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pl Microlitre

Ac: Anticorps

AgQ: Antigéne

ARNmM Acide ribonucléique messager

COVID: Coronavirus

CPN:: Consultation Prénatale

CPS: Chimio Prévention Saisonniere

CSCom : Centre de Santé communautaire

DCI : Dénomination commune internationale

DEET : N, N-diéthyl-méta-toluamide

FAPH : Faculté de Pharmacie

FN : Faux Négatif

FP: Faux Positif

GE: Goutte Epaisse

Hb : Hémoglobine

HRP : Protéine riche en histidine

ICEMR : Centre international d’excellence en recherche sur le paludisme
g : Immunoglobuline

J-C: Jésus Christ

NIAID/NIH : Institut national des allergies et des maladies infectieuses/Instituts nationaux de la santé
OHVN': Office de la Haute Vallée du Niger

OMS : Organisation mondiale de la santé

pP.f: Plasmodium falciparum

P.m: Plasmodium malariae

P.v: Plasmodium ovale

P.v: Plasmodium vivax

PCD: Détection Passive des Cas

PfHRP : Plasmodium falciparum histidine riche proteine

PID : Pulvérisation Intra Domiciliaire

pLDH : Plasmodium Lactate déshydrogénase

REDCap : Research Electronic Data Capture

RN : Route National

TBVs : Transmission-Blocking vaccines (vaccins bloguant la transmission)
TDR: Test de Diagnostic Rapide

TNF : Tumor Necrosis Factor (Facteur Nécrosant Tissulaire)

UCRC: Centre Universitaire de Recherche Clinique

USTTB : Université des Sciences Techniques et Technologies de Bamako
VN : Vrai Negatif

VP : Vraie Positif

VPN : Valeur Prédictive Négative

VPP : Valeur Prédictive Positive
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1.INTRODUCTION

Le paludisme est I’épidémie parasitaire la plus meurtriére dans le monde [1]. Selon le rapport
de I’Organisation Mondiale Santé (OMS) 2022 sur le paludisme, 247 millions de cas ont été
enregistrés dans le monde avec un nombre de déces estimé a 619 000 dans le monde en 2021.
La région Afrique de L’OMS continue de payer le plus lourd tribut au paludisme (95 % des cas
et 96 % de tous les décés dus au paludisme en 2021) et les enfants de moins de 5 ans sont les
premieres victimes de la maladie (80 % de tous les décés dus au paludisme de la région) [2,3].
Au Mali, le paludisme constitue la premiére cause de morbidité avec 34% des motifs de

consultations et une forte mortalité chez les enfants de moins de 5 ans [3].

Pour éviter les erreurs de diagnostic occasionnant une utilisation abusive antipaludiques (
responsable en partie de I’émergence de la résistance), I’OMS recommande que tout cas suspect
de paludisme soit confirmé par un examen biologique avant I’instauration d’un traitement [4].
Au Mali le diagnostic est essentiellement basé sur la microscopie qui constitue la méthode de
référence[5-7]. Cependant, le test de diagnostic rapide (TDR) est la technique la plus utilisée
grace a son acces et l’utilisation facile. Ainsi entre 2010-2018, le pourcentage de patients
suspects du paludisme ayant subi un TDR ou une microscopie dans les établissements publics
au monde est passé de 36% a 84% ce qui a beaucoup contribué dans la régression de cette
maladie [4]. Entre 2010 et 2020, 2,2 milliards de TDR ont été distribués par les programmes
nationaux de lutte contre le paludisme dont 88% en Afrique subsaharienne et une vente de 3,1

milliards de TDR durant la méme période avec 81% a destination de 1’ Afrique [7].

Un diagnostic précoce et précis du paludisme est essentiel pour un contréle et une surveillance
efficace de la maladie. La qualité du diagnostic du paludisme est importante dans tous les
contextes, car un mauvais diagnostic peut étre associé a une morbidité et une mortalité
importante. La microscopie a un seuil de detection de 5-20 parasites/ul et nécessite une
infrastructure, elle présente plusieurs avantages tels que : I’identification des espéces, la

précision, la quantification [6].

A la différence de la microscopie, la mise en ceuvre du TDR ne nécessite pas d’infrastructure
contraignante, cependant il peut présenter une proportion de faux négatif estimer de 3 a moins
de 5% pour le HRP2 [8] et une sensibilité de 100% a partir de 51 parasites/ ul pour SD Bioline-
Malaria-Ag Pf/Pan® [9]. Le principe des TDR est basé la détection des protéines de
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plasmodium dans le sang des patients comme le HRP2 (Histidine Riche Protéine 2), le Pldh
(Plasmodium Lactate déshydrogénase) ou 1’aldolase des espéces du Plasmodium[6,10].

Certains facteurs liés au parasite ou aux conditions expérimentales pourraient aliéner le résultat
des TDR. Ainsi la suppression des genes Pfhrp2 et Pfhrp3 (Plasmodium falciparum Histidine
Riche Protéine 2/3) rendent les Plasmodiums indétectables aux TDR a base HRP2. L’OMS
recommande donc aux pays ayant rapporte la suppression des genes et a leurs voisins de mener
des études de référence représentatives sur les cas suspectés du paludisme afin de déterminer si
la prévalence des suppressions de pfhrp2/3 (Plasmodium falciparum Histidine Riche Protéine
2/3) causant de faux négatifs a un seuil de suppression > 5% afin de songer a une alternative
aux TDR existant [7,8].

La présente étude vise a évaluer les causes potentielles de la discordance entre la microscopie
et le TDR dans le village de Dangassa entre 2013 et 2016 dans le contexte du projet ICEMR,

région de Koulikoro, Mali.

Les résultats de ce travail de thése pourraient aider a améliorer la qualité des diagnostics

biologique du paludisme et donc la prise en charge de la maladie.




2. OBJECTIFS

2.1. Objectif général

Evaluer les causes potentielles de la discordance entre les deux méthodes de diagnostic du
paludisme & Dangassa entre 2013 et 2016 dans la région de Koulikoro, Mali

2.2. Objectifs spécifiques

e Déterminer I’incidence du paludisme en fonction de la goutte épaisse (GE) et le test de
diagnostic rapide (TDR) ;
e Déterminer le taux de discordance entre les méthodes de diagnostic du paludisme ;

e |dentifier les facteurs associés a la discordance entre les résultats de TDR et de GE.




3. GENERALITES

3.1. Définition du paludisme

Le paludisme est une érythrocytopathie fébrile et hémolysante due a la présence et au
développement dans le foie puis dans les hématies d’un hématozoaire du genre Plasmodium. Il

est transmis par la piqure infectante du moustique femelle du genre Anopheles [11].

3.2. Historique du paludisme

La découverte du paludisme remonte a une époque tres ancienne, bien que la période exacte ne
soit connue, les premiers signes du paludisme avaient étés décrits depuis 1’antiquité chinoise
2700 ans avant J-C au temps de I’empereur Huang Ti appelé encore Nei Ching ou empereur
Jaune [12].

Le paludisme était apercu comme un dragon a 3 tétes : un marteau symbolisant les maux de
téte, un seau d’eau glacé représentant les frissons et un fer porté au rouge désignant la fievre
[12]. Plus tard au IV®™ siécle avant J-C Hippocrate décrivit la maladie en faisant une triade
« frissons-sueur-fiévre» pouvant étre tierces ou quartes, ainsi quelques années plus tard, les
Grecs et Romains également établirent une corrélation entre les fiévres intermittentes et les
zones de marécage, les médecins de 1I’Inde védiques et brahmanique également avaient
caractérisé la fievre intermittente 1000 ans avant J-C dont les descriptions se trouvaient dans
les Deutéronomes des hébreux et hiéroglyphes des Egyptiens [12,13].

Ainsi aprés des siecles, en 1630 Don Francisco Lopes découvre les vertus curatives de la poudre
d’écorce de quinquina, En 1820 Pelletier et Caventou isolent deux des alcaloides de quinquina
(Quinine et la Cinchonine), 60 ans apres, Laveran découvre a son tour I’hématozoaire du

paludisme [13].

En 1898 Grassi prouve que I’anophéle est le vecteur du paludisme ; ce n’est qu’en 1948 que le
cycle parasitaire a été compléter suite a la mise en évidence de la forme tissulaire intra

hépatocytaire des hématozoaires par Garnham [13].

Ainsi pour comprendre et diagnostiquer, cette maladie millénaire, les humains déployerent
d’énormes moyens, de I’antiquité a la fin du 16°™ siécle, le diagnostic était essentiellement

clinique. Plus tard la microscopie a vu le jour pour le diagnostic biologique, bien que sa




paternité ne soit connue, 1’invention de la microscopie a été attribuer a 1’opticien Hollandais

Hans Janssen et son fils Zacharias Janssen en 1595[13,14].

