0,0032 % (environ 3/100000) des non exposés, c’est a dire a des
spécificités respectivement de 97,725 %, 99,865 %, et 99,997 %.

Interprétation des données sérologiques selon les antigénes
utilisés

* Antigeénes de stades érythrocytaires

Les titres d’anticorps dirigés contre des antigénes de stades
sanguins donnent une indication du niveau de contact, présent ou
passé, des individus avec les parasites aux stades sanguins, c’est a
dire de I’'importance et de la durée de I’infection (61). En absence
de chimioprophylaxie, de traitements présomptifs répétés des fie-
vres par des antipaludiques ou de traitements préventifs intermit-
tents, la prévalence des réponses anticorps chez les jeunes enfants
(i.e. <2 ans) donne des indications sur I’intensité récente de la trans-
mission a laquelle ils ont été exposés. La réponse en anticorps contre
les antigenes de stades érythrocytaires peut cependant étre atténuée
ou empéchée par I’utilisation de médicaments antipaludiques effi-
caces contre les stades sanguins, e.g. par une chimioprophylaxie,
des traitements présomptifs des fievres par antipaludiques ou des
traitements préventifs intermittents (62).

* Antigénes de stades pré-érythrocytaires

La réponse en anticorps contre les antigénes de stades pré-
érythrocytaires révele 1’exposition a des sporozoites, i.e. des piqiires
d’anopheles infectés, ou/et aux stades hépatiques du parasite. Etant
donné les difficultés logistiques d’obtention de ces antigénes natifs,
la sérologie utilise le plus souvent des antigeénes des stades pré-éry-
throcytaires recombinants ou synthétiques.

Il est généralement considéré que les réponses immunes
contre les stades hépatiques des plasmodiums sont essentiellement
a médiation cellulaire, faisant peu intervenir les anticorps. Les
réponses anticorps contre ces antigenes sont généralement peu
importantes et souvent labiles, en particulier chez les individus peu
exposés (e.g. en zone de paludisme épidémique ou chez les voya-
geurs). En zone de faible endémie, une diminution de la transmis-
sion s’accompagne apres 2 a 3 mois d’une diminution du titre d’an-
ticorps anti-plasmodiaux (63). Chez des adultes ayant été exposés
a une transmission intense et prolongée les anticorps contre les anti-
genes natifs de stades pré-érythrocytaires peuvent cependant per-
durer plusieurs années (52).

Lorsque les amino-8-quinoléines, e.g. la primaquine, sont
peu ou pas utilisés en prophylaxie, I’utilisation des médicaments
antipaludiques n’altére pas les réponses anticorps contre les anti-
genes des stades pré-érythrocytaires (58, 62). Ces réponses anticorps
peuvent étre utilisées comme des marqueurs sérologiques de 1’ex-
position a la transmission des plasmodiums sans étre biaisées par
I’utilisation de médicaments antipaludiques. L’ antigene de stade pré-
érythrocytaire le plus fréquemment utilisé pour évaluer I’exposition

a la transmission a été la circum- sporozoit protein (CSP), en par-
ticulier des polypeptides synthétiques reproduisant en tandem les
répétitions NANP de I’épitope B dominant (53, 54, 58, 64-68). Les
réponses anticorps contre cet antigéne sont corrélées au niveau et
a la durée d’exposition a la transmission mais elles ne sont pas
nécessairement corrélées aux infections plasmodiales sanguines ou
aux réponses anticorps contre des antigenes des stades sanguins.
Elles sont labiles et disparaissent rapidement, généralement en
moins d’un an, en I’absence d’exposition a la transmission (68). Les
réponses anticorps contre la CSP peuvent donc étre utilisées pour
estimer I’exposition récente a la transmission, que ce soit chez les
populations vivant en zone d’endémie (53, 54, 64-68) ou chez les
voyageurs exposés brievement (58).

Pour évaluer I’exposition a la transmission, des combinai-
sons d’antigenes de stades pré-érythrocytaires (e.g. TRAP, SALSA,
STARP, GLURP, LSA1, LSA3, SR11.1...), en plus de la CSP, peu-
vent et devraient étre utilisées car la CSP n’est pas I’antigene de
stade pré-érythrocytaire le plus souvent reconnu par les anticorps
acquis naturellement (52, 58).

Les réponses anticorps contre ces antigénes peuvent étre uti-
lisés comme marqueurs épidémiologiques d’exposition a la trans-
mission au niveau des populations. Leur utilisation au niveau indi-
viduel peut étre plus discutable car des variations importantes de
réponses ont été observées entre individus considérés comme étant
également exposés a la transmission (64, 69, 70), sans pouvoir
exclure qu’en fait il existe des différences interindividuelles impor-
tantes d’exposition aux piqlires de moustiques.

* Antigenes de salive ou de glandes salivaires d’anophéles
vecteurs

Les méthodes entomologiques ne sont pas congues pour
estimer le niveau individuel d’exposition aux vecteurs de paludisme
et elles ne sont pas toujours utilisables, en particulier rétrospecti-
vement chez les voyageurs ou pour évaluer les méthodes de pro-
tection individuelle contre les moustiques. La sérologie contre les
plasmodiums permet d’estimer le contact homme parasite mais pas
directement le contact homme vecteur. Elle est donc soumise aux
biais introduits par les mesures de lutte antiplasmodiale.

Plusieurs études ont prouvé que la salive de moustiques était
antigénique. Les premieres études sur la salive de moustique ont été
réalisées sur I’allergie. Ces études ont démontré que les personnes
allergiques aux piqlires de moustiques développaient des IgG4 et
des IgE dirigées contre des antigenes de salive de moustique (71-
76). Récemment, les études ont démontré que des personnes non
allergiques séjournant constamment ou au cours d’un voyage en
zone d’endémie de paludisme et qui ont été exposées aux piqlires
d’anopheles, pouvaient développer des anticorps contre des pro-
téines salivaires d’anopheles (77-81). Les réponses anticorps contre
des antigenes de salive d’Anopheles gambiae ont été considérées
comme un indicateur immunologique du niveau d’exposition aux
vecteurs du paludisme et a sa transmission (79). La caractérisation
des composés salivaires sécrétés pendant le repas de sang des vec-
teurs connait un certain intérét sur le plan immunologique mais aussi
pharmacologique et physiopathologique (82). Plusieurs groupes ont
développé des méthodes pour analyser les composants des glandes
salivaires (83, 84). Peu nombreux ont été ceux qui ont étudié les
composants de la salive de moustiques a cause de la quantité limi-
tée de salive qui peut étre obtenue a partir des moustiques (78, 79,
83). Des efforts ont donc été faits pour obtenir des antigenes sali-
vaires recombinants et synthétiques utilisables en sérologie pour éva-
luer le contact homme vecteur. C’est le cas d’antigeénes artificiels
dérivés de la protéine salivaire gSG6 d’An. gambiae (85).
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L’analyse des réponses immunes contre des antigénes de
salive d’arthropodes, sous forme native, recombinante ou syn-
thétique pourrait donc étre utilisée pour évaluer I’'importance de
I’exposition aux vecteurs de paludisme et I’efficacité de la lutte
antivectorielle, indépendamment de la transmission des plasmo-
diums.

