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Résumé

Des progrés majeurs ont été accomplis dans presque toutes les sciences médicales
ces deux derniéres décennies grace a 1’essor et surtout a la vulgarisation des

techniques de biologie moléculaire dans le monde.

Dans la présente these, nous avons voulu explorer I’impact de 1’utilisation de
cette discipline pour certains aspects du paludisme a savoir le diagnostic,
I’épidémiologie ainsi que 1’évaluation de la chimiosensibilit¢ du Plasmodium

falciparum, agent responsable de cette pathologie.
Pour ce faire, 7 études ont été réalisées, regroupées en deux parties distinctes.

Dans la premiére partie, consacrée au diagnostic et a I’épidémiologie moléculaire
du paludisme en Républigue Démocratiqgue du Congo (RDC), nous avons
réalises 4 travaux afin de répondre a des objectifs propres. La premiere étude
décrit la mise au point au laboratoire d’une technique d’extraction d’ADN
plasmodial a partir des gouttes épaisses, en remplacement au sang total liquide
ou séché sur du papier-filtre généralement employé. La seconde reprend
I’application de cette technique dans une situation réelle sur des €chantillons
collectés en milieu hospitalier et la comparaison d’un diagnostic par PCR en
temps reel versus par microscopie conventionnelle. La troisieme étude de cette
premiére partie concerne I’utilisation de ce diagnostic moléculaire d’infections a
Plasmodium pour évaluer la prévalence du portage plasmodial chez des sujets
asymptomatiques. Finalement, pour la 4¢ étude, toujours a 1’aide d’une PCR en
temps réel diagnostique, nous avons investigué dans une contrée de la RDC la

possibilité de transmission a I’humain de Plasmodium simiens.

Dans la seconde partie, I’exploration des marqueurs moléculaires de résistance
nous a servi pour 1’évaluation de la sensibilité de Plasmodium falciparum aux

antipaludiques utilisés en RDC. La premiére étude de cette partie a analysé deux
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marqueurs sur le gene Pfcrt en rapport avec la résistance a la chloroquine et a
I’amodiaquine sur des échantillons collectés dans la ville de Kinshasa. Pour la
seconde étude, deux autres génes ont été analysés en plus : le pfmdrl et le K13,
et cette fois-ci I’étude a été étendue a six aires géographiques a travers la RDC,

en tenant compte de ses différents facies épidémiologiques.

Ces différents travaux nous ont permis de souligner certains avantages non
négligeables qu’offrait 1’utilisation des techniques moléculaires dans le
paludisme, a savoir : un diagnostic des milliers de fois plus sensible que les
méthodes conventionnelles permettant de deceler tant des infections sub-
microscopiques que des infections mixtes ainsi que de mettre en évidence la forte
prévalence des porteurs asymptomatiques. A cela nous pouvons ajouter une
évaluation beaucoup plus rapide de la sensibilité des souches de Plasmodium
circulantes et la possibilité de le faire simultanément pour plusieurs

antipaludiques.

Néanmoins, les codts globaux de réalisation des analyses moléculaires
demeurent a ce jour relativement ¢éleves. Ce qui rend ’usage de ces techniques
dans la routine presqu’impossible, surtout dans les pays en voie de
developpement comme la RDC. Des efforts conjugués de la part des
gouvernements, des instituts de recherches et des universités pourraient dans un

avenir proche permettre un plus grand recours a cette discipline.



INTRODUCTION

Avec pres de 200 millions de cas recensés annuellement dans le monde, le
paludisme représente un des plus grands problemes de santé actuels.
L'Organisation Mondiale de la Santé (OMS) le classe parmi les pathologies

prioritaires en termes d'intervention, avec la tuberculose et le VIH/SIDA.

La République Démocratique du Congo (RDC) est actuellement le second pays
le plus touché par le paludisme en Afrique. Les mesures visant a contréler le
paludisme ne peuvent étre efficaces que si elles reposent sur des données globales,

fiables et actualisées.

L'amélioration des connaissances sur le paludisme en RDC permettra d'orienter
les interventions de maniere tant réfléchie qu'objective. La prevalence du
paludisme dans la population, la distribution des espéces plasmodiales, l'efficacité
des molécules antipaludiques, ’acceptation, 1’utilisation et D’efficacité des
moustiquaires imprégnées d’insecticides a large durée d’action par les
populations, la dissémination ou l'apparition de nouvelles souches
chimiorésistances, etc...ne sont que quelques indicateurs trés utiles parmi d'autres
servant de justificatifs pour Il'orientation des interventions visant a réduire la

morbi-mortalité liée au paludisme en RDC.

Le présent travail a donc été réalisé en vue de mettre a jour les connaissances sur
certains aspects du paludisme en RDC (diagnostic, epidéemiologie et

chimiosensibilité moléculaire) tout en utilisant des methodes moléculaires.

Cette rédaction repose donc sur sept études, déja publiées ou en soumission,
regroupees en 2 volets: un premier traitant du diagnostic et de I'épidémiologie
moléculaires et un second se rapportant a la chimiorésistance de P. falciparum
aux antipaludiques utilises en RDC, explorée sur base des marqueurs

moléculaires.



En rapport avec ces 2 volets, des objectifs propres ont été définis et une

discussion générale a été formulée.

En regard de la stratégie adoptée par I’OMS pour la lutte contre le paludisme
pour la période allant de 2016 a 2030, cette theése s’est focalisée sur le premier
pilier interventionnel, plus particulierement sur 1’axe consacré au diagnostic et au

traitement médicamenteux.

Pilier1

Pilier2

Pilier3

Garantir accés universel ala
prévention, diagnostic et
traitement du paludisme

Accélérer les efforts vers
I"élimination et vers
I'obtention du statut exempt
de paludisme

Faire de la surveillance du
paludisme une intervention de
base

Interventions
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\\\—’—’—////
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Figure 1: Stratégie technique mondiale de lutte contre le paludisme de I’'OMS




Partie I:

Etat des connaissances



I.1. Le paludisme: de I'antiquité a nos jours

Les premicres allusions au paludisme, aussi appelé “malaria” (en rapport
avec le mauvais air auquel il était attribué) remontent a 1’antiquité. Ces allusions
antiques se rapportent de maniere générale a des affections fébriles expliquées
alors par diverses €tiologies mais pouvant étre assimilées au paludisme. C’est

ainsi que dans le Huang Nei Jing (E7FH%%), qui est le plus ancien traité de

médecine chinoise connu (environ 2700 av J-C), I’on retrouve une description
assez precise des symptémes du paludisme (fievres cycliques et splénomégalie)
[1]. De méme, dans le Charaka Samhita, un texte médical indien du 3é siécle av
J-C, il est mention de fieévres qui y sont classifiées en 5 catégories: continue
(samatah), rémittente (satatah), quotidienne (anyedyuskah), tierce (trtiyakah) et
guarte (caturthakah) et aussi dans le Susruta Samhita (un autre texte indien du

1¢" siecle av J-C) qui établissait déja un lien entre fiévre et piqlires d’insectes [2].

Des preuves plus scientifiques ont été récemment fournies quant a la présence du
paludisme dans I'Egypte antique. En effet en 2010, Hawass et al. ont rapporté
dans leurs travaux avoir identifié dans des echantillons tissulaires préleves sur
quatre momies de la famille royale d’Egypte antique (dont celle du roi
Toutankhamon, né vers -1345, mort vers -1327) les génes STEVOR, AMAL et
MSP1, spécifiques au Plasmodium falciparum, un des agents causaux de cette

pathologie [3].