3.2. Epidémiologie

Le paludisme est un fléau qui tue chaque année plus de 400000 personnes, c’est la maladie
parasitaire la plus meurtriére, la moitié de la population mondiale est exposée avec 241 millions
de cas dans le monde en 2020 selon le rapport de I’OMS de 2021 [7].
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Figure 1 : Carte du taux d’incidence mondial des cas de paludisme (cas pour 1000 dans les populations a risque) par pays, 2018
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En 2020 le paludisme demeure la maladie parasitaire la plus rependue dans le monde. La
transmission du paludisme est élevée dans toute la zone intertropicale entre le 30° de latitude
nord et le 30° de latitude sud, particulierement en Afrique au sud du Sahara ou le fardeau du
paludisme demeure le plus important [15]. Le fonds mondial précise que depuis 2000, les taux
de mortalité liés au paludisme ont chutés de 60% a 1’échelle mondiale avec une déclaration de
zéro cas dans beaucoup de pays [15,16]. La région Afrique de I’OMS enregistre 215 millions

de cas soit 94% de la totalité, le nombre de décés a diminuer de 44% entre 2000 et 2019.

En Afrique, le Cap-Vert a enregistré zéro (0) cas autochtone pour la premiére fois depuis 1’an
2000 contrairement aux Comores ou il y a une augmentation du nombre de cas en 2019 comparé

a 2018 avec 1986 cas supplémentaires [15].

3.3. Vecteur-transmission et cycle parasitaire :

3.3.1. Vecteur et transmission

Figure 2: Anophele femelle se gorgeant de sang (Center for Disease Control and
prevention)

E




Le paludisme est transmis par la piqdre infectante du moustique (vecteur) du genre Anopheles.
Il existe plus de 400 espéces du genre Anopheles, mais seulement une 30°™ transmette le
paludisme. Quatre especes de Plasmodium sont responsables de la majorité des cas du
paludisme clinique : Plasmodium falciparum, Plasmodium malariae, Plasmodium ovale et
Plasmodium vivax et un cinquieme Plasmodium knowlesi qui est passe des singes (macaques)
a I’homme retrouvé en Asie [16,17]. En Afrique, 99.7% des cas du paludisme serait associé a
I’infection dd au Plasmodium falciparum [13,16]. Anopheles est de I’ordre des Diptera, de la
famille des Culicidae, de sous famille des Anophelinae. L’intensité de la transmission est liée
au parasite, au vecteur, a I’h6te humain et a I’environnement. La complexité du mode de vie de
I’espéce Anopheles (habitats aquatiques, le climat ...). Les espéces avec le caractere

anthropophile et les endophiles sont les plus dangereuses [18].

Les Anopheles se nourrissent essentiellement de jus des nectars et les femelles (hématophage)
prennent du sang pour obtenir les protéines nécessaires a la maturation des ceufs. La fécondation
se fait aprés le choix de /’Anophele male par la femelle dans I’essaim, ensuite la femelle se
gorge du sang (animal ou humain) pour aller pondre dans une gite larvaire. Aprés 1’éclosion il
faut une (01) a (03) semaines selon le genre An. gambiae ou An. funestus a une température de
27°C pour le cycle de vie. La durée de I’étape sporogonique varie de I’espéce Plasmodium,
ainsi le cycle de vie nécessite entre I’ingestion des gamétocytes et la présence des sporozoites
dans les glandes salivaires, 12 jours a 25°C et 23 jours a 20°C A -18°C ou +33°C le cycle
s’arréte.[18] Bien qu’il existe de nombreux genres d’Anophéles, au Mali les vecteurs dominants

sont An. gambiae s.I et An. funestus suivant I’ordre de dominance.

3.3.2. Cycle biologique du Plasmodium

Le cycle biologique du paludisme est 1’'un des plus complexe et intéressant qui mérite une

attention particulaire. Il est divisé en deux grandes étapes et en deux phases [13,18] :

v un chez I’Homme (héte intermédiaire) se passe la phase asexuée ou schizogonique ;

v un chez I’Anophele femelle (héte définitif) se passe la phase sexuée.

a) Cycle chez anophéle

Lors du repas sanguin chez une personne infectée, 1’anoph¢le ingére des gametocytes males et

femelles, leur fusion donne un ceuf (zygote) appelé ookinéte dans le tube digestif. L’ookinete




quitte I’estomac en traversant la couche des cellules épithéliales de I’intestin sur la partie apicale
et se fixe sur la paroi externe de 1’estomac et se transforme en oocyste. Les cellules parasitaires
se divise par méiose pour se multiplier dans 1’0oocyste pour produire des centaines de
sporozoites qui migrent dans les glandes salivaires du moustique lors du repas sanguin sur un
hote vertébré [18,19]. La durée de vie des sporozoites varie en fonction des conditions

climatiques.
b) Cycle chez ’Homme

Aprés infection de 1’hote intermédiaire par les sporozoites, il se déroule deux cycles chez

I’homme : extra-érythrocytaire et érythrocytaire correspondant a la phase asexuée.




e Cycle extra-érythrocytaire

Elle correspond a la phase du développement du parasite cliniguement asymptomatique. Apres
I’inoculation, les sporozoites en une trentaine de minutes atteignent le foie ou ils envahissent
les hépatocytes (cryptozoites) pour se multiplier et donner un schizonte mature ou corps bleu
contenant des milliers de noyaux. Le corps bleu s’éclate et libére des mérozoites qui atteignent
la circulation sanguine provoquant un éclatement des globules rouges. Dans le cas du P. vivax
et P. ovale, les cryptozoites peuvent rester en hibernation (hypnozoites) pendant des mois voire
plusieurs années et entrer en division conduisant ainsi a un cycle exoérythrocytaire retardé

causant la rechute.
e Cycle érythrocytaire

Elle correspond a la phase clinique de I’infection palustre, les signes et la durée des
manifestations varient d’un individu a un autre. Les mérozoites une fois dans le sang
envahissent I’hématiec par endocytose et se transforme en trophozoites. Les trophozoites
augmentent de volume et son noyau se divise devenant ainsi une schizonte qui aprés une
segmentation donne des rosaces, conduisant a la destruction des globules rouges et la libération
de 8 a 32 mérozoites qui de nouveau réinfectent d’autres hématies saines et le cycle réplique.
L’ensemble de ce cycle dure 48 a 72 heures selon 1’espece plasmodiale. Généralement les
gamétocytes apparaissent aprés un certain nombre de cycle vers la deuxieme semaine qui suit
I’infection. Certains mérozoites subissent une maturation accompagnée d’une différenciation
sexuée et se transforme en gamétocytes males et femelles. A la suite une nouvelle pigdre lors
du repas sanguin les gamétocytes sont ingérés par 1’anophéle et le cycle reprend de nouveau
[18,19].
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Figure 3 : Cycle biologique du Plasmodium




3.3.3. Prevention de la transmission
Elle correspond a I’ensemble des moyens utilisés pour éviter la transmission du Plasmodium

par I’anoph¢le femelle.
Elle se repose essentiellement sur la lutte anti vectorielle pouvant étre individuelle et/ou
collective.
e Lutte individuelle : Elle consiste a éviter tout contact physique avec le vecteur.
» Utilisation des moustiquaires imprégnées d’insecticide a longue durée d’action
(MILDA) ;
> Port des habits longs amples de couleur claire et application des répulsifs sur les
parties non couvertes ;
> Utiliser des répulsifs sur toutes les parties non couvertes a base de DEET (N,N-
Diéthyl-m-toluamide) a 30% ou 50%, Icaridine a 30%, IR3535 Citriodiol.
Dormir dans des chambres climatisées (18 a 20) °C.
La fermeture des fenétres et des portes par des moustiquaires et dormir sous
moustiquaire imprégnée ;
La transmission non vectorielle est possible notamment par la voie transplacentaire, la
transfusion sanguine et la greffe des organes ainsi que par la coupure ou exposition accidentelle
au sang des professionnels de santé [20].
e Lutte collective :
> La chimio prévention saisonniére du paludisme (CPS) est une méthode qui consiste a
un traitement de masse avec la sulfadoxine-pyriméthamine et amodiaquine (SP-AQ)
ainsi qu’avec la dihydroartémisinine-pipéraquine (DHA-PQ) de facon mensuel pendant
la période a forte transmission chez les enfants[21].
> Assainissement et destruction des gites larvaires, usage des poissons larvivores,
pulvérisation intra domiciliaire (PID), dans les quartiers et environnent.
e Vaccination :
En fin 2021, I’OMS recommande le vaccin RTS,S qui est le plus avancé a base de protéines
recombinantes qui stimule le systéme immunitaire qui, une fois le P. falciparum pénétre la
circulation sanguine 1I’empéche d’infecter le foie [7,22—24].
D’autre vaccins sont en phase d’essai notamment :
e R21
e TBVs (Transmission Blocking Vaccine)

e ARNM (Protecteur immunitaire)

E




3.4. Diagnostic
3.4.1. Clinique

3.4.1.1. Accés palustre simple :
La période d’incubation varie d’une eSpece a une autre :

» 9a 14 jours pour P. falciparum

» 12 317 jours pour P. vivax

» 16 a 18 jours voir plus pour P. ovale

» Environs 1 mois (18 a 40) ou plus d’une année pour P. malariae
La manifestation cliniqgue commence pendant la phase érythrocytaire ; cette manifestation est
liée a la réaction de 1I’hote au parasite entrainant la destruction des hématies chez 1’hote causant
une anémie. L’hémoglobine libérée par 1’hémolyse engendre une surcharge rénale et est
partiellement transformée en bilirubine dans le foie. L exces est éliminé dans les urines causant
une hémoglobinurie. La libération simultanée et massive des mérozoites et la libération des
hémozoine qui est une substance pyrogene ainsi que la production des cytokines pro-
inflammatoires (IL-1, IL-2, IL-6 et TNF-a) sont responsable de la fiévre, un acceés classique du
paludisme débute par une sensation de malaise, frissons (39°C), une fiévre (40-41°C) et une
sueur caractérisée par une baisse assez rapide de la température corporelle, un pouls rapide et
faible, une polyurie, des céphalées, une myalgie, des nausées et/ou vomissement et une fatigue

extréme. L’examen montre parfois une hépatomégalie et une splénomégalie [25].