La morbidité attribuable au paludisme

Plus de 110 ans apres la découverte de 1’agent du palu-
disme (A. Laveran en 1880) et de sa transmission par des mous-
tiques (R. Ross en 1898), on pourrait croire que pratiquement
tout est connu sur 1’épidémiologie du paludisme.
Paradoxalement, il n’en est rien. Ce n’est que depuis une tren-
taine d’années que son étude s’est particulierement focalisée sur
la morbidité. Pendant longtemps, la plupart des études ont porté
sur la distribution des infections plasmodiales dans les popula-
tions. Cela était justifié a I’époque de I’éradication ou le para-
site et sa transmission étaient la cible de la lutte. Actuellement
c’est la prévention de la morbidité et de 1la mortalité qui est 1’ob-
jectif des stratégies de lutte.

Il n’existe pas de signe pathognomonique du paludisme
et les signes et symptomes sont de peu d’utilité dans le diagnos-
tic de paludisme clinique (86). Les acces de fievre, ’anémie, les
signes de gravité comme le coma ou les détresses respiratoires ne
peuvent &tre aisément attribués a une infection plasmodiale dans
les populations qui sont infectées la plupart du temps. L attribution
de manifestations cliniques au paludisme est problématique dans
les populations exposées régulierement a la transmission des plas-
modiums humains. L’acquisition d’une immunité partielle et labile
permettant aux personnes régulicrement infectées de supporter des
parasitémies sans présenter de manifestation clinique est donc un
obstacle a I’évaluation de la morbidité palustre en zone d’endé-
mie. L’association positive entre la densité parasitaire et le risque
de fievre permet d’estimer la fraction des acces cliniques attri-
buables au paludisme. Cependant, aucune méthode diagnostique
ou d’évaluation de la morbidité n’est parfaite. Cela a des consé-
quences importantes pour mesurer le poids du paludisme dans les
populations et peut étre un obstacle pour évaluer et mettre au point
les mesures de lutte.

Le probleme du diagnostic et de 1’évaluation de la mor-
bidité palustre se pose dans au moins trois circonstances : en
santé publique pour I’estimation du poids du paludisme dans les
structures sanitaires, en recherche clinique pour 1’évaluation des
traitements et des mesures prophylactiques (médicaments, vac-
cins, protections anti-vectorielles) et en recherche fondamentale
pour I’étude de la physiopathologie et des déterminants immu-
nologiques et génétiques de la sensibilité clinique au paludisme.
Le choix des méthodes de diagnostic et de recrutement des cas
dépend des objectifs et des approches, pragmatiques ou expli-
catives, dont la différence radicale reste souvent insoupgonnée
ou ignorée.

Les problemes de 1’évaluation de la morbidité attribuable
au paludisme se posent a deux niveaux, celui du diagnostic, c’est
a dire de I’attribution de manifestations cliniques a une infection
plasmodiale, et celui du mode de recrutement des cas, en popu-
lations ou dans les structures sanitaires. Les réponses qui peuvent
&tre apportées a ces problemes dépendent des objectifs de I’éva-
luation mais aussi de contraintes propres a I’histoire naturelle du
paludisme.
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Comment attribuer des manifestations cliniques au paludisme ?

Le paludisme peut étre dii a cinq especes plasmodiales capa-
bles d’infecter I’homme, P. falciparum, P. vivax, P. ovale, P. mala-
riae et P. knowlesi. Dans la suite de notre exposé, nous ne parlerons
que du paludisme a P. falciparum qui est de loin le plus répandu,
responsable de la plus grande partie de la morbidité et de la quasi
totalité de la mortalité par paludisme (87).

* Des manifestations cliniques multiformes.

Seuls les stades sanguins du parasite sont pathogenes. La
manifestation clinique la plus fréquente est ’acces palustre simple
qui comprend généralement un syndrome fébrile avec asthénie,
céphalées et embarras gastrique. Il est lié a I’éclatement des hé ma-
ties parasitées et a la libérations de substances pyrogenes. Cette lyse
érythrocytaire et, dans une moindre mesure, une dysérythropoi¢se
peuvent entrainer une anémie parfois mortelle, notamment chez les
enfants les plus jeunes. 1l existe enfin d’autres formes graves de palu-
disme dont la physiopathologie est encore mal connue. Elles com-
prennent principalement le neuropaludisme avec des manifestations
neurologiques centrales, de 1’obnubilation au coma profond, les
convulsions, la détresse respiratoire, 1’cedéme aigu du poumon, le
choc cardio-vasculaire, I’ictere, I’hématurie ou le syndrome
hémorragique. Ces formes graves du paludisme sont rares et ne
représentent qu’un faible pourcentage, souvent moins de 2 %, des
formes cliniques. En I’absence de traitement efficace, les acces
palustres simples peuvent parfois se compliquer et devenir graves,
mais leur évolution habituelle est la guérison. Le paludisme grave
ne peut étre considéré comme 1’évolution «normale» du paludisme
simple car il a une nature physiopathologique fondamentalement
différente.

Il n’existe pas de signe pathognomonique du paludisme. 11
n’existe pas non plus de manifestation clinique du paludisme sans
parasitémie. Théoriquement, il est bien sir possible que les para-
sites d’un malade soient tous séquestrés dans les capillaires profonds
a un moment donné d’une infection a P. falciparum particulierement
synchrone et que la parasitémie périphérique apparaisse nulle a ce
moment la. Ce cas est cependant tres rare et ne peut durer que
quelques heures. Il ne peut pas poser de probleme si la méthode de
détection des parasites dans le sang est suffisamment sensible et si
les recherches sont répétées au bout de 12 a 24 heures.

* Le probleme du diagnostic des acces palustres simples en
zone d’endémie

Le diagnostic des acces palustres n’est réellement problé-
matique que dans les populations qui sont exposées régulierement
a la transmission des plasmodiums humains.

Chez les individus naifs comme chez ceux qui sont plus ou
moins immuns contre le paludisme, I"évolution naturelle la plus fréquente
d’une infection plasmodiale non ou mal traitée est la guérison parasi-
tologique. Elle survient apres quelques épisodes de fievre et le portage
d’une parasitémie asymptomatique, marqué par des recrudescences, plus
ou moins prolongées et pouvant durer plusieurs mois (39).

Chez les individus naifs ou peu immuns qui vivent en zone
non endémique ou de faible endémie (< 1 piqiire infectante par per-
sonne par an), les parasitémies a P. falciparum s’ accompagnent dans
la plupart des cas, mais pas toujours, d’au moins un épisode de fie-
vre. Au cours de ces acces de fievre, les densités parasitaires sont
parfois faibles mais leur détection par des moyens appropriés per-
met d’attribuer avec un risque d’erreur minime les manifestations
cliniques a I’infection plasmodiale.
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Il en va tout autrement en zone de plus forte endémie. Plus
la transmission est importante et réguliere, plus le taux de préva-
lence des infections plasmodiales est élevé. Chez les populations
vivant dans les zones ol la transmission est intense (plusieurs cen-
taines de piqires infectées par personne par an) et pérenne, le taux
d’infections plasmodiales asymptomatiques est parfois supérieur a
90 %. La détection de cette infection ne peut alors pas suffire pour
attribuer des manifestations cliniques au paludisme. Il a méme été
estimé qu’a un taux de prévalence supérieur a 20 %, la détection des
infections plasmodiales (i.e. parasitémie > 0) perdait son intérét pour
le diagnostic du paludisme clinique par manque de spécificité (88).
Cependant, la prise en compte de la densité parasitaire, a la place
de la seule détection de I’infection plasmodiale, peut améliorer la
valeur du diagnostic parasitologique.