Le paludisme a donc sévit dans presque toutes les régions du globe contrairement
a actuellement ou il n’est plus présent qu’autour de la ceinture intertropicale,
essentiellement d’Asie, d’Afrique et d’Amérique. Jusqu'avant la seconde moitié
du 19e siecle, il est estimé qu'environ 90% de la population mondiale vivait en

zone impaludée [4].



Vers la moitié du siécle passé (1955), 'OMS lanca le Programme Global
d'Eradication du paludisme, encouragée par les bons résultats obtenus par ’'usage
du DDT (dichlorodiphényltrichloroéthane) [5], un produit chimique dont la
découverte des propriétés insecticides a valu le Prix Nobel de Médecine a Paul
Hermann Miiller en 1948 [6]. Mais il est vite apparu que 1’éradication du
paludisme, définie comme « la réduction a zéro, de facon permanente de
I'incidence mondiale de l'infection a Plasmodia, résultant d'efforts délibérés, de
sorte que des mesures d'intervention ne soient plus nécessaires » [7], était
irréalisable avec les moyens disponibles et 1’« éradication » fut reformulée en
“controle” du paludisme, considérée par la 22e assemblée mondiale de la santé

comme ¢étape nécessaire et valable vers le but ultime que demeurait I’éradication

[8].

\| 7 = Mid-19th century %k/
3 I Before 1946

)\ v
\. . 1967 /

S . 2007

Figure 2 : Distribution mondiale du paludisme du milieu du X1Xe siécle & 2007 (de Mendis K. et al. Trop Med
Int Health. 2009; 14:802-9)



Néanmoins 37 sur 143 pays endémiques d’alors répartis en Europe, en Amérique
du Nord, aux Caraibes et de certains coins de 1’Asie et du sud de I’Amérique
centrale, réussirent a éradiquer le paludisme grace a cette campagne [9].
Malheureusement, ces succes n’ont pas été réalisés en Afrique car un comité
d’experts de I’OMS avait établi que les programmes d’éradication ne pouvaient
démarrer que dans les pays ou il était possible d’obtenir et de maintenir
I’interruption de la transmission du paludisme dans toutes les éventualités

épidémiologiques. Or, ces conditions n’¢taient pas réalisées en Afrique [10].

De nos jours, les régions tempérées, ne connaissent plus que des cas de paludisme
dits d'importation, définis comme «une infection acquise dans une zone
endémique par un individu (touriste ou natif indigene) mais diagnostiquée dans

un pays non-endémique apres développement des signes cliniques » [11].

L’urbanisation, 1’assainissement ainsi que les campagnes de pulvérisations
d’insecticides semblent avoir beaucoup contribué¢ a son ¢€limination dans ces
régions. Il est a noter par ailleurs que la majorité des cas de paludisme

d’importation recensé€s en Europe proviennent essentiellement d’Afrique [12-

16].

Dans son rapport annuel pour I’année 2015, ’OMS a rapporté 214 million de cas
(149-303 million) parmi lesquels 438 .000 (236.000 — 635.000) déceés dont 90%
survenus dans la région Afrique de ’OMS [17].

La distribution du paludisme est dépendante des conditions écologiques
favorables a la survie du moustique vecteur du parasite et cette distribution
correspond étroitement, bien malheureusement, aux régions pauvres de la planete,

comme illustré dans la figure 3.



En 2015 ’OMS a édité une stratégie technique mondiale pour le quinquennat
2016-2030. Dans ce document, il est décrit la vision de I’OMS qui est celle d’un
monde sans paludisme, basée sur une stratégie dont les buts mondiaux sont
ambitieux mais atteignables en 2030 via des objectifs intermediaires aux années
2020 et 2025 [18]. Ces différents objectifs sont repris dans le tableau 1 ainsi que

leurs cibles.

Tableau 1: Vision de ’OMS d’ici ’an 2030

BUTS OBJECTIFS INTERMEDIAIRES CIBLES

2020 2025 2030

|, Rédure les taux de mortaité
liée au paludisme au plan Aumoins 40% Aumoins 75%  Au moins 0%
mondial par rapport & 2015

2. Réduire lincidence du
paludisme au plan mondial Aumoins 40% Aumoins 75%  Au moins 0%
par rapport 4 2015

3. Himiner le paludisme des
pays ol il y avait transmisson
en 2015

Au moins Au moins Au moins
10 pays 20 pays 35 pays

4. Empécher la réapparition du
paludisme dans tous les pays
exempts

Réapparition  Réappariion  Réapparition
évitde vitde éntde




Cas de paludisme confirmés
pour 1000 habitants

B >0

Bl 000

B 1050
1410
011
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Figure 3: Paludisme versus pauvreté. A. Pays ou la transmission du paludisme est active en 2013 B. Pourcentage
de la population disposant de moins de 2$ USD par jour pour la période 1995-2013.(Adapté des rapports des

programmes nationaux de lutte contre le paludisme ainsi que du rapport de la Banque Mondiale sur les indicateurs
du développement, 2014)

I.2. Des parasites en cause

Le paludisme est dii a I’introduction dans I’organisme humain d’un parasite

du genre Plasmodium (I’Embranchement des  Apicomplexa, Classe des



Aconoidasida, Ordre des Haemosporida et Famille des Plasmodiidae) [19] par

un moustique femelle du genre Anopheles lors de son repas sanguin.

C’est en 1880 que le médecin frangais Charles Louis Alphonse Laveran décrivit
pour la premiere fois 1’espéce Plasmodium falciparum dans le sang de patients
impaludés et communiqua ses observations dans son opuscule intitulé « Nature
parasitaire des accidents de | 'impaludisme : description d 'un nouveau parasite
trouvé dans le sang des malades atteints de fievre palustre » [20]. Dix-sept
années plus tard (1897), Sir Ronald Ross, médecin britannique, démontra la
présence d’une espéce de plasmodium (Plasmodium relictum, parasite
d’oiseaux) dans I’estomac de moustiques anophéles, soulignant ainsi leur role
dans la transmission du parasite a I’homme. Ces deux chercheurs regurent
chacun, en reconnaissance de leurs travaux sur le paludisme, le Prix Nobel de
Médecine ou Physiologie en 1902 (Ronald Ross) et en 1907 (Alphonse Laveran)
[21, 22].

Depuis, plus d’une centaine d’espéces de Plasmodiums différents ont été
découvertes et il est admis que ces parasites peuvent infecter, outre 1’homme,
divers animaux endothermes comme les rongeurs, les singes, les oiseaux mais
aussi ectothermes comme les lézards (sans oublier les moustiques, leurs

vecteurs).

Quatre de ces espéces sont specifiguement humaines: Plasmodium falciparum,
Plasmodium vivax, Plasmodium malariae et Plasmodium ovale. Les premiéres
descriptions des trois premieres sont attribuables essentiellement a des
scientifiques italiens (Battista Grassi, Angelo Celli, Amico Bignami, Camilo
Golgi, Giusseppe Bastagnelli et ettore Marchiafava) entre 1880 et 1890 [23, 24]
et John Stephens a le mérite d’avoir découvert la quatriéme espece, Plasmodium
ovale en 1922 [25]. Une cinquieme espece, Plasmodium knowlesi, découverte par

Robert Knowles et Das Gupta et connue pour infecter naturellement le singe


https://fr.wikipedia.org/wiki/Plasmodium_vivax
https://fr.wikipedia.org/wiki/Plasmodium_vivax
https://fr.wikipedia.org/wiki/Plasmodium_malariae
https://fr.wikipedia.org/wiki/Plasmodium_malariae
https://fr.wikipedia.org/wiki/Plasmodium_ovale
https://fr.wikipedia.org/wiki/Plasmodium_ovale

Macaca fascicularis [26], est aujourd’hui comptée parmi les espéces infectant
I’humain [27]. La découverte des infections humaines par P. knowlesi a remis sur
le devant le questionnement sur 1’origine simienne du plasmodium, la
transmissibilité inter-espéces des plasmodiums et donc sur 1’existence d’un

réservoir non-humain.