3.4.1.2. Acces palustre grave :

Le paludisme est considéré comme grave lorsque il répond a 10 critéres définis par I’OMS mais
ce classement n’est pas commun a certaines catégories de personnes notamment, les enfants de
moins de 10 ans, les femmes enceintes, le voyageur non immun ou ayant perdu son immunité

apres plus d’une année de séjour dans une zone non endémique [25,26].




Tableau 1 : Signes cliniques de gravité regroupes.

[25,26]

Observation Clinique

Observation biologique

-Trouble de conscience ou comma aréactif

-Convulsions généralisées

-Collapsus cardio-vasculaire

-Détresse respiratoire aigue

-Hyperthermie Température corporelle 39-41°C

-Toute altération de la conscience infra-comateux,
tout syndrome neuropsychique aigu

-Ictere clinique

- Hypothermie Température corporelle < 36°C
-Femme enceinte
- Sujet porteur d’une maladie chronique

-Sujet non immun

- Anémie normocytaire sévére
Hématocrite<15-20% Hb<5-6g/dl

- Insuffisance rénale Diurése<400ml,
créatinine sérique >265mmol/I

- Hypoglycémie Glycémie<2.2mmol/l

- Acidose métabolique Ph artériel<7.25 ou
bicarbonate <15mmol/I

- Hémoglobinurie macroscopique
-Hyperparasitémie >2%/100 000ul chez un
sujet non immun ou > 5%/250 000ul en
zone de transmission forte
-Hyperlactacidémie (acide
lactiqgue>5mmol/l)

Tableau 2 : Signes du paludisme chez les enfants de moins de 5ans. [27]

Enfants (0-5) ans

Paleur

Accélération de Pouls

Anémie

Hypotension

Neurologique : Fiévre, Trouble de conscience, Convulsion, Coma de stade 2

Splénomégalie

Hépatomégalie

Géne respiratoire : Toux, dyspnée, Tachycardie,

Myalgie

Nausée

Affaiblissement

Diarrhée

Frisson-Chaleur-Sueur




3.4.2. Diagnostic biologique
3.4.2.1. Diagnostic parasitologique

L’examen direct apres coloration

» Microscopie :

a) Principe

e Goutte épaisse : Elle consiste a concentrer une grande quantité de parasites sur une petite
surface ; la lecture est réalisée apres coloration. Elle permet la numération parasitaire.

e Frottis mince : Cet examen permet la recherche de parasites dans un étalement en
couche mince d’une goutte de sang aprés coloration. Il permet d’identifier 1’espece
plasmodiale.

b) Avantages de la microscopie

C’est une technique basée sur la mise en évidence des parasites. C’est la technique de référence
ayant un seuil de détection bas, elle permet 1’identification des espéces et la quantification des
parasites par pl [28].

c) Limites de la microscopie

La nécessité d’une infrastructure, du courant électrique, la formation d’un agent pour sa
réalisation, et le temps de réalisation un peu long sont les inconvénients rendant ce test difficile
[6].

A. Goutte épaisse

C’est une technique de référence de micro-concentration qui consiste a examiner quelque pl de
sang apres hémolyse des globules rouges et coloration selon le Giemsa. Bien qu’elle soit une
excellente technique de diagnostic, sa réalisation est délicate et nécessite le courant électrique

et un bon lecteur. La détermination d’espéce n’est pas toujours possible.[27]
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Figure 4 : Vue microscopique des trophozoides de Plasmodium falciparum (Cours
campus.cerimes.fr)




B. Frottis mince

Il se réalise en étalant quelque pl de sang sur une lame. Apres séchage la lame est colorée selon
la méthode de May-Griunwald-Giemsa (MGG) ou par du Giemsa apres fixation a 1’alcool. Les
parasites sont colorés en rouge (noyau) et en bleu (cytoplasme) sont retrouvés a I’intérieur des
globules rouges, sa particularité est qu’il y a pas d’hémolyse dans son cas contrairement a la
méthode précédente [27]. Elle permet non seculement 1’identification de I’espéce mais
également du stade parasitaire.
¢ Particularités des espéces plasmodiales

Les cing espéces du Plasmodium on chacune une particularité bien distincte qui les différencies
les unes aux autres [27,29] ;

»  Plasmodium falciparum

Le Plasmodium falciparum est I’espéce la plus rependue et la plus dangereuse causant le
paludisme. A lui seul, il représente 80% des infections humaines et 90% des déces dans le
monde. Il est responsable des fiévres tierce maligne. Son cycle exo-érythrocytaire dure de 7 a
15 jours. La durée de la schizogonie érythrocytaire dure généralement de 48 et se passe tres
généralement dans les capillaires viscéraux et principalement encéphalique. Sa longévité est de
2 mois en moyenne mais peut aller jusqu’a 1 an et cette infection n’est pas a 1’origine de rechute
a distance et sa principale complication est le neuropaludisme.

Ses criteres de diagnostic sont :

e |e trophozoite jeune a un petit anneau délicat, petit grain de chromatine relié a la bande
de cytoplasme. La chromatine peut étre double ou triple avant une forme accolée et on
peut en retrouver plus d’un dans les globules rouges ;

e |e trophozoite en croissance a des anneaux semblables aux jeunes trophozoites mais plus
gros et le cytoplasme forme un anneau complet et la chromatine se retrouve souvent
dans la vacuole ;

e le trophozoite agé occupe parfois les 2/3 de la cellule, le pigment noir est bien visible ;

e |l peut infecter toutes les cellules ;

e la présence des schizontes est rarement observés, leurs présences indiquent une
infection sévere, possedent 8 a 24 noyaux ;

e les gamétocytes sont en forme de banane ou de faucilles, d’ou le nom de cette espéce
P. falciparum ;

e ils apparaissent dans le sang entre 7 et 12 jours.
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Figure 5 : Différents stades du Plasmodium falciparum

1 : Hématie normale ; 2 a 18 : Trophozoites dont 2 a 10 : Trophozoites au stade anneau ou
bague ; 19 a 26 : Schizontes dont 26 : Schizonte rompu ; 27 et 28 :Macrogametes mdrs
(gameéte femelle) ; 29 et 30 : Microgametes mars (gaméte male)[30]




> Plasmodium vivax

Le Plasmodium vivax est une espéce moins répandue, il est responsable du paludisme bénin, il
est a I’origine d’une fiévre tierce avec possibilité de rechute a distance.
Son cycle exo-érythrocytaire dure de 10 a 20 jours et peut atteindre 9 a 10 mois ; sa schizogonie
érythrocytaire dure 48 h et sa longue longévité de 3-4 ans est due aux hypnozoites.
Ses criteres de diagnostic sont :
e les jeunes trophozoites ont un petit noyau avec une vacuole claire et 1 ou 2 graines de
chromatine et peuvent contenir de faibles granulations ;
¢ lestrophozoites en croissance sont nombreux avec une forme amiboide avec une grosse
vacuole, il contient une importante quantité de granulation ;
¢ |e trophozoite mature occupe presque toute la cellule ; la granulation et les pigments
noirs sont évidents ;
e rarement ils infectent plus de 2% des cellules ;
e les schizontes ont 16 a 24 noyaux et ont un pigment brun doré présent en amas ;
¢ les gamétocytes sont plus ou moins ovoides et remplissent le globule rouge ;

e son apparition dans le sang est entre 3a 5 jours ;
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Figure 6 : Différents stades du Plasmodium vivax

1 : Hématie normale ; 2 a 6 : Jeunes trophozoites ; 7 a 18 : Trophozoites ; 19 a 27 : Schizontes ;
28 et 29 : Macrogametes (gameéte femelle) ; 30 : Microgameéte (gamete male)[30].
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> Plasmodium ovale

Pouvant créer de confusion avec le Plasmodium vivax il est également a 1’origine du paludisme

bénin avec possibilité de rechute ; il est rencontré majoritairement en Afrique occidentale et

centrale mais un peu partout. Son cycle érythrocytaire dure de 15 jours a plusieurs mois, Sa

schizogonie érythrocytaire dure 48 heures et sa longue longévité est d’environ Sans est due aux

hypnozoites.