- La fraction des fievres attribuable au paludisme

Il existe une association positive entre la densité parasitaire,
c’est-a-dire la quantité de parasites détectables dans le sang, et le
risque de fievre. Ainsi, il est possible d’estimer la proportion des
épisodes pathologiques attribuables au paludisme sous la forme de
la fraction attribuable (FA) ou fraction étiologique. Chez les malades
avec une parasitémie, elle peut étre calculée a partir de 1’estimation
du ratio de risque R de survenue de 1’épisode clinique a un niveau
donné de parasitémie par rapport a I’absence de parasitémie détec-
table: FA = (R-1)/R. Le risque relatif R peut lui-méme étre estimé
par un odds-ratio (rapport de cotes), a partir de données d’études
longitudinales ou cas-témoins. Tom Smith a ainsi proposé d’utili-
ser un modele de régression logistique décrivant le risque de fievre
(P) comme une fonction continue monotone et croissante de la den-
sité parasitaire (89). Le logit de P s’écrit alors sous la forme:
log[P/(1-P)] = a. + 3 d, ol o et 3 sont des parametres estimés a par-
tir des observations, d est la densité parasitaire (ou sa transforma-
tion logarithmique) et r la valeur de la puissance de d qui permet
le meilleur ajustement des données. En pratique, aucune autre fonc-
tion continue de la parasitémie ne décrit mieux la relation entre den-
sité parasitaire et risque de fievre. Les modeles logistiques ajustés
sur des données parasito-cliniques provenant de zones d’endémies
comparables sont tres semblables. Dans des zones d’endémie tres
élevée du Sénégal, de Tanzanie, de Cote d’Ivoire et de Papouasie
Nouvelle Guinée, avec plus de 80 % des enfants porteurs de P. fal-
ciparum, la valeur de I’exposant r est généralement de 1’ordre de
0,80 2 0,84 (89-93). Dans des régions ou le niveau de transmission
et le taux de prévalence parasitaire est plus faible (environ 50 %),
la valeur de I’exposant r est plus basse, de I’ordre de 0,5 (92). La
valeur de r est enfin proche de 0,2 dans des régions ot la prévalence
parasitaire est inférieure a 25 % (92). L’ ajustement de ces modeles
permet d’obtenir une estimation R ; = exp(p d") du risque relatif de
fievre associé & n’importe quelle densité parasitaire d, les obser-
vations sans parasite détecté servant de référence. En pratique, il est
aussi possible d’estimer directement (i.e. sans avoir recours a la

régression logistique) les odds-ratio Rd de fievre en fonction de dif-
férents niveaux de densités parasitaires analysées en classes (i.e. plu-
tot que comme une variable continue) tel que cela est présenté dans
le tableau I'V.

FA, = (R, - D)/R, : fraction attribuable estimée a partir de
I’odds ratio R ;.

La probabilité que 1’épisode pathologique d’un individu
fébrile ayant une densité parasitaire non nulle d soit dfi au paludisme
vaut alors FA ;= (R, - 1)/R ;. Le nombre d’acces palustres parmi un
nombre N d’épisodes pathologiques peut étre calculé en faisant la
somme des N estimations de FA ; (dans le tableau IV, la somme des
produits D x FAd calculé par classe de densité parasitaire d).

Contrairement a la table de calcul du tableau IV, le modele
de régression logistique permet d’estimer les R, les FA | et leurs
intervalles de confiance en contr6lant des facteurs de confusion et
des interactions (94-96). Il est ainsi possible de prendre en compte
I’effet de 1’age, de la saison ou du site de recrutement. Un éventuel
effet individu peut aussi étre contrdlé dans les modeles de régres-
sion logistique a effet aléatoire ajustés sur des données longitudi-
nales (97). Chaque individu est alors pris comme son propre témoin
et R, est une estimation du risque relatif individuel de fievre asso-
cié a la parasitémie.

La simplicité et la transportabilité de cette méthode la ren-
dent particulierement attrayante. Elle a I’avantage d’utiliser 1’en-
semble de I’information contenue dans les estimations des densi-
tés parasitaires. Elle est particuliecrement indiquée pour estimer
I’incidence des acces palustres pour évaluer I’efficacité d’une inter-
vention en zone d’endémie élevée. Ce fut le cas pour des essais vac-
cinaux (90) ou de moustiquaires imprégnées d’insecticide (98, 99).
Dans ce type d’essai, on peut cependant craindre que les interven-
tions modifient le niveau d’immunité et la relation entre la densité
parasitaire et le risque de fievre (100). Pour estimer I’incidence des
acces palustres, la méthode de la fraction attribuable peut alors étre
appliquée sur I’ensemble des observations (méme critere diagnos-
tique pour I’ensemble des individus) ou séparément sur les diffé-
rents groupes d’intervention (criteres diagnostiques adaptés).

Cette méthode permet enfin d’estimer la sensibilité et la spé-
cificité d’un seuil diagnostique de densité parasitaire en utilisant la
FA comme critere de référence (89, 101). Il est cependant préféra-
ble d’utiliser I’estimation de 1’incidence des acces palustres direc-
tement obtenue par la somme des fractions attribuables plutdt que
celle déduite de 1'utilisation des seuils diagnostiques car, par défi-
nition, la valeur diagnostique de ces derniers est inférieure a 100 %,
la FA servant de référence (92).

- Existence d’un seuil pyrogene de parasitémie dépendant
de I’age et de I’endémie

En 1985, Trape a introduit la notion de seuil pyrogéne pour
le diagnostic des acces palustres (102). Faisant suite a ce travail
initial, une étude a porté sur la nature continue ou discontinue de

Tableau 1V. Table de calcul des odds ratios de fiévre en fonction de classes de densités parasitaires et des fractions attribuables pour l'attribution des fie-

vres au paludisme.

Asymptomatique Fébrile Odd ratio Nb de cas attribués au paludisme
(témoins) (cas) Ry (DxFA)

Parasitémie = 0 A B 1 0

Parasitémie de la classe d1 C, D, R, =(AD)/(CB) D, x Ry, - /Ry,
Parasitémie de la classe d2 C, D, Ry, = (AD,)/(C,B) D, x (Ry, - D/Ry,
Parasitémie de la classe di C, D, R, = (AD)/(C;B) D, x (R - /Ry
Parasitémie de la classe dn C, D, R,, = (AD)/(C B) D, x Ry, - D/Ry,