Les plasmodiums ont, outre leurs différences morphologiques, différents cycles
de développement mais nécessitant pour tous le passage successif par deux hotes

: ’un vertébré et I’autre invertébré (moustique) tel qu'illustré dans la figure 4.
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Figure 4. Cycle de vie du plasmodium chez I’homme et chez le moustique (de Ménard et al., Nature 2005 Jan

13; 433(7022):113-4)

Les plasmodiums humains sont inégalement répartis sur 1’étendue de la planete,
mais 2 especes ont une prévalence supé€rieure par rapport aux autres. Il s’agit de
Plasmodium falciparum qui est prépondérant en Afrique et en Asie et P. vivax
qui I’est en Amérique latine. Plasmodium falciparum atteint dans certains

endroits une prévalence supérieure a 80% (surtout dans la région africaine).
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Plasmodium malariae et Plasmodium ovale sont généralement retrouvés a basse
prévalence presque dans toutes les régions endémiques ou leurs prévalences
respectives ne dépassent que tres rarement 10% [28]. Néanmoins, Plasmodium
malariae requiert une attention particuliére du fait qu’il peut induire un syndrome
néphrotique qui résiste aux traitements conventionnels mais aussi qu’il est capable

de provoquer des infections récurrentes, des décennies apres 1’infection initiale

[29-32].

Plasmodium vivax par contre, bien qu’étant 1I’espéce plasmodiale dont la
distribution géographique est la plus étendue [28], est presque absent de I’ Afrique
sub-saharienne. Cela a été attribué au fait que la pénétration des réticulocytes par
Plasmodium vivax est dépendante de la présence d’une protéine appelée Duffy
Antigen Receptor for Chemokines (DARC) ou Fy glycoprotéin (FY) [33-35]. Les
populations africaines sont exclusivement ou trés majoritairement de groupe
sanguin Duffy-négatif (figure 5 & 6), ce qui leur confere une protection vis-a-vis
de P. vivax [36]. Ce fait a d’ailleurs orienté la recherche (notamment vaccinale)
vers des mécanismes pouvant bloguer la fixation du parasite sur cet antigene [37-
40]. Par ailleurs des travaux assez récents ont démontré que 1’existence seule de
cet antigéne n’¢tait pas une condition suffisante a 1’invasion réticulocytaire.
Citons par exemple les travaux de Ryan et al. qui ont apporté une preuve de la
possibilité d’infections a P. vivax chez des individus Duffy-négatifs au Kenya
[41], de Ménard et al. qui ont rapporté la survenue fréquente d’infections a
Plasmodium vivax a Madagascar toujours chez des sujets Duffy-négatifs [42], de
Mendes et al. en Angola et en Guinée Equatoriale [43] ou encore de Wurtz et al.
en Mauritanie [44]. Ces résultats ont bouleversé le vieux dogme d’une trentaine
d’année de Miller et al. [34]. Deux hypotheses sont donc formulées a ce jour: soit
il existe d’autres voies possibles d’invasion du globule rouge par le parasite, soit

ce dernier a développé de nouveaux mécanismes d’invasion du globule rouge. Ce
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qui ferait craindre son expansion a des régions ou il était déclaré absent. Des

recherches futures éclaireront ce point.

FY*Afrequency
[Jo-s% MM s0-70%

FY'Bfrequency
[0-5% | 50-70%

Y o)
FY'BESfrequency f 3 L‘}
[CJ0-5% [ s0-70%

[ 5-10% [ 70-80%
[] 10-20% [ 80-90%
[ 20-30% | 90-95%
[0 50-50% | 95-10008. -

Figure 5. Fréquence et distribution des alléles du groupe sanguin Duffy (de Rowes E et al.,Nature
Communications 2011, 266)

La classification des plasmodiums a été sujette a plusieurs modifications au fil
des années et des découvertes. Les espéces du genre Plasmodium sont
genéralement regroupées en 9 sous-genres dont 3 sous-genres parasites des
mammiferes, 4 sous-genres parasites des oiseaux et 2 sous-genres parasites des

sauriens.
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Les plasmodiums des mammiféres sont depuis toujours les plus étudiés et ils ont
été subdivisés initialement en Plasmodium, Vinckeia et Laverania. L’avénement
des méthodes moléculairaires a permis a Duval et Ariey [45] de de simplifier
cette classification en deux groupes principaux: Laverania et non-Laverania. P.
falciparum est a ce jour la seule espéce du groupe Laverania ayant la capacité

d’infecter naturellement 1’humain.
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Figure 6. Distribution spatiale de P. vivax en 2010 (De Gething P et al., PLoS Negl Trop Dis 6(9)e1814)
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P, vivax = Hommes

P, cynomolgi PNH asiatiques

NO“- Lavel‘an l-a P, hilobati PNH asiatiques

P. knowlesi  Hommes/PNH asiatiques

P. gonderi PNH asiatiques
= Hommes

P. ovale = Hommes

P malagasi  Lémuriens

P. berghei Rongeurs africains

Hepatocystis sp. Mammiféres africains/
asiatiques

Laverania

= Chimpanzés/Gorilles
P, falciparum | ==  Hommes

Figure 7. Phylogénie schématique des plasmodiums des mammiféres (De Duval et Ariey, Clin Microbiol Infect
2012 ;18 :528-32)

1.3. Approche diagnostique

Pendant des decennies, le diagnostic du paludisme a reposé sur
I’observation clinique et 1’identification microscopique des parasites.
L’expression clinique du paludisme est tres variable selon que 1’on est en présence
d’un accés simple ou un cas de paludisme grave. Mais généralement le point
central est la « fiévre » s’accompagnant (ou pas) d’autres symptomes tels que
maux de téte, douleurs musculaires, asthenie, toux, vomissements, diarrhée, etc
pour les cas simples et d’une atteinte des fonctions essentielles de 1’organisme

mettant en peéril le pronostic vital dans les accés graves.

En zone d’endémie donc, le paludisme étant responsable d’une grande proportion
des etats febriles, il a méme été jugé acceptable, a une certaine époque, de
considérer et de traiter les cas de fievre comme étant des acces palustres. Cette

maniere de faire s’est méme retrouvée dans les recommandations formulées par
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I’OMS en 2006, qui reconnaissait que le diagnostic parasitologique n’était pas

tout le temps nécessaire, particulierement en zone de forte transmission [46].

Malheureusement, cette approche est rendue difficile du fait que la fievre n’est
pas le seul signe clinique du paludisme et aussi du fait de I’absence de spécificité
des autres signes cliniques, qui se confondent a bien d’autres pathologies
tropicales. Ce chevauchement de symptomatologie entre paludisme et autres
pathologies altére la spécificité du diagnostic, favorise une utilisation a I’aveugle
des antipaludiques et compromet la qualité des soins pour les patients faisant une

fievre non palustre.

Un algorithme décisionnel fondé¢ sur la clinique a été mis en place par ’OMS et
I’UNICEF, et a été largement utilis€, afin de parer a certaines faiblesses humaines
et matérielles des pays a faibles revenus, appelé « prise en charge intégrée des
maladies de I'enfant » (PCIME). Perkins et al. , tout comme Weber et al. ont dans
leurs travaux respectifs, démontré les lacunes de I’utilisation d’un diagnostic
uniquement fondé sur la clinique [47,48]. Tarimo et al. ont par contre chiffré a
30% la prévalence d’enfants surtraités (traités comme faisant un paludisme alors
que soufrant d’autre chose) en utilisant I’algorithme clinique de la PCIME pour
le diagnostic du paludisme [49]. De méme, Reyburn et al. dans leur étude réalisee
en Tanzanie rapportent que seulement 46.1% des cas fébriles traités comme
faisant un paludisme, étaient réellement porteurs de Plasmodium falciparum [50].
Ces écarts ont poussé ’OMS a formuler de nouvelles recommandations en 2010
stipulant qu’en toute région du globe, une suspicion clinique de paludisme doit

étre confirmée par un diagnostic parasitologique [51- 52].