Ses critéres de diagnostic sont :

il a une forme ronde

rarement il infecte plus de 2% des cellules et les cellules jeunes sont les cibles ;

les trophozoites jeunes ont des petits anneaux réguliers avec une vacuole claire ;

les trophozoites en croissance ont une forme réguliére et les cellules infectées sont
nettement agrandies avec une importante granulation.

les trophozoites matures sont proches de ceux de P. vivax lorsqu’ils sont jeunes, sont
larges et grossiers, avec une pigmentation prononcée ;

les schizontes sont plus gros que ceux de P. malaria et ils n’occupent pas plus de 2/3 de
la cellule agrandie avec une pigmentation brun doré et de nombreuse granulation.

le gamétocyte, de forme arrondie, présente un pigment malarique.

il apparait dans le sang entre 12 et 24 jours.
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Figure 7 : Les différents stades du Plasmodium ovale

1 : Hématie normale ; 2 a 5 : Jeunes trophozoites ; 6 a 15 : Trophozoites ; 16 a 23 :
Schizontes ; 24 : Macrogameétes (gamete femelle) ; 25 : Microgaméte(gamete méale)[30].
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» Plasmodium malaria

Il est rencontré en Afrique, en Asie et en Amérique du Sud, il est la cause de la fievre quarte a
recrudescence tardive. Son cycle exo-érythrocytaire dure entre 18 et 40 jours et sa shizogonie
érythrocytaire dure 72 heures. Avec une longevité pouvant aller de 10 & 20 ans causer a la suite
de la reéactivation de la forme latentes et sa complication est la néphropathie quartane pouvant
causer une insuffisance rénale grave.

Ses critéres de diagnostic sont :

o les cellules (hématies) infectées sont plus agées et rarement plus de 2% des cellules sont
infectées ;

e les trophozoites jeunes sont constitués de petits anneaux compacts présentant ou non
une petite vacuole avec une chromatine plus grosse et forme une bande occasionnelle ;

¢ les formes en bandes longitudinales caractérisent cette espece, et on parle de trophozoite
en bande équatoriale ;

e les trophozoites en croissance ont une forme réguliére sauf pour les formes en bande et
le pigment peut étre retrouvé dans le cytoplasme ;

e les trophozoites agés occupent presque toute la cellule avec une petite vacuole et une
granulation rarement visible ;

e schizontes occupent souvent toute la cellule et présente de 8-12 mérozoites ;

e il apparait dans le sang entre 7-14 jours.
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Figure 8 : Les différents stades du Plasmodium malariae

1: Hématie normale ; 2 a 5: Jeunes trophozoites (bagues) ;6 a 13 : Trophozoites ;14 a 22 :

Schizontes ; 23 : Gamétocyte en développement ; 24 : Macrogaméte (gamete femelle) ; 25:

Microgamete (gamete male)[30].




> Plasmodium knowlesi

Sa découverte remonte en 1932 décrit pour la premiére fois en 1932 par Knowles, il est le 5eme
agent responsable du paludisme. A 1’origine c’est un parasite des singes d’Asie du genre
Presbytis et Macaca transmis a 1’homme par 1’anopheles de forét (An. Leucosphyrus et An.
latens et An. dirus), il piquent notamment les singes mais peuvent également piquer I’homme
[30]. De part sa morphologie il est presque impossible de le différencié du P. malariae et pour
sa différenciation le PCR est utilise.
Contrairement aux autres espéces sa fievre est quotidienne, il n y’a pas de rechute a distance
dans son cas. Les sujets Duffy (-) sont protégés vis-a-vis de Plasmodium knowlesi car leurs
érythrocytes sont dépourvus de DARC (Duffy Antigen Receptor of Chemokine), récepteurs
naturels a des agents du paludisme : P. vivax et P. knowlesi.
Ses critéres de diagnostic sont :
e les hématies parasitées sont de forme normale, arrondie, pas élargie, pas déformée ;
e tous les stades parasitaires sont rencontrés dans le sang périphérique ;
e le polyparasitisme est possible (2 ou 3 parasites dans I’érythrocyte) ;
e le trophozoite jeune en forme d’anneau posséde un cytoplasme dense avec 1 ou 2 voire
3 noyaux a I’intérieur ;
e |e trophozoite agé posséde un cytoplasme dense, légerement amiboide et irrégulier,
forme en bande avec un pigment brun-foncé ;
e le schizonte mur occupe tout 1’érythrocyte avec 10 a 16 noyaux dispersés ou regroupés
en grappes de raisin et des pigments dispersés ou réunis en une seule masse
e le gamétocyte arrondi, compact, occupe toute 1I’hématie avec des pigments dispersés
ou réunis en une seule masse.
En pratique, le diagnostic microscopique conventionnel de P. knowlesi reste trés limité. Les
jeunes trophozoites sont morphologiquement similaires a ceux de P. falciparum, et tous les
autres stades de développement sont semblables a ceux de P. malariae ; ce qui a occasionné
des erreurs diagnostiques notamment dans les régions endémiques ou coexistent P. knowlesi et

les autres especes [29,31].
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Figure 9 : Différents stades du Plasmodium knowlesi [32]
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3.4.2.2. Le diagnostic moléculaire
Test de Diagnostic Rapide (TDR) paludisme :

C’est 1la méthode de diagnostic du paludisme la plus utilisée, la plus simple et la plus rependue
dans le monde.

a) Principe :

Le TDR est une technique immunochromatographiques basée sur la détection des protéines de
I’antigéne du Plasmodium avec un flux latéral qui migre sur une membrane nitrocellulose. Si
I’antigéne recherché est présent, il se fixe sur I’anticorps spécifique marqué a 1’or colloidal
présent sur une bandelette en formant un complexe Ac-Ag [33].

b) Avantages du TDR :

C’est une technique moins onéreuse, ayant une sensibilit¢ de 100 parasites/pl soit (0,002%)
pour le Plasmodium falciparum [29], un usage et interprétation facile, il ne nécessite ni
d’infrastructure ni de courant électrique. Son kit contient tous les éléments indispensables pour
sa réalisation et un délai d’exécution court.[27].

c) Limitesdu TDR:

Le TDR est limité par son aspect qualitatif, son incapacité d’identification d’espece, sa
sensibilité inférieure a celle de la microscopie qui a un seuil de détection de 5 a 20 parasites/pul.
Le TDR peut donner un faux positif en raison de la présence de I’antigéne pouvant rester dans
le sang jusqu’a deux semaines apres le traitement ou encore par la présence des facteurs
rhumatoides. Un faux négatif peut étre dus a la mutation des génes codants pour HRP2
(histidine rich protein 2) ou ne codant pas pour I’antigéne cible [28]. Des facteurs
immunologiques et infectieux tels qu’hépatique C, la schistosomose, la leishmaniose, la
toxoplasmose, la dengue, la leishmaniose, la maladie de Chagas seraient a 1’origine des cas de
faux positifs[34].

Contrairement au TDR a base de HRP2, le seuil de détection de TDR a PLDH (Plasmodium
lactate déshydrogénase) est de 200 parasites/pl d’ou son utilisation dans des forte parasitémie

est plus apte avec une sensibilité de 93,2 pour P. falciparum [35].
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d) Anticorps de détection :

Les anticorps sont des protéines de la famille des immunoglobulines produites par les vertébreés
afin pour se défendre contre des antigénes externes (virus, bactéries, toxines...). lls peuvent
étre caractérisé par leur capacité a se lier a un antigéne d’une part et a une cellule spécialisée
du systéme immunitaire d’autre part. Il est constitué de deux parties. Une partie constante Fc
ou sera fixé le colorant de marquage et deux parties variables Fab qui se lie aux épitopes des
antigenes. Lorsque 1’organisme est attaqué par les exogenes, les IgM sont les premiéres classes
anticorps monoclonaux produits, ayant une duréee de vie de quelque jours, ils sont substitués par
des IgG excrétés en grande quantité par les fluides corporels (le Sang, lymphes et exsudats)
[36].
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Figure 10 : Figure d’un anticorps et un complexe Ac-Ag production d’anticorps.[37]

e) Les Antigenes détectés :

Pour les TDR se trouvant sur le marché, il existe trois types d’antigénes :

» HRP 1l détectant uniquement le Plasmodium falciparum

» pLDH-Pf specifique au Plasmodium falciparum, pLDH-Pv spécifique au Plasmodium vivax
et pLDH pan spécifique a toutes les espéces du Plasmodium

» Aldolase (pan spécifique)
- Lesantigénes HRP I :

Le HRP 11 est une protéine plasmodiale hydrosoluble apparaissant a la surface des hématies

parasitées par le Pf. 1l est sécrété courant le cycle érythrocytaire avec un pic lors de la libération
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des schizontes [38]. Seules les formes asexuées de Pf expriment cette glycoprotéine. Aprés la
synthése, HRP Il est transporté du cytoplasme des érythrocytes a la surface sans que les
hématies ne changent de forme.