Total N 2 [DR-D/R]
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la relation entre la parasitémie et le risque de fievre (91). Les don-
nées parasitologiques et cliniques recueillies au cours de quatre
mois d’un suivi quotidien de la population de Dielmo (Sénégal)
ont permis de modéliser le risque individuel d’hyperthermie en
fonction de la densité parasitaire de P. falciparum et de 1’age par
régression logistique a effet aléatoire. Le genre, le type d’hémo-
globine (AA ou AS), le niveau de transmission ou la prise d’an-
tipaludiques étaient contrdlés. L’analyse a montré que le risque de
fievre augmentait avec la densité parasitaire et, a densité parasi-
taire égale, augmentait avec 1’age. En d’autres termes, les densi-
tés parasitaires associées a une hyperthermie étaient plus basses
chez les adultes que chez les enfants. La fonction continue qui per-
mettait le mieux de décrire les données était la fonction puissance
0,82ieme de la parasitémie, mais la relation entre densité parasi-
taire et risque de fievre n’était pas décrite de facon satisfaisante.
Dans les travaux précédents, I’hypothese de discontinuité de cette
relation n’avait pas été testée. L’existence d’un effet seuil de la
densité parasitaire sur le risque de fievre a été démontrée (p<10
%) dans cette nouvelle étude. I odds ratio d’hyperthermie d’un indi-
vidu était de 44 (intervalle de confiance a 95 %: 13,6-144,8)
lorsque sa densité parasitaire dépassait le niveau d’un seuil dépen-
dant de I’Age. En deca ou au dessus de ce seuil, le risque de fie-
vre variait peu. Un résultat similaire a été obtenu en définissant
la fievre par I’existence d’un syndrome fébrile sans nécessairement
une hyperthermie enregistrée, par une hyperthermie supérieure ou
égale a 37,7°C ou supérieure ou égale a 38°C. L’absence d’effet
individu significatif montrait enfin que les différences de niveau
du seuil entre individus étaient suffisamment faibles pour permettre
son utilisation dans 1’ensemble de la population de Dielmo. Parmi
les 8 636 observations simultanées de la parasitémie et de 1’état
clinique faites chez les 247 habitants du village, seulement 0,4 %
(36/8 636) avaient une densité parasitaire supérieure au seuil tout
en étant en période asymptomatique, c’est a dire qu’aucune mani-
festation clinique évocatrice du paludisme n’avait été enregistrée
au cours des 3 jours précédant et suivant la réalisation de 1’exa-
men parasitologique. La spécificité de ce seuil était donc supé-
rieure 2 99 %.

La démonstration de I’existence d’un effet seuil pyrogéne
de la parasitémie et la détermination du niveau de ce seuil en fonc-
tion de 1’age ont permis d’attribuer sans ambiguité les épisodes
pathologiques observés a Dielmo au paludisme. Dans cette popu-
lation homogene en terme d’exposition a la transmission, un acces
palustre est défini par des manifestations cliniques (pas seulement
une hyperthermie) associées a une densité parasitaire supérieure au
seuil correspondant a 1I’age du malade. Cette définition a été utili-
sée tant pour la recherche clinique que pour 1’étude de I’acquisition
de I’'immunité antipalustre (35, 103-111).

Il est & présent généralement admis que les manifestations
cliniques du paludisme surviennent au cours de pics parasitémiques
lorsque la densité parasitaire dépasse un seuil pyrogene. Les acces
palustres peuvent donc étre définis par I’association de manifesta-
tions cliniques avec une densité parasitaire significativement supé-
rieure aux densités parasitaires habituellement observées dans la
population de la méme zone (i.e. exposée au méme niveau de trans-
mission, avec la méme régularité) et du méme age (i.e. ayant acquis
un niveau d’immunité équivalent). Le seuil diagnostique peut étre
déterminé par I’étude des densités parasitaires en périodes asymp-
tomatiques et en périodes fébriles, dans le cadre d’études longitu-
dinales ou d’études cas-témoins. Il permet le diagnostic des acces
palustres simples avec a la fois une bonne sensibilité et une excel-
lente spécificité.
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A titre indicatif, les seuils utilisés pour le diagnostic des
acces palustres varient dans la littérature selon le niveau d’endé-
micité et I’dge des patients, de 100 a plus de 20000 parasites/uL.
Des seuils a 1000, 5000 et 10000 parasites /uL ont souvent été uti-
lisés (Tableau V, tiré de (92)).

- Intéréts et limites de 1’utilisation de la parasitémie pour
le diagnostic des acces palustres simples

L’ observation occasionnelle de densités parasitaires tres éle-
vées en I’absence de symptome et la variabilité de la parasitémie
ont souvent été des arguments contre 1’utilisation de la densité para-
sitaire pour le diagnostic des acces palustres simples (112-114). Des
études parasito-cliniques longitudinales quotidiennes d’enfants et
d’adultes n’ont pas permis d’associer clairement une parasitémie
initialement élevée et la survenue ultérieure d’hyperthermie.
L’absence de prise en compte des signes cliniques de fievre autres
que I’hyperthermie (par exemple: sensation de corps chaud, frissons,
sueurs), pendant et surtout avant le suivi, limitent la portée de ces
études. En effet, la persistance de parasitémies élevées et asymp-
tomatiques pendant des jours et des semaines apres un acces palus-
tre pas ou incomplétement traité est connue depuis les expériences
de malariathérapie (40) et les observations longitudinales des infec-
tions naturelles (109, 115, 116). Le schéma d’étude utilisé et 1’ab-
sence de prise en compte de cette particularité de 1’infection plas-
modiale ne permettaient donc pas de conclure correctement a
I’association entre densité parasitaire et risque de fievre.

11 est clair cependant qu’un seuil parasitémique ne peut €tre
utilisé partout. En effet, le niveau d’endémie et le niveau d’immu-
nité anti-palustre acquise par les individus peuvent varier de facon
importante sur de petites distances. Ainsi, les personnes venant
consulter dans une structure sanitaire peuvent étre originaires de sites
qui différent par des niveaux de transmission variant d’un facteur
100, de I’hypo- a I’hyper-endémicité. Dans ces conditions, il devien-
drait hasardeux d’utiliser un seuil parasitologique adapté pour cer-
tains patients mais inadapté pour d’autres, sans avoir la possibilité
de choisir avec certitude, face au malade, le « bon critere diagnos-
tique ».

La microscopie ou les tests rapides par immunocapture
d’antigenes plasmodiaux sont parfois disponibles dans les struc-
tures sanitaires périphériques des zones d’endémie. On peut se
demander quelle place ils peuvent avoir pour le diagnostic des acces
palustres (88). Les tests rapides ont des qualités, un cot et une faci-
lité d’utilisation sur le terrain ne nécessitant pas une formation
longue et difficile comme celle des microscopistes, qui permettent
leur intégration dans les procédures de prise en charge des malades
de pays en développement (5, 6). Leur capacité de détection des
infections plasmodiales (sans I’estimation de la densité parasitaire
que permet I’examen microscopique) les rendent particulierement
attractifs pour sélectionner les malades fébriles relevant d’un trai-
tement antipaludique dans les zones de faible endémie, comme la
plupart des grandes villes subsahariennes qui rassemblent une pro-
portion croissante des populations africaines, dans des camps de
réfugiés ou au cours d’épidémies. Dans les zones de forte endémie
(en pratique des que le taux de prévalence des infections plasmo-
diales patentes dépasse 20 %), ces tests rapides et la microscopie
révelent des infections plasmodiales chez de nombreux habitants
malades ou asymptomatiques et ont donc une spécificité insuffi-
sante pour étre utiles dans la prise en charge des patients (88). La
densité parasitaire, lorsqu’elle est utilisable, permet dans ces cas
d’estimer la part des fievres attribuables au paludisme. Dans les
zones de faible endémie, en pratique lorsque le taux de prévalence
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des infections plasmodiales patentes est inférieur a 20 %, la sim- - Place des algorithmes cliniques pour le diagnostic des
ple mise en évidence d’une infection plasmodiale patente (i.e. indé- acces palustres simples

pendamment de la densité parasitaire) peut étre utile pour le diag- La prise en compte de signes cliniques et de symptomes
nostic de paludisme clinique et le choix de I’administration d’un autres que I’hyperthermie a été proposée pour surmonter la diffi-
traitement antipaludique. culté du diagnostic du paludisme clinique. Dans une revue,

Tableau V. Niveaux de seuils de parasitémies a P. falciparum pour le diagnostic des accés palustres.