Les moyens diagnostiques du paludisme mis au point a ce jour sont nombreux.
Nous en faisons un rappel succinct ci-dessous mais en consacrant une attention

particuliere au diagnostic moléculaire par amplification génique.

1.3.1. Examen microscopique apres coloration
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La coloration de Giemsa a été pendant longtemps le "gold standard" du
diagnostic palustre. Il s’agit de déposer une goutte de sang sur une lame et de
la colorer afin de rendre identifiable les parasites, au milieu des autres éléments

figurés du sang (Figure 8).

La goutte épaisse et le frottis mince permettent d'identifier le parasite, d'en
déterminer I'espece mais aussi d'en estimer la parasitémie. La réalisation de ce
test ne requiert pas de matériel compliqué mais plutét une formation adéquate
pour la coloration et la lecture des lames (particulierement pour identifier les
espéces en cas de faible parasitémie ou d’infections mixtes) et un temps

conséquent pour obtenir les resultats.

Un microscopiste moyen peut détecter environ 50-100 parasites/ul alors qu’il est

estime€ qu’un microscopiste experimente peut détecter jusqu’a 5 parasites/pl [53].
1.3.2. Quantitative Buffy Coat (QBC) test

Méthode proposée par la firme Becton-Dickinson et fondée sur une
centrifugation différentielle et le fait que 1’acridine orange (un fluorochrome) a la
propriété de colorer les cellules contenant du matériel nucléique. En résumé, 50pl
de sang sont recueillis dans un tube a hématocrite contenant de 1’acridine orange
et un anticoagulant, qui est soumis a une centrifugation (& 12.000g pendant 5
minutes). L’acridine orange, aprés excitation par une source lumineuse appropriée
induit chez les parasites qui contiennent de I’ADN une coloration métachromatique
différentielle entre ’ADN (vert pomme a jaune vert) et I’ARN (vert a rouge
orangeé) [54]. Elle révele la présence des parasites sur le fond sombre des hématies

dépourvues de structures nucléiques systématisées.
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Figure 8. Préparation de la goutte épaisse (A) et du frottis mince (B)

D’apprentissage facile et de réalisation rapide, le QBC test nécessite un matériel
et des réactifs colteux ayant limité son utilisation. De méme, il ne permet pas de
differencier les especes plasmodiales ni de renseigner sur la densité parasitaire
[55]. Baird et al. qui ont comparé la microscopie au QBC test sur le terrain ont

démontré que ce dernier était plus contraignant et moins sensible [56].
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Figure 9. QBC malaria tube (de chez Woodley laboratory diagnostics http://www.woodleyequipment.com/)

1.3.3. Sérologie

Ces méthodes diagnostiques sont généralement fondées sur la détection
des anticorps dirigés contre les formes sanguines asexuées du Plasmodium. Elles
ont eté largement utilisées pour la prévention du paludisme transmis par
transfusion par les banques de sang [57, 58]. Différentes réactions sont utilisées,
telle que I’'immunofluorescence indirecte (IFI), I’hémagglutination passive et les
tests immuno-enzymatiques du type ELISA [59-61]. Ces techniques ne
renseignent en fait que d’un contact passé ou récent de I’organisme avec le

parasite.

Elles n’ont que trés peu de valeur en zones d’endémie car il y existe de tres
nombreux porteurs asymptomatiques, jouissant d’une immunité protectrice suite

a un contact prolongé avec le parasite.
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1.3.4. Cytométrie en flux continu

Nécessitant un appareillage trés sophistiqué et donc trés colteux [62], cette
technique n’a pas connu une large diffusion dans les régions endémiques
palustres, correspondant généralement aux pays a faibles revenus. Elle permet
néanmoins de détecter les globules rouges parasités aprés que I’ADN parasitaire
ait été marqué par du thiazol orange [63] ou par d’autres colorants. D une grande
sensibilité pour déterminer la densité parasitaire, elle ne permet cependant pas de

distinguer les différentes especes plasmodiales.

1.3.5. Les tests de diagnostic rapides (TDR)

Les TDR sont fondeés sur la détection de protéines spécifiques de Plasmodiums
dans le sang des personnes infectées a 1’aide d’une membrane en nitrocellulose
contenant des anticorps anti-plasmodiums. Ils ne nécessitent ni source électrigue,
ni équipement de laboratoire particulier et permettent de diagnostiquer assez
rapidement une infection plasmodiale. De plus ils se conservent jusqu’a 30°C
pour la plupart. Ils ciblent généralement les antigénes parasitaires suivants :
I'histidine-rich protein 2 (HRP-2), la lactate déshydrogénase (LDH) et/ou
I’aldolase selon le test et les combinaisons choisies. Plusieurs tests ont été
développeés avec des particularités et sensibilités différentes. Certains permettent
de détecter spécifiqguement soit P. falciparum [64], soit P. vivax [65] ou encore
P. knowlesi [66]. D’autres par contre permettent de différencier une infection soit
a P. falciparum seul, soit a I’'une des 3 autres espéces plasmodiales (P. vivax, P.
malariae and P. ovale), labellé comme « pan » sur le dispositif. Les TDR « pan »
permettent de reconnaitre les 4 espéces humaines mais avec une sensibilité
moindre pour les especes non-falciparum. Les figures 9 et 10 illustrent leur
fonctionnement de mani¢re globale ainsi que [’interprétation des résultats

possibles.
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Il a été cependant mis en lumiére la possibilité d’obtenir des faux négatifs
en cas d’utilisation de tests basés sur la détection du HRP-2, certaines souches

de P. falciparum n’exprimant pas ce géne [67].
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immunochromatographiques pour le paludisme (de Bell D et al., Nature Reviews
Microbiology 2006 : 4 ; 682-695)
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A

Sample HRP-2 test

kesi Control — — [— —
. P'I — _— ——-
L ) pan rx - -—
Negative Pasitive: Positive Paositive [nvalid
Pf Pt with/ Non-Pf
without non-pf

pLDH test, sample 1

kand control — — —t
pest Pan* — ] —
heut PF* ]
Negative Poslitive Positive Invalid
Non-Pf Pf with/

without non-Pf

Figure 11. Configuration et interprétation des résultats de 2 types de TDR commerciaux A.Test
fondé sur détection de HRP-2. B. Test fondé sur détection de pLDH

1.3.6. Diagnostic moléculaire

L'essor de la biologie moléculaire a permis de développer de nouvelles
techniques fondées sur l'identification de I'ADN plasmodial amplifié par
polymerase chain reaction (PCR). Grace a des courtes séquences nucléotidiques

qui s'apparient au genome du Plasmodium de part et d'autre de la portion d'intérét

(amorces) et surtout a I’utilisation d’une enzyme thermostable, la Taq

polymerase [68], I'ADN est multiplié de maniére exponentielle jusqu'a devenir
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détectable soit par sa visualisation sous lumiére UV (dans la PCR classique), soit
par détection d’une fluorescence a chaque duplication par des sondes
fluorescentes [69, 70] ou par technologie SYBR Green (dans la PCR en temps
réel). Cette approche moléculaire permet de détecter de trés faibles
concentrations parasitaires et de distinguer les différentes espéces infectantes

méme si elles sont présentes simultanément chez le méme individu (infections

mixtes).
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Figure 12. Différentes étapes du processus de la PCR (de

https://en.wikipedia.org/wiki/Polymerase chain reaction)