Principalement cing protéines du paludisme ont été identifiées seules ou en association avec les
cytosquelettes a la surface des érythrocytes infectées : HRP I et HRP Il ; Epithelial Membrane
Protein (EMP) I, 11 et 111. HRP 11 est riche en alanine situe dans de nombreux compartiment
cellulaire dont le cytoplasme du Plasmodium.

Le séquencage des génes de I’ADN codant pour HRP II a donné une teneur de 34% pour
I’histidine (H), 10% pour alanine(A) et 10% pour I’acide aspartique(D) [29]. Le HRP Il
présente plusieurs séquence répétitives contigués de tri peptides AHH et hexa peptides
AHHAAD [39], bien que sa structure est connue, le role de HRP II n’est juste la pas connu ; sa
connaissance se résume a son emploi pour le diagnostic du paludisme par détection de
I’antigéne HRP II pour le P. falciparum. D’un poids moléculaire compris entre 69 000 et 72 000
Da, le HRP Il est détectable une quinzaine de jours aprées la disparition du parasite du sang

circulant.

E



1. Constitution d’un test TDR
a) Marqueur

L’or colloidal est le marqueur situé¢ dans le fragment constant Fc et il est utilisé a cause de son
coefficient d’extinction, de sa petite taille par conséquent peut étre utilisé en grande quantité
fiables [39].

b) Tampon échantillon

Il sert & moduler la variabilité chimique d’un échantillon brut en le traitant et le libére
correctement. Pour cela il est imprégné d’une solution tampon, d’un surfactant, d’un agent
bloguant et additif (lysant) et d’un desséchants.

c) Membrane de réaction

Elle est composée de deux lignes (contréle et test) facilitant la formation du complexe Ac-Ag
formant ainsi des bandes visibles lorsque 1’analyte est présent ou absent pour le controle négatif.
Il est constitué de nitrocellulose capable de fixer par absorption irréversible les anticorps de
captures grace a son hydrophobicité. Support et boitier le support est situé sous les différents
tampons, aide a les maintenir en place et assure la rigidité du dispositif. Le boitier est en
plastique et permet le maintien de la bandelette dans de bonne condition afin d’éviter toutes

contagion avec le milieu exterieur [40].

Agent de lyse & Ligne test Ligne témoin
Anticorps  Ac marqué (Ac hé)* 1 (Ac be)*
N — {
...... * Les bandes d'anticorps ne
( 7 ) sont pas visibles normalement
YAC marqué Bande de nitroceliulose
libre

Tampon /
agent de Sang

rngage parasité

( 2) Antigéne du - -
parasite l_ B >
(Ag.) =
capturé par —_——
fAb marqué Ringage du sang et de lAc marqué le long de la bandelette

Complexe Ac Ag
5 i marqué capturé 1 Ac marqué capturé

Complexe Ac marqué
Ac-Ag capturé par

capturé par I'Ac lié de la

I'Ac lié de la bande témoin

bande test

Figure 11 : Principe de détection de I’antigéne (OMS 2008)
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2. Protocol de réalisation d’un test de dlagnostlc Rapide[40]

v

v

<\

Toujours porter des gants.

Déballer la cassette de sa couverture apres vérification de la date de péremption.

—

Identifier le patient : nom ou code sur le cadre plastique du test ainsi que la date, I’heure

et minute exacte. .
(A

§ A’J

Patient Name 5(5

Nettoyer le bout du 3™ ou 4 *™ doigt avec un tampon inhibé d’alcool et déposé de

coté pour une seconde réutilisation apres la piqure.

ALCOHOL
SWASB

Piquer le coté pulpe du doigt et jeter la lancette dans la boite a aiguilles.

Retourner le bras en tournant la paume de main vers le sol.
Presser le doigt jusqu’a la formation d’une goutte de sang.

Utiliser la lance pour prélever une bonne guantité (suffisante et pas excessif).

Déposer la goutte de sang jusqu’a ce que la lance atteigne le fond de I’alvéole sang de
la cassette.
Ajouter le nombre de goutte indiqué par le fabricant dans la case alvéole tampon et

attendre environs 15 min.
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Alvéole  Alvéole Fenétre Fenétre Figure 12 : Cassette d’un
tampon  sang test  contréle TDR

A I’absence de I’antigéne
recherché, seul dans la fenétre
contrdle apparait une bande,
s’il n’apparait aucune bande
dans I’espace controle, ou si
uniquement la fenétre test
apparait colorée, le test est a
reprendre.
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3. La nouvelle méthode de détection

Bien que cela ne fasse pas 1’objet de notre étude, face aux nombreuses limites des deux premiers
tests, la PCR (Réaction de Polymeérisation en Chaine) demeure la nouvelle technique a la pointe
pour une détection précise, précoce avec une sensibilité trés élevée pour une parasitémie
relativement faible, d’ordre de 1.27 Ul/ul pour Malaria PCR kit 1.0 [41].
Amplification génique par PCR
C’est une méthode moléculaire qui permet la duplication d’une maniére exponentielle une
séquence d’acides nucléiques (ADN ou ARN) connue a partir d’une faible quantité en utilisant
les amorces spécifiques [42]. Elle a révolutionné le diagnostic et de nos jours elle est
incontournable et trés importante pour :

v' Détection des faibles taux de parasitémie

v" Identification des espéces plasmodiales

v" Suivi post-thérapeutique

v" Etude des génes impliqués dans la résistance aux antipaludiques.

Son principe est basé sur un grand nombre de répétition de cycle en moyenne 20 a 40 cycles.
Chaque cycle comporte trois phases de température dans un thermocycleur sous I’action de
I’enzyme Taq polymérase, chacune des phases est caractérisées par une réaction chimique
particuliére permettant ainsi d’obtenir une quantité élevée de copie d’acide nucléique.
Les étapes de PCR :

» Ladénaturation

» Hybridation

» Elongation

Les différents types de PCR :
v" La PCR multiplexe
v La PCR nichée ou Nested PCR ou emboitée
v" La PCR asymétrique
v La PCR quantitative ou Qpcr ou PCR en temps réel ou real time PCR
v" RT-PCR
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Les définitions des termes et expressions utilisés

Incidence du paludisme : C’est le nombre de nouveau cas de maladie dans une
population et pendant une période donnée.

Vrais positifs (VP) : nombre d’individus déclarés positifs par le test et qui le sont
effectivement.

Faux positifs (FP) : nombre d’individus déeclares positifs par le test mais qui sont en
réalité négatifs.

Vrais négatifs (VN) : nombre d’individus déclarés négatifs par le test et qui le sont
effectivement.

Faux négatifs (FN) : nombre d’individus détectés négatifs par le test mais qui sont en
réalité positifs.

Valeur Prédictive Positive (VPP) : C’est la proportion des cas effectivement positifs
parmi les positifs détectés par le test.

Valeur Prédictive Négative (VPN)_: C’est la proportion des cas effectivement négatifs
parmi les négatifs détectés par le test.

Sensibilité d’un test : Capacité du test a pouvoir détecter les sujets atteints de la maladie
dans une population d’étude.

Spécificité d’un test : Capacité du test a détecter des sujets indemnes de la maladie dans
une population d’étude.

Coefficient Kappa : Est un test statistique utilisé pour mesurer la fiabilité inter-évaluateur
Saison des pluies : C’est la période comprise entre le mois de juin a novembre

Saison seche : C’est la période comprise entre le mois de décembre a mai
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4. MATERIEL ET METHODES

4.1. Cadre d’étude
Les données de cette étude ont été colligées dans le cadre d’un projet de recherche

multidisciplinaire sur les mesures de lutte contre le paludisme mené dans le Centre International
d’Excellence en Recherche sur le paludisme au Mali (ICER-Mali) en partenariat avec les
instituts nationaux de santé (NIAID/NIH) des Etats Unis d’Amérique. Le projet s’est déroulé a
Dangassa entre 2013 et 2016. Le projet de recherche dénommée ICEMR avait pour but
d’étudier la variabilité des stratégies actuelles de lutte contre paludisme dans différents

contextes épidémiologiques au Mali.

4.2. Site d’étude
4.2.1. Situation géographique

Le village de Dangassa (8° 21 W et 12° 15 N), est situé dans le district sanitaire de
Ouéléssebougou dans la région de Koulikoro. Il est situé a 82 km Sud-Ouest de Bamako sur la
route nationale 7 (RN7). Jadis Dangassa s’appelait Tintinibilé de son nom bambara (plateau
rouge). Il aurait été fondé par Mansa Dan CAMARA vers le 13E™sjgcle. Le fondateur s’installa
sur un plateau ou poussait une herbe appelée Ngassan en Malinké, quand son frere Kamadjan
lui rendit visite et dit « Nous viendrons nous installer a Dan ka Ngassanfiera » signifiant (le
plateau ou pousse I’herbe Ngassan). Dangassa compte 11000 habitants composés
majoritairement de malinkés mais on y retrouve également des Bambara, Peuhl, des Somono et
Dogon (source Cscom de Dangassa). Borné a I’Est par le village de Balala, au Nord-Est par le
village de Makono a I’Ouest par le village de Niagadina, au Nord par le fleuve Niger et au Sud

par le village de Faraba.