Pays (lieu) Endémie Population d'étude Age Seuil de densité parasitaire Réf.
Pakistan Hypoendémie Cas : consultant fébrile Enfants &
(4 villages, Punjab) (< 1 PIHan) Témoin : consultant non fébrile adultes < 1000/uL. (144)

Burkina Faso Hypo-mésoendémique (Rl < 15 ans 15 000/uL

. N (Tr ou To > 38°C) (145)
(Bobo-Dioulasso) (0,14 a 4,6 PIHan) THwttn gEomEaT o e Adultes 500/uL
Cas : population fébrile (Ta > 37,5°C) < 12 mois 100/uL
(pris comme leurs propres témoins) 12-23 mois 3500/uL (146)
Ghana Hypo-mésoendémique Témoin : population asymptomatique
(Prampram) (8,5 PIHan)
Cas : population et consultant fébrile (Ta < 12 mois 100/uL
> 37,5°C) ou histoire de fievre Témoin : 12-23 mois 1 700/uL
idem précédemment
Bénin Mésoendémique Cas : population fébrile (Tr > 38°C);
(Villages de la cote) (TP 41%) Témoin : population asymptomatique < 3ans 1 000/uL. a4mn
Gambie < . Saison des pluies:
(Villages de la zone de Mesoer}demlque Cas : population fébrile (Ta > 37,5°C); <7 ans > O,OO/“L . (148)
. (IP 26 a 34%) P . s (pas proposé comme seuil)
Farafenni) Témoin: population asymptomatique
Papouasie- . - Cas : population fébrile (Ta > 37,5°C) ou <5 ans 1 000/uL
Nouvelle Guinée 1(\;[; Zogk;y;)g{r;;l st histoire de fi¢vre; 5-19 ans 10 000/uL (149)
(Wosera, 10 villages) “ Témoin : population asymptomatique > 20 ans 1 000/uL
Cote d'Ivoire Hyperendémique Qas . populat\mn ‘febnle (Ta 2 37,5°C) ou 0-4 ans 2 500/uL
(région de Korhogo) (130 PIHan, IP > 70% nourrissons 15t0ire de fievre; 7-9 ans 1 000/L. (150, 151)
T Témoin : population asymptomatique > 10 ans 100/uL
Bénin Hyperendémique Cas : consultant fébrile 0-12 ans 3 000/uL (152)
(Cotonou & villages) (IP > 80%, enfants) Témoin : population asymptomatique Adultes 1 000uL
Sénégal . .
Hyperendémique Cas : consultant fébrile (T >38°C) Enfants &
(Magobel) (TP 35%, enfants et adultes) Témoin : consultant apyrétique adultes 10 000/uL. as3
Burkina Faso Hyperendémique Cas : consultant fébrile (T > 38°C) Enfants & 10 000/L (154)
(Milieu rural, Sud-Ouest) (IP 47,9%, enfants et adultes) Témoin : consultant apyrétique adultes M
. Hyper-holoendémie Cas : population fébrile (Tr > 37,5°C);
Tanzanie (IP > 90%) Témoin : population asymptomatique <6ans > 000/l 89
g i ébri 9 -4 iS.
Cote d'Tvoire Hyper-holoendémie C.as " POPU]al\lon (o (1 2 37:551C) o = i oL A1,
(région de Danané) (> 300 PIHan) histoire de fievre; 5-9 ans 1 000/uL en
€ Témoin : population asymptomatique > 10 ans 500/uL. préparation
Congo Hyper-holoendémie Cas : consultant et population fébrile SCE <15 2~/1 lg.eg(c)(());yf (102)
(Linzolo+4 villages) (> 300 PIHan) (Ta > 38°C); Témoin : population ans = WL
<5 ans 19 900/uL.
Congo Hyper-holoendémie Cas : consultant fébrile (Ta > 37,5°C) 5-10 ans 7713/uL (155)
(Mayombe, 3 villages) (> 300 PIHan) Témoin : population apyrétique 10-15 ans 2 372/uL
> 15 ans 537/uL
<lan 29 400/uL
1 an 32 400/uL
2 ans 23 250/uL
Cas : population fébrile (Ta > 37,5°C) 5 ans 17 100/uL
- . Hyper-holoendémique Témoin : population asymptomatique 7 ans 13 760/uL
Sénégal (Dielmo) (200 PIHan) (pris comme leurs propres témoins) 10 ans 10 010/uL on
15 ans 7 800/uL
20 ans 6 370/uL
30 ans 4 680/uL
60 ans 3 380/uL

PIHan: Piqiires infectées par personne par an. Tr: température rectale; Ta: température axillaire; To: température orale. SCE: fievre sans cause évidente. IP: indice plasmo-
dique chez les asymptomatiques
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Chandramohan et al. ont évalué 1'utilité d’algorithmes cliniques
pour sélectionner les malades qui ont réellement besoin des traite-
ments antipaludiques (117). Les auteurs concluent que I’approche
syndromique du diagnostic des acces palustres n’est pas assez exacte
pour décider de 1’administration d’antipaludiques a un malade
fébrile. En zone de forte endémie ou les méthodes de diagnostic
parasitologique ne sont pas disponibles ou utilisables, les risques
associés aux retards de traitement dépassent les bénéfices attendus
de I’économie de médicaments. Le traitement présomptif des fie-
vres par antipaludiques reste donc approprié dans ces situations si
le diagnostic d’acces palustre par exces n’aboutit pas a ignorer d’au-
tres étiologies curables des fievres et, notamment, des manifesta-
tions respiratoires ou neurologiques. Les auteurs admettent que 1’ap-
proche syndromique pourrait étre utile pour sélectionner les patients
en vue de la réalisation de tests microscopiques ou de tests rapides,
ou en vue de I’administration de médicaments de deuxieme ligne,
plus efficaces mais plus coliteux. Les algorithmes cliniques mis au
point jusqu’a présent pour le diagnostic des acces palustres sont
cependant spécifiques des sites ou ils ont été élaborés et nécessi-
tent des études de validation pour étre utilisés ailleurs ou en rou-
tine (117).

o L’attribution au paludisme de manifestations cliniques
graves, de I’anémie et des petits poids de naissance.

Les cas graves examinés dans les structures sanitaires ont
souvent bénéficié de soins et de traitements antipaludiques avant
leur admission. L’étude de la relation entre ces manifestations cli-
niques graves et la densité parasitaire est génée par ces traitements.
Le diagnostic de paludisme grave est généralement porté sur I’ as-
sociation de signes cliniques ou biologiques de gravité, et de la
simple observation d’une parasitémie a P. falciparum. L’ absence
de spécificité des manifestations cliniques (troubles de la
conscience, convulsions, détresse respiratoire, cedeme aigu du pou-
mon, ictére, hémoglobinurie, syndrome hémorragique, choc) et
biologiques (anémie) et la fréquence des infections plasmodiales
dans les zones de moyenne ou de forte endémie pose les mémes
problemes diagnostiques que pour les acces palustres simples, sans
que 'utilisation de la densité parasitaire permette de trouver une
solution.

L attribution au paludisme de faibles poids de naissance ou
d’une anémie (définie par la concentration sanguine en hémoglo-
bine, le dénombrement des hématies ou le taux d’hématocrite) d’ori-
gine le plus souvent multifactorielle est encore plus problématique.
En pratique, c’est I’amélioration des indices hématologiques et du
poids des nouveaux nés apres I’administration de traitements ou de
mesures préventives spécifiquement antipaludiques qui permet de
montrer leur origine palustre. Il s’agit donc d’attribuer ces signes
cliniques ou biologiques au paludisme au niveau de groupes plu-
tot qu’au niveau d’individus.