Les premieres descriptions de techniques moléculaires de détection de P.
falciparum dans la littérature remontent aux annees 90s avec les travaux de
Barker et al. [71, 72], de Wataya Y et al. [73] et de Sethabutr O et al [74]. Une
des techniques qui a connu un grand succes est celle mise au point par Snounou
et al. qui, contrairement aux précédentes qui ne détectaient qu’une seule espéce
plasmodiale (P. falciparum), permettait la détection des 4 espéces de

Plasmodiums humains par PCR classique, grace a des amorces spécifiques a
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chacune des espéces [75]. La sensibilité de cette technique a été améliorée
quelques temps plus tard par ses concepteurs en ajoutant une seconde PCR a la
premiére [76]. Cette technique est appelée PCR nichée (voir Figure 14). Cette
derniére technique a connu un large succes dans la communauté scientifique et
est toujours considérée a ce jour comme référence, citée par 568 publications a

ce jour [77].
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Figure 13. Agents se liant a I’ADN double brin (Double-stranded DNA binding dyes: Lightcycler assay).
(a) Durant la dénaturation, le SYBR Green | libre exhibe peu de fluorescence. (b) A la température
(b) d’appariement, quelques molécules se lient au double brin d’ADN naissant résultant en une
émission de fluorescence lors de I’excitation. (¢) Durant la phase de polymérisation, de plus en plus
de molécules se lient au brin naissant et ’accroissement de la ~ fluorescence peut-étre suivi en

temps réel. (de Poitras E et Houde A, Reviews in Biology and Biotechnology 2002: 2; 2-11)

De nombreuses autres techniques, utilisant difféerentes amorces et sondes
(pour la PCR en temps réel), ont été développées ou modifiées en vue d’accroitre

la sensibilité et la spécificité mais aussi de réduire le temps de réalisation. C’est
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ainsi qu’a titre d’exemple nous pouvons citer la technique mise au point par

Rougemont et al. [78] et amélioree par Cnops et al. pouvant atteindre des seuils

de détection de I'ordre de 0,006 parasites/ul [79], ou encore celle mise au point

par Tran et al, combinant PCR classique et PCR en temps réel (nested qPCR) pour

arriver a un seuil de 0,5 parasite/pl, pour des préléevements effectués sur

papiersfiltres [80]. Kamau et al. ont atteint une limite de détection de 3,62 10-*

parasites/pl en utilisant une reverse transcriptase real-time PCR [81].
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Figure 14. A: Hydrolyse de sondes (Hydrolysis probes: Tagman assay)

(a) Durant I’étape de dénaturation, la sonde est libre en solution.

(b) A la température d’appariement, la sonde et les amorces s’hybrident a leurs séquences cibles respectives et la

B:

() Durant I’étape de dénaturation, les deux sondes demeurent séparées et en solution.

suppresseur permettant ainsi 1’émission de la fluorescence.

Hybridation de 2 sondes (Hybridization probes)

proximité des fluorochromes permet I’inhibition de la fluorescence. La polymérisation débute. (c) La

polymérase déplace et hydrolyse la sonde. Le fluorochrome émetteur est libéré de 1’environnement du

(b) A la température d’appariement, les sondes s’hybrident a leurs séquences cibles respectives et la proximité

(de Poitras E et Houde A, Reviews in Biology and Biotechnology 2002: 2; 2-11)
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Figure 15. Représentation schématique de la démarche pour le développement d’une PCR diagnostique
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Figure 16. Représentation schématique d’une PCR nichée

La plupart de ces techniques de PCR ont été élaborées en ciblant le gene codant
la petite sous-unité de I'ARN ribosomial (18S rRNA). En effet ce géne que I’on
retrouve chez tous les eucaryotes, contient des régions a la fois hautement
conservees et variables, et il a été le plus étudié chez le Plasmodium. Cing copies
de ce gene sont dispersées sur des chromosomes différents du génome parasitaire
[82,83]. Néanmoins d’autres geénes ont aussi ¢été utilisés, mais moins
fréquemment, comme cibles pour I’identification moléculaire des Plasmodiums.
Nous pouvons citer a titre d’exemple le géne cytochrome b (cytb), qui lui aussi
posséde une région hautement conservée [84-87], le géne codant pour la protéine
circumsporozoite (csp), qui a été utilisee pour identifier P. falciparum et P. vivax
[878, le dihydrofolate reductase (dhfr) [72], le ring-infected erythrocyte surface
antigen (Pf155/RESA) [89], le merozoite surface protein-1 (msp-1) [90], la

cycloxygénase mitochondriale (cox1) [91] et le reticulocyte binding protein 2
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(rbp2) [92]. Ces techniques sont congues en monoplex (amplifiant une cible

unique) ou en multiplex (amplifiant une ou plusieurs cibles).

A titre d’illustration, Chew et al. ont mis au point une PCR hexaplex capable
d’identifier simultanément six especes plasmodiales infectant I’humain [93]. La
précision de ces techniques a permis de discriminer les différentes espéces lors
des infections mixtes mais aussi de différencier les deux sous-especes de P. ovale

(P. ovale walikeri et P. ovale curtisi), longtemps méconnues [92, 94].

Beaucoup de facteurs peuvent expliquer les différences de sensibilités de ces
différentes techniques, entre autres: le type de réactifs employeés, les standards
utilisés pour la quantification, les dilutions effectuees, les types de
thermocycleurs, les méthodes d’analyses et d’interprétation des données, etc....
[95]. En regard a ces divergences, Bustin et al. ont propose des lignes directrices
pour la publication des expériences de PCR quantitative en temps réel (MIQE
guidelines), en vue d’aider a assurer l'intégrité de la littérature scientifique, de
promouvoir la cohérence entre les laboratoires, et d'accroitre la transparence

expérimentale [96].

Outre I’identification moléculaire des Plasmodiums réalisée généralement sur du
matériel sanguin soit liquide, soit seché sur papier-filtre, soit déeposé et colore sur

lame [97], ou encore provenant des TDR

[98], T'utilisation d’autres fluides organiques est néanmoins décrite dans la
littérature. Mharakurwa et al. [99], de méme que Nwakanma et al. [100] ont
rapporté dans leurs travaux respectifs des preuves de déetection possible par PCR
de Plasmodium dans la salive et I’urine. Par contre, Liu et al. ont pu détecter P.

falciparum dans les féces de grands primates africains [101].
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Figure 17. Différents types de thermocycleurs A. Lightcycler 480 (Roche®) B. Stratagene Mx3000P (Agilent
Genomics®) C. ABI 7500 (Applied Biosystems®) D. Hybaid PXE (Thermo®)

1.4. Des molécules antipaludiques

A ce jour, de nombreuses molécules ont été synthétisées et mises sur le
marché pour lutter contre le paludisme. Différentes maniéres existent pour
classifier ces différentes molécules en se basant soit sur leurs structures
chimiques, leurs classes pharmaceutiques, leurs actions sur les diverses formes
¢volutives du parasite ou encore sur leurs cibles d’action. Nous préférons décrire
cette derniére classification, car en rapport avec les mécanismes de résistance

possibles.

Trois cibles plasmodiales principales des antipaludiques peuvent étre énumerées :

28



- Lavacuole digestive du parasite : siége de la digestion de I’hémoglobine et
de la cristallisation de I’héme ;

- Le cytoplasme avec deux organites essentiels : le systeme mitochondrial,
siege des processus enzymatiques et 1’apicoplaste, siége de nombreux
processus cellulaires et voies de synthese telles que la réplication de I’ADN,
la transcription et la translocation ;

- La membrane constituée de phospholipides et de canaux calciques.