4.2.2. Climat et végétation

Le climat est de type soudano-guinéen avec deux grandes saisons : une saison pluvieuse de juin
a octobre et une saison seche de décembre a mai. Les vents dominants sont la mousson (en
saison de pluies) et le harmattan (en saison seche). La vegétation est faite de savane arborée qui
est menacée de disparition par les coupes abusives du bois et les feux de brousse. Parmi les
plantes rencontrées, on y trouve le karité, le tamarinier, Parkia biglobosa (néré), le cailcédrat,

le kundié, Combretum micrathum (nolobe)...

Les maisons sont en terre battue avec toiture en tole a celles-ci s’ajoute de plus les maisons en
ciment toiture en dalle. Les principaux gites larvaires sont les trous de banco et les flaques

d’eau. Latempérature maximale se situe aux environs 40°C au mois de mai et la minimale est
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voisine de 18°C de décembre-janvier. La température moyenne annuelle est autour de 29°C

constituant un idéal environnement pour la prolifération des anopheles.

La faune entomologique est constituée d’insectes dont les culex et les anophéles. Anopheles

gambiae sensu lato est le vecteur majeur du paludisme rencontré dans le village.
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Figure 13 : Carte de la présentation de Dangassa (ICEMR/ICERMali)
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4.2.3. Infrastructures sociaux sanitaires

Les services socio-sanitaires se composent d’une représentation de 1’office de la haute vallée
du Niger (OHVN) qui apporte un appui technique aux paysans dans la production cotonniére
et céréaliere, le village posséde également une station radio (Dangassa kukan), une école
fondamentale et une médersa. Dangassa dispose un Centre de Santé Communautaire (CSCom)

composé comme suit : Un dispensaire, une maternité et un magasin.

e Le dispensaire est compose de 05 salles (une salle de consultation, une salle de soins,
une salle de repos et un dépdt de médicament dénomination commune internationale
(DCI) et un dortoir pour le médecin.

e [a maternité est composée d’une salle de consultation prénatale (CPN), d’une salle de
vaccination et d’accueil, une salle d’accouchement une salle de repos et une salle de
garde.

Le personnel du centre se compose d’une infirmiére, un agent vaccinateur, une sage-femme,
une matrone, un aide-soignant, et un gérant du dépdt pharmaceutique. Ceux-la s’ajoutent a
I’équipe de recherche de ICEMR (International Centers of Excellence for Malaria Research)
compose de médecin et de pharmacien épaulant le personnel dans leurs taches quotidiennes.
Plusieurs ONG telles que Plan Mali et Blue start 3AG appuient le village dans leur domaine de

compétence.

4.2.4. Activités économiques et culturelles

Les principales activités économiques sont 1’agriculture, 1’élevage, la péche et I’artisanat. Les
principales spéculations sont : le mil, le mais, le sorgho, le haricot, I’arachide, tomate, piment
papaye, orange. L’¢levage est basé sur volailles, les caprins, les ovins, les bovins constituant
des sources d’économie. On retrouve également des équidés (anes, chevaux) utilisés comme

des animaux de trait.

L’artisanat est utilisé par les forgerons mais a co6té nous avons 1’orpaillage constituant une
source importante de revenu, de nos jours il constitue un obstacle car beaucoup de jeunes ont
tendance a délaisser la culture vivriere et commerciale a son profit détériorant I’environnement
et la santé de la population. La péche est naturellement pratiquée par les Bozo et les Somono.
La foire est hebdomadaire et se tient chaque mercredi constituant un cadre d’échange et de
commerce. L’Islam est la religion majoritaire mais a coté nous avons le christianisme et les

autres religions du pays.
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4.3. Types d’étude et Période

Il s’agissait d’une analyse secondaire des données de 1’étude de cohorte dynamique du projet
ICEMR dans le village de Dangassa. Les donnees étaient collectées lors du suivi passif de cas
de paludisme dans les centres de santé dudit village entre 2013 et 2016.

4.4. La population d’étude et échantillons utilisés pour I’analyse

Une cohorte dynamique composée de 1400 enfants et adultes ont été suivie de maniére passive
de 2013 a 2016 pour détecter et traiter les cas de paludisme. Cette cohorte a été construite en
sélectionnant de facon aléatoire les enfants sur la liste du recensement du village, avec
I’hypothése d’un nombre moyen de 6 personnes par ménage.

4.4.1. Criteres d’inclusion

Etait inclus dans 1’analyse tout cas de suspicion de paludisme chez les membres de la cohorte
disposant d’un résultat de Test de Diagnostic Rapide du paludisme et de GE ;

4.4.2. Criteres de non-inclusion

Ne sont pas inclus toutes personnes n’ayant pas les données socio-démographiques et

biologiques completes dans la base de données.

NB : Les TDR utilisés au cours de cette étude étaient le SD Bioline-Malaria-Ag Pf® et le SD
Bioline-Malaria-Ag Pf/Pan®

4.5. Collecte et analyse des données

Les données ont été collectées a I’aide de 1’application REDCap (Research Electronic Data
Capture), ce systéme a été mis en place et géré par 1’équipe de gestion des données du Centre
Universitaire de la Recherche Clinique (UCRC). Dans le cadre de ce travail, nous avons utilisé
les logiciels microsoft Excel 2010, SPSS version 22, GraphPad Prism version 9.5.0

(https ://www.graphpad.com/ ) et le logiciel R version 4.2.2 pour I’analyse. Un test de

sensibilité, spécificité avec un intervalle de confiance de 95% et du coefficient Kappa a été
réalisé pour estimer la discordance entre les deux méthodes de diagnostic. Les différentes
proportions ont été comparées en utilisant le test Chi2 de Pearson ou le test exact de Fisher avec

un seuil de signification de 5%.
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Quelques formules d’application
Sensibilité =VP/(VP+FN)

Spécificité = VN/(VN+FP)

VPP = VP/(VP+FP) ou VPP = Sensibilité x Prévalence / [(Sensibilité x Prévalence + (1-
Spécificité) (1- Prévalence)).

VPN=VN(VN+FN)

Odds ratio = VPxVN /(FPxFN).

Kappa (K)= Po-Pe/ 1-Pe

Po : Proportion d’accord observé
Pe : Proportion d’accord attendu par le hasard

» Interprétation du coefficient Kappa
L’accord en fonction du coefficient Kappa :

e <0,0 Trés mauvais
0,0 — 0,20 Mauvais
e 0,21 -0,60 Modéré
e 0,61-0,80Bon
e >0,81 Excellent

4.6. Considérations éthiques

Le protocole du projet ICEMR a été approuvé par le comité d"éthique de I"Université des
Sciences, des Techniques et des Technologies de Bamako (USTTB) numéro d’approbation
(2011/77/FMPOQOS). Les activités de recherche menées ont été faites selon les bonnes pratiques
de recherche clinique et selon les bonnes pratiques de laboratoire telles qu’énoncées dans les
conventions internationales (déclaration d’Helsinki, Conférence internationale d’harmonisation
des bonnes pratiques de recherche biomédicale).

4.7. Déroulement de I’étude

Le projet de cette étude ICEMER a recu le consentement communautaire des chefferies locales
du village ainsi que le consentement éclairé des participants ont été obtenus avant leur inclusion
dans 1’étude. Le respect de I’anonymat a partir des fiches d’enquéte de chaque patient a été

assure.
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5. RESULTATS

Au total 1400 participants ont été enr6lés dans 1’étude, et suivis de maniére longitudinale pour
la détection passive des cas entre 2013 et 2016.

® Homme
= Femme

Figure 14 : Répartition de la cohorte en fonction du sexe.

Le sexe ratio dans la cohorte était de 1,16 en faveur des femmes soit 54% (n=758) contre 46%
(n=642).
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Figure 15 : Répartition de la cohorte en fonction de la tranche d’age.
Les participants étaient agés de 3 mois a 86 ans, avec une moyenne de 14,6 + 17,6. La tranche

d’age la plus représentée était les plus de 20 ans (33,2%) suivie de celle de 5-9ans (19,5%). La
classe de 15-20 ans étaient la moins représentée soit 11,1% de cohorte.
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Figure 16 : Fréguence du nombre de visite en fonction des années (jan 2013 — déc. 2016).
Au total, 3616 visites ont été effectuées au cours de la période d’étude. Le plus faible taux de
visite a été observé en 2014 (716 visites) et le plus grand nombre de visite a été observé en 2016
(1201 visites).
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Figure 17 : Fréquence des visites par tranche d’dge et par année.

Durant les quatre (04) années d’étude, les moins de 5ans étaient les plus consultés suivi des

plus de 20 ans. La classe d’age de 10-20ans était celle qui était le moins consultée.
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Tableau 3 : Résultats des TDR chez les participants de la cohorte venus en consultation
entre 2013 et 2016.