Comment évaluer la morbidité attribuable au paludisme ?

Le probleme de I’évaluation de la morbidité palustre se pose
au moins dans trois contextes : en santé publique pour I’estimation
du poids de la prise en charge des cas simples et graves de paludisme
dans les structures sanitaires, en recherche clinique pour 1’évalua-
tion des traitements et des mesures prophylactiques (médicaments,
vaccins, protections anti-vectorielles) et en recherche plus fonda-
mentale pour 1’étude de la physiopathologie et des déterminants, par
exemple immunologiques et génétiques, de la sensibilité clinique
au paludisme.
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Il ne semble ni possible, ni adapté d’utiliser la méme défi-
nition diagnostique de la morbidité palustre ou le méme systeme de
recueil de données dans chacun de ces contextes.

* Santé publique : évaluation du poids du paludisme dans
les structures sanitaires

L’évaluation du poids du paludisme pour les systemes de
soins ne peut s’effectuer que dans les structures sanitaires par un
recueil passif de données. En pratique, cela consiste a comptabili-
ser les consultations et les hospitalisations attribuées au paludisme.
Les estimations publiées de la morbidité attribuée au paludisme en
Afrique et reprises par I’OMS (87) sont généralement obtenues
ainsi, sur des bases purement cliniques, sans validation d’algo-
rithmes diagnostiques précis ni utilisation de données parasitolo-
giques. L’expérience a montré que la valeur de ces données était
douteuse et qu’elles ne permettaient pas d’évaluer valablement le
poids du paludisme ou I’impact des stratégies nationales de lutte.
Ces données servent pourtant de référence au niveau national et
international (87). Une évaluation fiable devrait reposer sur un sys-
teme de collecte de données adapté au contexte épidémiologique
et aux moyens disponibles plutdt qu’a une méthodologie indiffé-
renciée, commune a I’ensemble des structures sanitaires d’un pays
et indépendante de 1’endémicité. Dans les situations économiques
et sanitaires actuelles, la proportion des cas de fievre et de formes
graves attribuables au paludisme pourrait étre évaluée par des
enquétes ad hoc reposant sur une méthode diagnostique valide, dans
un échantillon représentatif des structures sanitaires. Pour cela, des
individus non fébriles et des consultants pour des pathologies graves
d’étiologie non palustre seraient recrutés parmi les consultants de
ces structures sanitaires et serviraient de groupe témoin pour 1’ana-
lyse des densités parasitaires.

* Recherche clinique :
méthodes prophylactiques

Lefficacité d’une vaccination antipaludique, d’une chi-
mioprophylaxie, d’un nouveau traitement ou d’'une méthode de lutte
ou de protection anti-vectorielle sur la morbidité palustre peut étre
évaluée dans les structures sanitaires par un recrutement passif, ou
en population par une recherche active des cas. Les objectifs et les
contraintes opérationnelles sont différents.

Lorsque I’évaluation est réalisée dans une structure sanitaire
avec un recrutement passif, I’objectif est généralement pragmatique.
On cherche a savoir si ’intervention permet de diminuer le nom-
bre de cas vus dans les structures sanitaires et donc, implicitement,
la charge de travail du systeme de santé. L’installation d’une équipe
de recherche est généralement facilitée par la structure sanitaire. Les
cas simples ou graves de paludisme peuvent s’y concentrer. Le
recrutement passif tend cependant a sous-estimer fortement I’inci-
dence réelle car la guérison spontanée et rapide des manifestations
cliniques simples est fréquente (108, 111) et les habitudes d’auto-
médication répandues. Certaines manifestations graves comme
I’anémie peuvent rester indétectables par les familles tandis que
d’autres, comme les convulsions ou les troubles de la conscience,
peuvent étre interprétées comme ayant une origine mystique ne rele-
vant pas du systeme de santé officiel. Le recrutement passif des cas
dans les structures sanitaires est donc plus ou moins fortement
biaisé. L aire de recrutement est généralement mal définie et peut
étre tres étendue pour les formes graves.

La nécessité d’effectifs suffisants pour assurer la puissance
souhaitée est un argument souvent avancé pour faire reposer 1’éva-
luation d’une nouvelle méthode de prévention ou de traitement sur

évaluation de efficacité de
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un recrutement passif des cas dans des structures sanitaires ou ils
se rassemblent. Il n’est cependant pas évident que cette démarche
soit toujours valide. L’augmentation de la taille des échantillons et
donc de I’aire de recrutement se fait le plus souvent au détriment
de ’homogénéité des populations échantillonnées en termes d’ex-
position a la transmission, d’acquisition d’une immunité naturelle
et donc de criteres diagnostiques. Ce dernier point est crucial. La
puissance d’une comparaison d’incidence de la morbidité dépend
plus de la spécificité du critere diagnostique que de sa sensibilité
(118). Il est possible qu’une part importante de la puissance que I’on
espere gagner en recrutant plus de cas dans des structures sanitaires
tres fréquentées soit perdue a cause des erreurs diagnostiques liées
a I’hétérogénéité des populations échantillonnées et a ’inadapta-
tion de criteres diagnostiques pas assez spécifiques. Evaluer 1’en-
démicité et définir un critere diagnostique pour chacune des popu-
lations recrutées entrainerait une surcharge de travail et diminuerait
I’intérét du recrutement dans les structures sanitaires.

Les études en population sont parfois plus difficiles a met-
tre en ceuvre mais elles apportent souvent des informations de meil-
leure qualité. Il existe plusieurs bonnes raisons d’étudier de petites
populations exposées naturellement au paludisme en recherche cli-
nique. En faisant I’hypotheése que 1’effet d’un vaccin, d’un médi-
cament ou d’une nouvelle méthode de protection antivectorielle est
sensiblement le méme quels que soient les individus étudiés, la
représentativité de 1’échantillon importe moins que son homogé-
néité. Nous sommes alors dans une approche plus explicative que
pragmatique (119). Il s’agit de démontrer I’effet de 1’intervention
dans des conditions optimales. Plus I’échantillon étudié est homo-
gene, plus la puissance de 1’étude est susceptible d’étre élevée. La
recherche active des cas a aussi plusieurs avantages. Le nombre
d’épisodes cliniques détectés est généralement supérieur a celui des
épisodes détectés passivement (111). Par ailleurs, la recherche active
des cas limite les biais de recrutement. Des les premieres infections
plasmodiales, 1’acquisition d’un certain niveau d’immunité peut se
traduire par la survenue d’acces palustres courts (108), potentiel-
lement auto résolutifs sans traitement antipaludique spécifique. Ces
épisodes cliniques ont moins de chance d’étre observés dans les
structures sanitaires, par dépistage passif, que les épisodes plus
longs. Ils font perdre moins de jours de santé, mais ils pesent cepen-
dant, par leur nombre, sur la santé des populations et sont a I’ori-
gine d’auto traitements onéreux qui favorisent I’émergence de résis-
tances aux antipaludiques (120). Les essais qui ne prennent pas en
compte ces formes cliniques peuvent donc fournir une estimation
biaisée de I’efficacité de vaccins ou de mesures prophylactiques sur
la santé réelle des populations. La surveillance active des personnes
participant a I’étude permet enfin de leur assurer une meilleure sécu-
rité contre 1’évolution des acces palustres simples et contre les effets
indésirables graves ou fugaces des interventions testées.