En regard a ces différentes cibles, deux grands groupes d’antipaludiques peuvent
étre élaborés: les schizonticides électifs et les inhibiteurs des acides nucléiques ou

antimétabolites.
1.4.1. Les schizonticides
Ce groupe comprend premierement les dérivés quinoléiques regroupant :

- les amino-4-quinoléines, représentés par la chloroquine et I’amodiaquine ;

- les amino-8-quinoléines représentés pas la primaquine, la rhodoquine et la
plasmoquine ;

- lesamino-alcools représentés par la luméfantrine, la quinine, la méfloquine

et I’halofantrine .
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Les dérives quinoléiques

Amino-4-quinoléines Amino-alcools Amino-8 quinoléine

Chloroquine Amodiaquine

Luméfantrine  Quinine Méfloquine  Halofantrine

Pamaquine  Primaquine Rhodoquine

Figure 18. Classification des molécules antipaludiques dérivés quinoléiques

Il comprend également les dérivés (semi-synthétiques) de 1’artémisinine

représentés par I’artésunate, la dihydroartémisinine, 1’artéméther et 1’artéether.

Les dérivés quinoléiques interférent avec I’utilisation de I’hémoglobine dans la
vacuole digestive parasitaire en inhibant la formation de I’hémozoine tandis que
pour les dérivés de I’artémisinine, quoi que le mécanisme de leur action ne soit
completement élucidé, il a été suggéré que le pont endopéroxyde de la molécule
faciliterait la libération de radicaux libres toxiques pour le parasite [102] ou
encore que inhiberait la digestion de 1’hémoglobine et de la cristallisation de

I’héme dans la vacuole digestive parasitaire [103].

1.4.2. Les inhibiteurs des acides nucléiques
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Ces molécules sont connues pour bloquer la division du noyau parasitaire. Dans

ce groupe 1’on répertorie :

les antifolates, représentés par les antifoliques (sulfadoxine) et les
antifoliniques  (proguanil et pyriméthamine). Cette classe agit
indirectement au niveau de la biosynthese des acides nucléiques en
inhibant deux enzymes clairement identifiées : la dihydroptéroate
synthéthase (DHPS) pour la synthese de 1’acide folique et la dihydrofolate
réductase (DHFR) pour la synthese de I’acide folinique [104]

les naphtoquinones, représentés par 1’atovaquone, un inhibiteur des
fonctions mitochondriales en agissant au niveau de la dihydroororate
déshydrogénase (DHOdase). L’inhibition de cette enzyme empéche blogue
toute une cascade de réactions entrainant I’inhibition de la synthése des
bases pyrimidiques [105].

les antibiotiques, représentés certaines classes : les tétracyclines
(doxycycline), les macrolides (érythromycine, azythromycine et la
clindamycine) et les quinolones (ciprofloxacine). Ces antibiotiques ont
démontré une action antiplasmodiale in vivo et in vitro. lls agissent sur la

synthese des protéines de I’apicoplaste en agissant sur les ribosomes [106].

1.4.3. Des nouvelles molécules en développement

En cette époque ou P. falciparum a développé des mécanismes de résistance

a la majorité des antipaludiques disponibles, il est clair que nous allons devoir

nous tourner vers de nouvelles molécules ayant des cibles moléculaires

differentes des antipaludiques actuels. Nous présentons ici quelques unes

d'entres elles avec une activité clinique prouvée.

1.4.3.1. Les ozonides
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Deux molécules synthétiques ont déja fait leurs preuves dans le traitement
clinique et sont actuellement en phases d'essai: ce sont l'arterolane (OZ 277) et
I'artefenomel (OZ 439). L'artérolane est rapidement actif sur P. falciparum et P.
vivax et est en ce moment utilisée en Inde (Phase 4) associé a la pipérquine
phosphate [107]. L'artefenomel qui est éliminé plus lentement que I'arterolane
(46-62h vs 2-4h) est en Phase 2 [108].

1.4.3.2. La ferrogquine

Elle est active sur les souches de P. falciparum chloroquino-résistanteset a été
bien tolérée en combinaison avec I'artésunate lors des études cliniques de Phase

2. La ferroquine est éliminée de I'organisme en 16 jours [109].
1.4.3.3. La cipargamine (KAE 609)

C'est une spiroindolone actuellement en Phase 2 de développement. Elle a un
temps de clairance parasitaire tres élevée de moins d'une heure! Elle est active

sur les souches résistantes aux antipaludiques actuels [110].
1.4.3.4. KAF 156

Cette molécule active sur les stades sanguins et hépatiques de P. falciparum
représente une nouvelle classe d'antipaludiques actuellement en Phase 2. Avec
un temps de clairance parasitaire de 3,5 heures tant pour P. falciparum que P.

vivax, elle présente de bons espoirs [111].
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Figure 19: Structure chimique de quelques nouvelles molécules antipaludiques

1.5. De la résistance aux antipaludiques

Si P. falciparum, parasite responsable de la quasi-majorité des cas graves
de paludisme, a su s’adapter et développer des mécanismes de résistance vis-a-Vvis
de presque tous les antipaludiques disponibles, ceci est di a sa grande diversité
génétique, a un taux élevé de mutations dans son génome [84] et aussi au nombre
important de parasites en circulation, hébergées chez les individus infectés. La
chimiorésistance a toujours constitué un probléme majeur pour le contrdle et

I’¢limination du paludisme.

De nombreuses études ont été menees afin d'identifier et de comprendre les
difféerents mécanismes de résistance de ces parasites vis-a-vis des différentes
molécules antipaludiques. La majorité des travaux existants concernent P.
falciparum; trés peu d’études ont été réalisées pour P. vivax et encore beaucoup

moins en ce qui concerne P. malariae, P. ovale ou P. knowlesi. Ceci est bien
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illustré dans une étude répertoriant 435 études sur ’efficacité thérapeutique in
vivo des drogues antipaludiques : quatre-vingt-sept pour cent (87%) de ces études
concernaient P. falciparum, 11% seulement P. vivax et moins d’une dizaine en

rapport avec P. malariae [112].
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Figure 20. Chronologie de I’apparition des résistances aux antipaludiques. Date de premiére
mise sur le marché et date d’apparition du premier cas de résistance indiqués respectivement
au-dessus et en dessous de la ligne du temps (de Pradines B et al. Revue francophone de
laboratoires 2010; 422:51-62)

La résistance de P. falciparum pose un grand probléeme dans la lutte contre le
paludisme du fait de son incidence sur la morbi-mortalité. En effet, les patients
traités avec ces molécules pour lesquelles le parasite a développé des
mécanismes de résistance, ne voient pas leurs masses parasitaires diminuer
critiquement ni leurs symptémes disparaitre comme il se devrait dans des
conditions normales. Il s’est rapidement avéré essentiel d’étudier cette
chimiorésistance en profondeur afin d’¢laborer des stratégies de riposte. Une des

stratégies adoptée par I’OMS est de changer de molécule antipaludique lorsque
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la prévalence des souches résistantes dépasse un certain seuil. Cela suppose donc

une surveillance continue.

Des experts de I’OMS ont donc élaboré un guide pour la surveillance de la
résistance aux antipaludiques reprenant trois méthodes: les tests in vivo, les tests
in vitro et I’'usage des marqueurs moléculaires. Cette derniere méthode a été
rendue possible grace aux nombreux travaux réalisés le siécle dernier sur le

génome de

P. falciparum. Rappelons ici que le génome complet de P. falciparum a éte
publié en 2002 par un consortium comprenant divers chercheurs qui s'étaient le
répartis le travail en trois groupes: le Centre Sanger pour I'étude des
chromosomes 1, 3-9 et 13), I'Université Stanford pour le chromosome 12 et
I'Institut pour la recherche de Genomique et le programme malaria du Centre
Naval de Recherches Médicales des USA pour les chromosomes 2, 10, 11 et 14.
Il ressort des conclusions de ce travail que le génome de P. falciparum est
constitué de 14 chromosomes, regroupant un total de 22,8 Megabases et 5314

genes protéiques estimés [84].