Résultat TDR Effectifs Pourcentage (%)
HRP2
Négatif 1197 33,1
Positif 2419 66,9
Total 3616 100

Dans la cohorte d’étude, 66,9% étaient positifs au TDR (SD Bioline-Malaria-Ag Pf®).

Tableau 4: Résultats de la microscopie chez les participants de la cohorte venus en
consultation entre 2013 et 2016.

Résultat GE Effectifs Pourcentage (%0)
Négatif 1265 34,98
Positif 2351 65,02
Total 3616 100

Ce tableau montre les résultats de la microscopie (GE) effectués chez les patients de la cohorte ;
65,02 % étaient positifs.
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Figure 18: Courbe de tendance de P’estimation du taux d’incidence pour 1000
personnes*mois a partir des résultats de TDR et de la microscopie.

Globalement nous observons que I’estimation de I’incidence par le TDR et la microscopie
suivaient une tendance presque similaire. Durant la période de suivi des élévations de
I’incidence ont été observées entre le mois d’aofit et de novembre, avec des pics allant de 20%o

personnes*mois en 2013 a 30%o personnes*mois en 2016 avec les deux tests.




Tableau 5: Performances globale du TDR par rapport aux résultats de la microscopie

entre 2013 et 2016
TDR/GE Positif Négatif Total Performance%
IC[]
Positif 1953 466 2419 Sn: 83,1 [81,5-84,5]
Sp : 63,2 [60,5-65,8]
Négatif 398 799 1197 VPP : 80,7 [79,1-82,3]
VPN : 66,8 [64-69,4]

La comparaison entre la microscopie (test de référence) et le TDR nous a donné 398 faux

négatifs et 466 faux positifs.

La sensibilité et la spécificité étaient respectivement 83,1% et 63,2%, la valeur prédictive

positive (VPP) et la valeur prédictive négative (VPN) étaient de 80,7% et 66,8% et le coefficient

de Kappa était de 46.8%.
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Figure 19 : Variation annuelle de la performance du TDR/microscopie

Au cours des quatre années d’étude, la sensibilité & diminuée progressivement de 86,79% en
2013 280,21% en 2016. Les meilleures valeurs de la spécificité ont été observées en 2013,2015
et 2016, en revanche elle était plus faible en 2014 (26,34%). Les VPP maximales ont été
observées en 2013,2015 et 2016 en revanche, elle était plus faible 68,65% en 2014. Les VPN
les plus élevées ont était observées en 2013 et 2016 (Figure 20) et les plus faibles en 2014 et
2015. Les meilleures valeurs de Kappa ont été observées pendant la premiére et la derniere
année de I’étude. La plus faible valeur Kappa était observée en 2014.
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Tableau 6 : Sensibilité du TDR par rapport a la densité parasitaire chez les participants

de la cohorte venus en consultation diagnostiqués positifs au paludisme.

TDR HRP Total
Parasitemie
n (%o) P
Négatif Positif
n (%) n (%)
Faible (< 1 000 p/ul)* 271 (38,6) 430 (61,4) 701 -
Modéré (1000 a 4 999 p/ul) 56 (17,6) 262 (82,4) 318 10”7
Elévé (5000 a 99 999 p/ul) 57 (4,9) 1095 (95,1) 1152 10”7
Hyperparasitémie (> 100 000 p/ul) 1(0,8) 120 (99,2) 121 107
Total 385 1907 2292

La moyenne parasitaire était de 17326 + 58313 ; nous avons observé une différence

significative entre les différentes classes de parasitémie et les résultats de TDR.

Tableau 7 : Résultats du TDR en fonction des saisons

TDR HRP Total
Saison de transmission o .
Négatif Positif n (%)
n (%) n (%)
Séche (déc- mai) 578 (44,7) 715 (55,3) 1293 (100)
Pluie (juin- nov) 619 (26,6) 1704 (73,4) 2323 (100)
Total 1197 (33,1) 2419 (66,9) 3616 (100)

Nous avons observé une variation significative du résultat du TDR et la Saison
(p=0,0000001)
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» Sensibilité = Spécificité - Kappa
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Figure 20 : Variation de la concordance en fonction de la tranche d’age

Nous remarquons que le TDR était plus sensible chez les enfants de moins 0 a 14 ans avec des
valeurs de sensibilité comprise entre 88 % et 91%. Cependant, les plus de 20 ans étaient les
moins sensibles avec des valeurs de sensibilité comprises entre 63% et 75%. La spécificité était

plus élevée chez les plus de 10 ans.
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Figure 21: Sensibilité du TDR par rapport a la parasitémie en années

L’analyse de cette figure nous montre que la positivité du TDR est proportionnelle a la densité
parasitaire, plus la densité parasitaire est élevée plus les patients ont la chance d’avoir un résultat
positif au TDR.
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Figure 22 : Performance du TDR par rapport aux résultats de la microscopie par saison
entre 2013 et 2016.

Ces résultats montrent que les meilleures valeurs de sensibilité, VPP et le coefficient de Kappa
étaient observées en saison pluvieuse. Toutefois, la spécificité et VPN étaient plus élevées en
saison séche.
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Figure 23 : Variation mensuelle de la concordance globale entre la microscopie / TDR

Une variation mensuelle de la concordance entre la microscopie et le TDR était observée
comme le montre la figure 23. Cette concordance était plus élevée en saison pluvieuse qu’en

saison seche.




6. COMMENTAIRES ET DISCUSSION

Nous avons effectué une analyse secondaire sur des données collectées a Dangassa entre 2013
et 2016 a I’effet d’étudier les parametres susceptibles d’impacter la concordance entre les
résultats des TDR de paludisme et ceux de la GE. L’analyse a porté sur 1400 observations faites
chez les membres d’une cohorte d’enfant de Dangassa entre janvier 2013 et décembre.
Plusieurs parametres ont été étudiés notamment la qualité des TDR le climat la parasitémie.
Dans la répartition de la cohorte en fonction de 1’age, les plus de 20 ans sont les plus représentés
avec un taux de 33,2% suivi de 5-9ans soit 19,5% et la tranche d’age la moins représentée était
celle de 15-20 ans avec un taux 11,1%. Quant aux visites, I’année 2016 a enregistrée le plus
grand nombre de visites soit 1201 suivis de 925 visites en 2015. Cette augmentation de visites
pourrait étre due a la confiance et I’adhésion de la population au projet

De 2013 & 2016, les moins de 5ans étaient les plus fréquemment consultés avec 50% (387/774),
44,4% (318/716) ; 38,6% (357/925) et 38,6% (463/1201) respectivement en 2013, 2014, 2015
et 2016 similaires a celui de Keita B. a Bancoumana qui avaient obtenus 63%[43]. Ceci pourrait
s’expliquer par ’absence de prémunition chez les enfants de moins de 5 ans[44], ou une

mauvaise couverture ou d’observance de la CPS durant les années.

L’incidence était plus élevée pendant la saison pluvieuse pour les deux tests (microscopie,
TDR) avec une allure concordante pour les deux tests ; en 2013, le pic a été observé en ao(t et
en octobre pour 2015 et 2016. Une étude menée au Mali a Sirakorola a rapporté un pic de
transmission similaire en fin de saison de pluie (octobre)[45]. Quel que soit la technique de
diagnostic considérée (microscopie ou TDR), les pics de cas de paludisme diagnostiqués ont
été observeés en saison des pluies avec des pics en ao(t et octobre. Des résultats similaires ont

été observés a Sirakorola en fin de saison des pluies (octobre) [45].

La sensibilité du TDR pendant le suivi de notre étude était de 83,1%. Cela indique en d’autres
termes que sur 100 GE positives, le TDR sera capable d’en confirmer environ 83 donc il ne sera
pas capable de confirmer 17 qui constituent des faux négatifs. Ce taux est inférieur au seuil
d’acceptabilité (95%) selon I’OMS [8]. Ce résultat est supérieur a celui des études comparatives
entre le TDR et la microcopie au Burkina Faso(78,4%)[46], 95.94% au Gabon [47], au
Cameroun (71,4%) par Sayang C et col. [48] et (87,5%) par Agokeng D.S et col en 2019 [49].

Toutefois nos résultats étaient inférieurs a celui observé en Coéte-d’Ivoire dans une étude
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d’évaluation du test SD Bioline-Malaria-Ag (HRP2/pLDH) par Gnahore A qui avait trouvé
98%][30]. Les faibles sensibilité des TDR pour ont été expliquées par la détérioration de leur
condition de conservation sous une température du local excédant 45° degrés [50], la faiblesse
de parasitémie pouvant réduire la capacité de detection du TDR, ou également le niveau de
qualification des lecteurs des lames de GE soit la production insuffisante d’anticorps anti-

HRP2 [45] ou la non reconnaissance de 1’antigéne HRP2 par 1’anticorps produit [8].