Le choix du mode de recrutement des cas et de la méthode
d’attribution de la morbidité au paludisme dépend donc étroitement
de l’approche, pragmatique ou explicative, qui est choisie.
Lorsque cette distinction n’est pas explicite, il peut exister une ina-
déquation entre le schéma d’étude et son objectif réel. De ce point
de vue, I’exemple des essais de vaccins antipaludiques est éloquent.
Plus d’une cinquantaine de vaccins contre le paludisme sont en
développement, encore au stade de validation du concept et de la
démonstration d’une efficacité clinique. Aucun modele animal ne
permettant de choisir les meilleurs candidats, il est actuellement
admis que seuls des essais chez les humains permettraient de cri-
bler ces vaccins. Paradoxalement, les essais de phase IIb actuelle-
ment réalisés font généralement appel a plusieurs centaines voire

a plus d’un millier d’enfants. Cette taille d’échantillon est liée au
recrutement passif dans des structures sanitaires qui limitent le taux
d’incidence observable et a I’analyse du seul premier acces palus-
tre enregistré pendant le suivi de chaque individu. Ce schéma
d’étude limite le nombre d’études qui pourraient étre menées a cause
de leur taille et de leur cofit. Il réduit par conséquent la probabilité
de découverte d’un vaccin efficace et allonge le délai de sa mise au
point. Ainsi, avec un taux d’incidence d’acces palustres dans le
groupe témoin prévu a 0,11 acces par enfant en 6 mois, une puis-
sance de 80 % et une efficacité attendue de 50 %, un essai de phase
II publié (121) nécessitait le recrutement de 1 402 enfants. Dans une
situation épidémiologique comparable, dans des populations du
Sénégal suivies depuis plus de 10 ans (109, 116) avec une détec-
tion active des cas par visite quotidienne des maisonnées et une ana-
lyse de I’incidence des acces palustres en régression de Poisson, une
cinquantaine d’enfants (0-4 ans) suffiraient pour avoir 90 % de
chance de détecter une efficacité de 50 %. 1l est vrai que pendant
le semestre ou la transmission est la plus élevée, le taux moyen d’in-
cidence des acces palustres enregistré dans ce groupe d’age est de
I’ordre de 270 % (2,7 acces par enfant en 6 mois). Cette analyse du
nombre total des acces palustres, en régression de Poisson, suppose
que I’on admette que plusieurs acces palustres successifs survenant
chez un méme individu sont indépendants les uns des autres condi-
tionnellement a I’individu. Cette hypothese est difficilement véri-
fiée. Elle empéche, dans la plupart des essais cliniques actuels, de
considérer le nombre total d’accés palustres comme le critere prin-
cipal d’évaluation a la place du délai de survenue d’un premier acces
(122, 123).

* Recherche fondamentale : évaluer la morbidité pour com-
prendre ses déterminants.

Lorsque il s’agit d’étudier la physiopathologie des acces
palustres simples ou graves, ou d’identifier les déterminants immu-
nologiques ou génétiques de la sensibilité clinique au paludisme,
I’approche est explicative. Les travaux devraient idéalement &tre
menés en population avec une recherche active des cas. Le critere
diagnostique devrait étre le plus spécifique possible et reposer sur
une analyse précise de la relation entre I’infection plasmodiale et
les manifestations cliniques. Cela est réalisable pour I’étude lon-
gitudinale de la morbidité palustre simple en population. Cela n’est
pas possible pour les formes graves du paludisme. Leur incidence
est faible en comparaison de celle des formes simples. Les effec-
tifs suivis devraient donc étre importants pour obtenir une puissance
suffisante. La recherche active des cas impliquerait cependant de
traiter efficacement tous les acces palustres simples diagnostiqués
et donc d’empécher leur évolution vers des formes graves. Cela rend
pratiquement impossible 1’étude du paludisme grave en population
par un dépistage actif et complique la définition de criteres de diag-
nostic spécifiques.

La recherche d’une association entre des facteurs génétiques
ou des réponses immunologiques et la sensibilité clinique au palu-
disme nécessite en pratique d’évaluer la morbidité palustre au niveau
individuel. La méthode de la fraction attribuable pour le diagnos-
tic se préte mal a ce type d’étude. Par ailleurs, I’dge peut étre un puis-
sant facteur de confusion associé a la fois au niveau de réponse
immunologique et a la sensibilité clinique au paludisme. L’age doit
donc étre systématiquement contrdlé lorsque 1’on veut identifier une
réponse immunologique ou un antigéne associés a I’'immunité cli-
nique antipalustre (103, 105). Pour les études génétiques, la défi-
nition des phénotypes de sensibilité clinique au paludisme doit aussi
tenir compte de 1’age auquel les individus ont été suivis et du niveau
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de transmission auquel ils ont été exposés dans les semaines pré-
cédant les observations. Pour cela, on peut par exemple utiliser
I’écart entre le nombre d’acces palustres observés chez chaque indi-
vidu et le nombre d’acces palustres attendus en moyenne chez les
individus du méme age a la méme période (124).

* Choix des populations étudiées : le piege des populations
dites «a risque»

Le choix de I’age des individus étudiés ou des périodes de
suivi peut étre crucial et doit étre effectué avec prudence. Dans
I’étude de la relation entre 1’exposition a la transmission de P. fal-
ciparum, 1’acquisition d’une immunité et 1’incidence des acces
palustres, la restriction des échantillons aux enfants de moins de 5
ans aboutirait a conclure que le poids du paludisme augmente des
zones de transmission moyenne (de I’ordre de quelques dizaines de
piqlres infectées par personne par an) aux zones de transmission
élevée (de I’ordre de centaines de piqfires infectées par personne par
an). Cependant, lorsque I’on considere 1’ensemble de la population,
tous ages confondus, I’incidence des acces palustres simples est clai-
rement supérieure dans les zones de transmission moyenne (125).
L’immunité naturelle acquise précocement dans les zones de forte
transmission n’est obtenue que bien plus tardivement lorsque la
transmission est plus faible. Ce résultat fondamental suggere qu’a
long terme, la réduction de la transmission d’un niveau élevé a un
niveau moyen pourrait avoir un effet néfaste sur I’incidence globale
des acces palustres simples, la forme clinique de loin la plus fré-
quente.

Sur un autre registre, il est souvent admis que I’augmenta-
tion de la sensibilité clinique des femmes enceintes au paludisme
serait liée a la sélection au niveau du placenta de populations par-
ticulieres de P. falciparum capables d’adhérer a des récepteurs pla-
centaires. Cette augmentation de la sensibilité au paludisme est clai-
rement démontrée par la comparaison de I’incidence des acces
palustres chez des femmes enceintes et des femmes non enceintes
du méme age. En comparant I’incidence des acces palustres sim-
ples chez des femmes avant et pendant leur grossesse ainsi que pen-
dant leurs premier trimestre de post-partum et I’année qui a suivi,
il a été possible de démontrer que I’augmentation de sensibilité cli-
nique au paludisme persistait trois mois apres I’accouchement (35).
Ce résultat remet en cause I’hypothese de la sélection placentaire
des parasites responsables des acces palustres des femmes
enceintes.

Le choix des schémas d’étude, des méthodes de diagnos-
tic et de recrutement des cas pour I’évaluation de la morbidité palus-
tre en zone d’endémie dépend donc des objectifs, des formes cli-
niques considérées, de I’histoire naturelle des infections
plasmodiales et de leur relation avec la survenue des épisodes patho-
logiques. Ce choix dépend aussi de 1’approche, pragmatique ou
explicative, dont les différences radicales restent souvent insoup-
connées ou ignorées. Cette distinction conditionne 1’adéquation des
études a leurs objectifs et leur puissance. Elle conditionne ainsi la
mise au point de nouvelles méthodes de lutte efficaces contre la mor-
bidité attribuable au paludisme en zone d’endémie.