Mais 1’usage des marqueurs moléculaires n’est possible que quand ces derniers
ont été validés, c'est-a-dire lorsque la preuve scientifique d’une corrélation entre
modification génomique et un échec thérapeutique existe [113]. L’évaluation de
la résistance par les marqueurs moléculaires offre certains avantages, elle permet
entre autres choses d’analyser un grand nombre d’échantillons collectés dans
divers endroits et de tester leurs sensibilités simultanément a plusieurs
antipaludiques. Malheureusement ces techniques demeurent a ce jour d’un coft
relativement éleve et ne sont donc pas accessibles a tous les laboratoires surtout

des pays en voie de développement.

35



1.5.1. Des marqueurs moléculaires de résistance

Pertinents et spécifiques pour prédire le degré de résistance d'une
population de parasites a tel antipaludique, ils sont de nos jours d'une grande
importance dans la surveillance de I'efficacité d'une molécule antipaludique. I
n'existe pas actuellement de marqueurs moléculaires de résistance relatifs a toutes
les molécules antipaludiques connues. Néanmoins, nous présentons ci-dessous

ceux déja répertoriés.
1.5.1.1. Marqueurs de résistance aux dérives quinoléiques

La chloroquine (CQ) est I'une des molécules qui a été le plus utilisée dans
la lutte contre le paludisme. Présentant un bon rapport colt-efficacité, elle a
commencé a étre utilisée apres la seconde guerre mondiale et cela pendant pres
de 30 ans tant dans la prophylaxie que pour le traitement du paludisme jusqu’a
I’apparition de souches résistantes en Asie, en Amérique Latine et leur

dissémination a tous les continents.

L’apparition des souches résistantes a la CQ fut une terrible catastrophe car elle
a entrainé une augmentation de la mortalité [114-115]. Selon Randall Packard,
cette résistance initialement survenue dans la région frontaliere entre la
Thailande et le Cambodge, est apparue suite a un usage abusif de la chloroquine
(administration indirecte dans du sel, administration de masse) a des doses
probablement sub-curatives dans une zone de forte transmission [116].

La CQ est aussi la molécule dont le mode d’action ainsi que la résistance
moléculaire ont été le plus étudiés. Certains travaux ont suggeéreé une implication
des génes codant pour des protéines de transport du parasite [117-122]. Des

travaux de biologie moléculaire ont finalement permis d’affiner cette
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compréhension en identifiant le géne responsable, le Plasmodium falciparum
chloroquine resistance transporter (pfcrt), ainsi que la mutation principale
conférant cette résistance (mutation K76T) [123]. Cette mutation dont I'effet se
manifeste au sein de la vacuole digestive provoque une altération du gradient de
pH, un défaut d'accumulation de la chloroquine et un efflux de la chloroquine

vers l'exterieur [124].

1990-2006
Countries where /
P. falciparum £ 5
malaria is endemic g‘ ‘
& -

Figure 21. Apparition et expansion de la chloroquinorésistance (du WWARN, www.wwarn.org)

La présence de cette mutation multiplie le risque de résistance in vivo a la CQ par
7,2 (odds ratio, OR ; intervalle de confiance a 95 %, 1C95 % : 4,5-11,5, méta
analyse de 12 études) sur un suivi de 28 jours et par 2,1 (OR ; 1C95 % : 1,5-3,0,
méta analyse de 13 études) sur un suivi de 14 jours [125]. Ceci décrit bien
I’importance de I’identification et surtout de la validation d’un marqueur

moléculaire de résistance pour les études de surveillance.
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Figure 22. Représentation du chromosome 7 de P. falciparum illustrant un segment d’environ 100Kb sur lequel

se situent les 8 génes de transport dont le Pfcrt. Le pfcrt est mis en exergue avec ses 13 exons ainsi que la mutation

K76T. (de Awashi G., Mem Inst Oswaldo Cruz 2013; 108(8): 947-961)

D’autres études ont par ailleurs cité le géne Plasmodium falciparum multi-drug

resistance 1(pfmdrl) en suggérant qu’il modulerait le degré de résistance a la CQ

[126-127]. Sur ces deux genes, les mutations les plus citées sont la K76T sur le

pfcrt et la N86Y sur le pfmdrl [128-129]. Mais de plus en plus, de nouvelles

mutations sont découvertes en fonction des lieux et des époques ou sont

effectuées les études. C’est ainsi que 1’on peut par exemple citer pour le geéne
Pfcrt les nouvelles mutations A144F, L1481, 1194T, T333S et pour le pfmdrl les
nouvelles mutations E130K et V11091 découvertes au Cambodge, pour ne citer

que celles-1a a titre d’exemple [130].
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Le pfmdrl, comme son nom I’indique, a aussi était suspecté ou carrément
impliqué dans la résistance a plusieurs autres molécules antipaludiques,
notamment la quinine [131-133], a I’amodiaquine [134], a la méfloquine [135-
136], a la pipéraquine [137], a la luméfantrine [131, 138-139], a 1’artémisinine
seule ou utilisée en combinaison [140-142]. Outre les mutations observées sur ce
gene, I’augmentation du nombre de ses copies, probablement survenu lors d'un
crossing-over inégal [143], est fortement impliquée dans la résistance a plusieurs
antipaludiques. Certains mécanismes permettent Le WorldWide Antimalarial
Resistance Network (réseau international sur la résistance aux antipaludiques) ou
WWARN a publié a cet effet une procédure standardisée pour évaluer ce nombre
de copies [144].

Il apparait donc que toutes les mutations impliquées dans un phénomeéne de
résistance ne sont jamais définitivement toutes connues. Des recherches continues
en des lieux et époques différents permettent d’élargir le champ des
connaissances, d’améliorer la compréhension des mécanismes mis en place et

d’adapter les stratégies de lutte.
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Figure 23: Localisation du pfmdrl sur le chromosome 5 de P. falciparum (de Sutar D, Mem. Inst. Oswaldo
Cruz 2011; 106:1)
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I s’est avéré que la majorité des mutations effectives survenant sur le pfcrt se
retrouvaient entre les positions des codons 72 et 76, déterminant ainsi différents
profils phénotypiques. L’haplotype CVMNK étant celui des parasites
classiqguement sensibles a la CQ et les haplotypes CVIET, SVMNT, SVIET,
CVMNT and CVTNT classiguement répertoriés comme résistants [145].

Warhrust et al. ont étudié en 2003 les changements physico-chimiques survenant
sur des souches chloroquino-résistantes de P. falciparum portant différents
haplotypes en regards des codons 72-76 du pfcrt. Ils ont suggéré que la présence
de I’haplotype SVMNT modifiait certaines caractéristiques physico-chimiques de
la protéine, essentiellement I’hydrophobicit¢, facilitant ainsi D’efflux du
monodeséthylamodiaquine, principal métabolite actif de I’amodiaquine (AQ)
hors de la vacuole digestive [146]. Des résultats similaires in vivo ont éte
présentés par Ochong et al. toujours en 2003 et par Sa et al. en 2009 [147-148].
Beshir et al. ont par contre publie des résultats en 2010 stipulant que la seule
présence de cet haplotype était suffisante pour conférer de la résistance a ’AQ
[149]. Des lors, I’haplotype SVMNT pouvait étre considéré comme marqueur
moléculaire de résistance a I’AQ. Identifié initialement en Asie et en Amérique
latine [150-151], il est recherché en Afrique ou I’AQ, aprés avoir été utilisée en
monothérapie dans certains pays, est aussi actuellement utilisée comme molécule
partenaire des CTA. A notre connaissance, cet haplotype n’a été retrouvé que dans
3 pays africains a ce jour: en Tanzanie [152], en Angola [153] et en Ethiopie [154].
Les deux premiers étant des pays frontaliers a la RDC. Deux études réalisées en
RDC ont recherché cet haplotype sans le retrouver [155-156].