La spécificité était de 63,2% indiquant ainsi que sur 100 négatifs a la microscopie, le TDR n’a
pas pu confirmer pour environs 37 personnes. Ce résultat est inférieur a celui obtenu dans une
étude d’évaluation du TDR SD Bioline-malaria Ag Pf® qui avait obtenu une spécificité a
Bamako en milieu urbain (99,52%) [51] et en milieu rurale 72% a Sirakorola [45] et 96,43% a
Filamana [52] en 91.15% en Mauritanie climat sec et chaud[53]. Cette faible spécificité peut
étre attribuée a la présence des facteurs rhumatoides chez les malades soit & la persistance de la
protéine HRP2 pouvant rester dans le sang jusqu’a deux semaines apres la disparition du
parasite dans le sang a la suite de la prise d’un antipaludéen ou encore par la présence des
facteur immunologique et infectieux tel que 1’hépatite C, la leishmaniose, la toxoplasmose, la

schistosomose, la dengue, la maladie de Chagas et la trypanosomose africaine [34,40].

La valeur prédictive positive (VPP) était de 80,7% cette valeur était inférieure a celle
observée au Cameroun (97,7%) entre la goutte épaisse et le test SD Bioline-Malaria-Ag Pf®
[46].

La Valeur Prédictive Négative (VPN) indique la probabilité que la maladie soit absente
lorsque le résultat du test est négatif a été estimée a 66,8 %. Ce qui veut dire que sur 100 patients
négatifs au SD Malaria-Ag Pf® il sera induit en erreur plus de 33 fois. Pour un médecin se fiant
a ce test, il pourra mettre en danger la vie de plus de 33% patients, cette faible valeur pourrait

étre liee au nombre de faux négative élevée.

La concordance entre test : Nous avons obtenu un Kappa global de 46,8%. La littérature nous

indigue que la concordance est modérée lorsque kappa se situe entre 21% - 60%.

Dans notre étude la performance des TDR a diminué progressivement au cours des quatre

années d’étude cela pourrait étre dd a une mauvaise conservation soit une élévation de
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température excédent 45°C en une période ou également la qualification des lecteurs [54]. Un
Iéger déphasage a été observé entre la courbe des incidences selon la microscopie et celle selon
le TDR au cours du dernier trimestre de 2014 (figure 18), comme le montre la valeur Kappa
(15%) qui est le plus bas en cette année, ceci pourrait étre di a un manque de contrdle et/ou
assurance qualité des lecteurs pouvant justifier ces discordances ou encore la qualité des
réactifs.

La performance du TDR était plus élevée en saison pluvieuse avec une sensibilité de 85,9%
contre 76% en saison séche ainsi une VPP de 86,7% pendant la saison des pluies contre 67,6%
en saison seche, ainsi sur le plan global il y avait plus de concordance entre la microcopie et le
TDR en période de forte transmission (juillet a octobre) et ainsi qu’en saison séche froide
(décembre a février) qui correspond a une période de la forte parasitémie facilitant ainsi la
détection au TDR.

La concordance dans la tranche d’age de [10-20ans] était trés éleve cela peut s’expliquer par
I’immunité des personnes de cette tranche d’age qui sont résistants a une faible parasitémie
[52].

7. CONCLUSION

L’analyse secondaire des données de ’'TICEMR 2013-2014 révéle les mémes tendances dans
I’incidence du paludisme rapportée par la GE et le TDR ; Cependant, la saison de
transmission, la tranche d’age, les conditions de test sont des facteurs importants qui peuvent

influencer les résultats du TDR.
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8.RECOMMANDATIONS

Au regard des résultats obtenus, nous formulons les recommandations suivantes :
» Au personnel et structure de santé
De s’assurer sur la qualification et certification des biologistes avant tout recrutement afin
d’éviter le traitement hasardeux.
» Au ministere de la Santé et au PNLP
- Rendre accessible sur toute 1’étendue du territoire des TDR évaluer et validés
localement ;
- Veiller a la chaine des livraisons depuis la source ;
- Assurer le suivi et I’évaluation continue des TDR aprés leur mise sur le marché
national ;
- Doter les services sanitaires reculés des panneaux solaires ou groupes électrogénes pour
la lecture des lames.
» MRTC/UCRC :
- Organiser des sessions de certification réguliere avant le démarrage des études, le
contrble de la qualité et Assurance de la Qualité des investigateurs

- Aux projets d’instaurer une seconde lecture des lames pour tous les cas de diagnostic.
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10.ANNEXES

10.1 Réalisation du test de diagnostic rapide

On recueille une petite quantité de sang sur le doit ponctionné a 1’aide de la micro-cuvette livrée
avec les TDR puis on place le sang dans le trou prévu et dans I’autre trou on distille 2 a 4 gouttes
de solvant (réactif a I’antigéne pf ou pf/pan) puis la lecture est faite dans I’intervalle d’une

quinzaine de minutes

Figure : kit du TDR SD Bioline-malaria Ag Pf® et SD Bioline-malaria Ag Pf/Pan®

10.2 Réalisation de la microscopie

10.2.1 Matériels

* Gant latex

* Lames d’examen de microscope

* Lancette stérile a usage unique

* Méthanol ou éthanol

* Coton hydrophile

* Crayon gras ou stylo graveur

* Lames pour étaler la goutte

* Une solution de Giemsa

* Bac a coloration

* Un chronometre

* De I’huile a immersion

» Un microscope optique

10.2.2 Méthode Confection de la goutte épaisse :

Référence : Modes Opératoires Normalisés (MON) du DEAP.

Elle a consisté a étaler et a défibriner le sang sur une lame porte objet. Choisir le 3¥™ ou le 4°™®
doigt de la main gauche Eviter les doigts enflés ou tuméfiés ainsi que les doigts présentant une
éruption cutanée ou les doigts trés froids. Réchauffer le doigt si nécessaire en le frottant entre

vos mains. Nettoyer le doigt avec un tampon d’alcool (70% c/v). Laisser sécher ou nettoyer
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avec du coton sec pour oter le reste de 1’alcool avant la piqire. Retirer un vaccinostyle de son
emballage en évitant de toucher au bout pointu. Ne pas piquer prés de 1’ongle et éviter les cotés
du doigt Piquer fermement d’un coup au centre de la pulpe du doigt. Le bout du vaccinostyle
doit bien pénétrer le doigt pour un écoulement adéquat de sang. Nettoyer la premiére goutte de
sang avec du coton sec. Recueillir assez de goutte de sang pour la GE. Presser le doigt vers
I’extrémité si nécessaire pour recueillir suffisamment de gouttes de sang. Disposer les gouttes
de sang sur la lame. Placer un tampon d’alcool sur la zone de la piqlire et demander au patient
de le tenir environ 2-3 minutes jusqu’a 1’arrét de 1’écoulement de sang.
Avertissement : Tenir les échantillons de sang et les instruments en contact avec du sang avec
beaucoup de précaution et porter toujours les gants lors des prélevements de sang.
10.3 Coloration et lecture de la lame
10.3.1 Coloration
e Matériels requis :
» Méthanol de préférence (temps de séchage : quelques secondes) ou éthanol (temps de
séchage : 20 mn).
» Bac a coloration
» Solution tampon
» Solution de Giemsa
e Méthode

Apres séchage, nous avons dilué la solution mere de Giemsa dans ’eau distillée réalisant une
concentration de10%. Les lames a colorer sont placées dans le bac de coloration et immergées
entierement et délicatement avec la solution de Giemsa en faisant couler lentement pour éviter
un flux brusque. La coloration dure 15-20 minutes. A la fin du temps de coloration (indiqué par
la sonnerie de la minuterie), les lames sont rincées délicatement a eau en évitant les jets d’eau
forts. Elles sont enlevées du bac de coloration, placées sur le ratelier ou elles sont laissées sécher

complétement a la température ambiante.
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10.3.2. Lecture de la goutte épaisse :

La goutte épaisse est lue a I’aide d’un microscope optique binoculaire, a 1’objectif x100 a
immersion, au grossissement 1000. La lame est parcourue de fagon systématique
horizontalement et verticalement (lecture en zig gaz) L.’espéce, le stade de développement ainsi
que le nombre de parasites sont déterminés en cas de présence des parasites. Les parasites et les
leucocytes sont comptés simultanément par champ, a I’aide d’un compteur manuel adapté. Le
nombre de parasites est compté sur 200 leucocytes. Le comptage de leucocytes ne commence
qu’aprés avoir vu un parasite. Une lame est dite négative seulement qu’aprés avoir parcouru
200 champs sans compter aucun stade de développement du parasite. Le comptage du champ
commence d* le ler champ et s’arréte dés I’identification du parasite. Nous avons utilisé la
formule suivante pour quantifier suivante pour quantifier la charge parasitaire : P= N 200 XGB
P est la charge parasitaire en nombre de parasites par mm 3, N est le nombre de Parasites
comptés, 200 est le nombre de leucocytes comptés, GB est le nombre de leucocytes (globules
blancs) / mm 3 dans la formule sanguine du participant. Si le nombre exact de leucocytes du
participant n’est pas connu (numération faite dans les deux semaines), on assume que ce nombre
est égal a 8000 et la formule de calcul de la parasitémie devient, L=200 : P= N 200 X8000
P=25xNparasites /mm3.

Les termes P, N gardent la méme signification que plus haut.
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