Mortalité

Plus encore que les formes cliniques graves, I’attribution des
déces au paludisme pose des problemes méthodologiques majeurs
(126). 11 est tout d’abord important de considérer qu’un déces n’est
pas nécessairement attribuable a une seule cause. On parle géné-
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ralement de mortalité palustre directe lorsque le paludisme est la
cause nécessaire et suffisante des déces et de mortalité palustre indi-
recte lorsque le paludisme est une cause nécessaire mais pas suf-
fisante au déces.

Mortalité palustre directe

L’estimation de la mortalité palustre directe n’est pas aisée.
Il est le plus souvent difficile d’attribuer correctement un déces a
une cause. Pour cela, il faudrait que les déces surviennent dans une
structure sanitaire pourvue des moyens d’investigation permettant
ce diagnostic. En zone d’endémie, la proportion des déces surve-
nant dans des structures sanitaires est souvent faible (< 10 %) et trés
variable selon I’4ge des patients, les présentations cliniques, les lieux
et les périodes. Il n’est pas évident non plus que les données cli-
niques et biologiques qui sont enregistrées dans ces structures per-
mettent un diagnostic de cause de déces fiable.

Les autopsies sont effectuées exceptionnellement en zone
d’endémie palustre et il n’existe pas de critere standard et reconnu
pour effectuer le diagnostic de déces par paludisme. Lorsqu’elles
ont été effectuées, les autopsies ont permis de montrer que les causes
réelles de déces attribuées cliniquement au paludisme pouvaient étre
tres différentes. Parmi 31 déces attribués au neuropaludisme dans
un hopital, Taylor et al. ont montré que 23 % avaient en réalité une
tout autre cause (127). Parmi les signes cliniques, seules des réti-
nopathies détectables par I’examen du fond d’ceil permettaient, en
présence d’une parasitémie patente, d’attribuer correctement les
manifestations neurologiques centrales au paludisme (128). Il est
probable que I’attribution au paludisme des déces liés aux autres
formes graves (i.e. autres que le neuropaludisme), sur des bases cli-
niques et biologiques, ait une spécificité encore moins bonne.

Meéme si I’on pouvait établir sans erreur la cause palustre
de déces survenant dans les structures sanitaires, 1’estimation des
taux de mortalité se heurterait au probleéme de définition de la popu-
lation de référence. En effet, I’aire de recrutement des structures
sanitaires n’est généralement pas simple a établir. Il est donc dif-
ficile d’estimer les dénominateurs nécessaires pour calculer des taux
de mortalité a partir de données hospitalicres.

La technique des autopsies verbales consiste a tenter d’iden-
tifier la ou les causes de déces selon I’age du patient, I’ histoire cli-
nique de la maladie, et le contexte (e.g. saison) du déces rapportés
par les proches. Depuis plus d’une quinzaine d’années, de nom-
breuses études ont porté sur sa validité, sa mise au point et ses résul-
tats pour évaluer la mortalité par paludisme dans différentes situa-
tions épidémiologiques (129-143). L’ autopsie verbale repose sur une
procédure et un questionnaire standardisés. Elle fait I’objet d’un arti-
cle spécifique de P. Chippaux dans ce numéro de la revue avec pré-
sentation de questionnaires utilisés au Sénégal par I'IRD. Les résul-
tats de I’autopsie verbale dépendent des items du questionnaire, de
I’examinateur (i.e. de ses compétences médicales et de sa langue
par rapport a celle des personnes interrogées), de 1’algorithme de
diagnostic, de 1’age du patient et de la forme clinique au moment
du déces. Par exemple, le déces d’un enfant de 5 ans, en saison des
pluies, dans un tableau de coma fébrile durant depuis plusieurs jours
est plus facilement attribuable au paludisme qu’une détresse res-
piratoire chez un jeune enfant qui peut étre confondue avec une
pneumopathie ou une anémie qui est difficilement décrite par les
proches. Comme les autopsies verbales sont généralement menées
en population dans le cadre d’études démographiques, il est facile
d’évaluer le dénominateur nécessaire au calcul des taux de morta-
lité attribuée au paludisme par cette méthode.
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Mortalité palustre indirecte

Lorsque il a été possible d’estimer la mortalité palustre
totale (i.e. directe et indirecte) en comparant la mortalité globale
avant et apres 1’élimination du paludisme d’une zone, on s’est géné-
ralement rendu compte qu’elle était environ deux fois plus impor-
tante que la seule mortalité palustre directe. Pour 1’estimer, il fau-
drait donc considérer les déces qui auraient été évités (i.e. en fait
seulement retardés) si le paludisme avait été supprimé, toutes autres
choses égales par ailleurs. Ce mode d’évaluation pose le probleme
de la réelle spécificité des interventions ayant permis d’éliminer le
paludisme. Il est difficile d’imaginer que 1’amélioration de la prise
en charge des malades ne puisse concerner que le paludisme. Méme
la mise en place de mesures de lutte spécifiques contre les vecteurs
du paludisme peuvent aiguiser I’intérét des populations pour leur
santé, améliorer leurs connaissances et leurs comportements pré-
ventifs et thérapeutiques, par exemple vis-a-vis des programmes de
vaccination ou de la nécessité de consulter rapidement en cas de
maladie. Ainsi, ni la spécificité des interventions contre le paludisme
ni le maintien de «toutes les choses égales par ailleurs» ne peut étre
assuré.

Il faut enfin considérer le fait qu’il existe des tendances
séculaires d’évolution de la mortalité indépendantes d’une cause
unique (e.g. liées a I’amélioration de I’hygiéne et des conditions de
vie), que les causes de déces sont en compétition les unes avec les
autres, et que les individus mourant a cause d’une pathologie sont
aussi ceux qui, «plus fragiles», seraient aussi décédés d’une autre
pathologie. Dans ce domaine, les facteurs de confusion et les biais
peuvent étre nombreux.

L’évaluation de la mortalité palustre, qu’elle soit directe ou
indirecte, pose des problemes difficiles a résoudre. Evaluer des inter-
ventions de lutte antipaludique par leur impact sur la mortalité géné-
rale n’est pas satisfaisante non plus. En effet, a cause du manque
de spécificité du critere d’évaluation par rapport a I’intervention éva-
luée, les effectifs nécessaires a ce genre d’étude sont généralement
extrémement importants.

Conclusion

Les méthodes d’évaluation du poids du paludisme dans une
population et de I’efficacité de mesures de lutte sont nombreuses.
Les plus faciles a mettre en ceuvre sont probablement celles qui
reposent sur 1’évaluation des parasitémies ou des réponses
immunes antiplasmodiales dans le cadre d’études transversales ou
longitudinales. Cependant, comme 1’immunité acquise naturelle-
ment permet a la plupart des individus vivant en zone d’endémie
de supporter des parasitémies en restant asymptomatiques et que
I’attribution des déces au paludisme est difficile, les criteres les plus
pertinents d’évaluation concernent la morbidité et en particulier les
acces palustres simples. La prise en compte de la densité parasitaire
dans I’attribution des fievres au paludisme est complexe mais reste
le plus souvent réalisable dans des études longitudinales comme
dans des études cas-témoins.
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