Néanmoins, la grande superficie de la RDC, ses nombreuses frontieres
"virtuelles" ainsi que les expériences des antipaludiques précédents plaident en
faveur d’une surveillance continue. Une publication discutant de ce sujet a
fortement recommande de surveiller les haplotypes pfcrt 72-76 dans les régions

impaludées utilisant I’AQ comme molécule partenaire des CTA [157].
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Figure 24. Distributions des haplotypes pfcrt (modifié de Sa JM et al., Proc Natl Acad Sci U S A. 2009; 106(45):
18883-9.)

1.5.1.2. Marqueurs de résistance aux inhibiteurs des acides nucléiques

Pour ce qui est de la résistance aux antifolates (essentiellement la sulfadoxine et
la pyriméthamine), deux génes ont été clairement impliqués a savoir le: pfdhfr
(chromosome 4) et le pfdhps (chromosome 8) pour lesquels les mutations S108N,
C59R, N51I et A437G, K540E respectivement, sont les plus citées dans la
littérature [158-160].

La présence de la mutation S108N sur le pfdhfr multiplie le risque de résistance
in vivo a la Sulfadoxine-Pyriméthamine (SP) par 2,2 (OR; 1C95 %: 1,4-3,3, méta
analyse de 18 études) et la présence de triple mutants (combinaison des 3
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mutations S108N, C59R et N511) multiplie le risque de résistance in vivo a la SP
par 4,3 (OR; IC95 % : 3,0-6,3, méta analyse de 16 études) [125].

En effet, la seule mutation S108N modifie la configuration de la DHFR et réduit
I’affinité de la molécule sans en affecter le fonctionnement vis-a-vis de son
substrat naturel et donc des mutations additionnelles potentialisent cette baisse
d’affinité pour le dihydrofolate [161-162]. De méme, les mutations survenant sur
la DHPS en modifient la conformation spatiale et réduisent donc son affinité a la
dihydroptéroate [163].

En RDC, une demi dizaine de travaux ont été publiés en rapport avec les genes
pfdhfr et pfdhps (résistance moléculaire a la SP) [164-168]. L analyse de ces
différentes études révele des prévalences de mutants résistants parfois trées
élevees, comme par exemple Cohuet et al. qui rapportent plus de 50% de triple
mutants sur le pfdhfr [165], Mobula et al. qui ont décelé 97,9% de parasites
présentant la mutation N511 [168] ou encore Swarthout et al. rapportant 45,2%
de doubles mutants (A437G, K540E) sur le pfdhps [166].

1.5.1.3. Marqueur de résistance a [’artémisinine

Lors de [I’introduction des combinaisons thérapeutiques a base
d’artémisinine (CTA) pour la prise en charge des cas de paludisme simple,
I’artémisinine (ainsi que ses dérivés) avait une efficacité proche des 100% et
aucun cas de résistance a ce produit n’avait alors €té rapporté. L ’artémisinine a
radicalement améliore le traitement du paludisme et sa découverte a valu le prix
Nobel a Youyou Tu en 2015 [169].

En prévision de ’apparition potentielle de souches résistantes a I’artémisinine,

des travaux furent entamés afin de comprendre le mode d’action de cette drogue
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et le géne codant pour la protéine pfATPase6 fut identifié comme cible probable
de P’artémisinine [170]. Ce gene fut suspecté en 2005 d’étre responsable de la
résistance in vitro a I’artémisinine (avec les mutations S769N et A623E) [171].
Une étude menée au Cambodge et en Thailande quelques années plus tard en
2009, révela une nette baisse de sensibilité de P. falciparum a I’artémisinine
[172]. La résistance fut ainsi déclarée et I’identification et la validation d’un
marqueur moléculaire devint une priorité. A ce jour, ces cas de résistance n’ont
été répertoriés qu’en Asie. Plusieurs travaux ont ét¢ menés afin de confirmer
I’implication du pfATPase6 dans la survenue de la résistance a I’artémisinine
mais les résultats divergent. Tandis que Cui et al. ne trouvent aucune association
entre la mutation S769N et la résistance a I’artémisinine [173], Zakeri et al.
suggerent que les mutations sur le pfATPase6 pourraient fournir des signaux

d’alerte précoce pour I’émergence des résistances [174].

En 2014 fut publié la découverte d’un marqueur moléculaire de résistance adopté
par I’ensemble de la communauté scientifique. La présence de certaines
mutations sur le géne K13 fut fortement corrélée a la résistance a I’artémisinine
[175]. De plus en plus d’études a ce jour ont été publiées sur la recherche de ce
marqueur en Afrique (ou aucun cas de résistance a I’artémisinine n’a encore été
formellement répertorié). Les mutations décrites en Asie du sud-est conférant de
la résistance a 1’artémisinine n’y ont pas encore été retrouvées. Par contre de
nouvelles mutations ont été décrites sur ce gene dans certains pays dont la RDC
mais aucun lien n’a encore été établi a ce jour entre celles-ci et une résistance
clinique. [176-177].
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Tableau 2: Genes impliqués dans la chimiorésistance de P. falciparum

Antipaludiques Geénes impliqués®
Chloroquine pfert, pfindrl
Quinine pfert, pfindrl, pfihe
Amodiaquine pfert, pfimdrl
Meéfloquine pimdr]

Pipéraquine pfert, pfindrl
Lumeéfantrine pimdr]
Atovquone Pfeve b
sulfadoxine Pfdhps
Pvrimeéthamine Pfdhf
Artémisinine pfATPaset K13

*genes mentionnes dans la littérature pour lesquels un lien quelconque a pu étre

établi (in vitro ou in vivo)
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1.5.2. Des données disponibles sur la résistance moléculaire aux antipaludiques
en RD Congo

La résistance de P. falciparum aux antipaludiques utilisés en RDC a été
évaluée par différentes méthodes. Le recensement des études ayant porté sur les
marqueurs moléculaires a constitué I’essentiel de la premiére publication de cette

these, présentée ci-dessous.

En effet, il n’aurait pas été possible de réaliser un travail traitant de la
résistance aux antipaludiques sans faire I’inventaire des données existantes. Pour
ce faire, nous avons procédé a une recherche bibliographique, en consultant les
bases de données et les moteurs de recherche en ligne. Nous avons par la suite
effectué un tri des études ne traitant que des marqueurs moléculaires de résistance
aux antipaludiques, en prenant soin d’éviter les doublons c’est-a-dire les études

ayant concerné les mémes échantillons.
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Background: Malaria cases were estimated to 207 million in 2013. One of the problems of malaria control is the
emergence and spread of Plasmodium falciparum strains that become resistant to almost all drugs available. Monitor-
ing drug resistance is essential for early detection and subsequent prevention of the spread of drug resistance by
timely changes of treatment policy. This review was performed to gather all data available on P, falciparum molecular

Methods: The search for this review was undertaken using the electronic databases PubMed and Google Scholar
molecular” “antimalaria
of collecting, year of publication, sample size and characteristics, molecular markers analysed and polymorphisms

Results: Thirteen articles were included and five genes have been analysed in these studies: pfcrt, pfdhps, pfdhfr,
pfmdr1 and K13-propeller. The majority of studies included were not representative of the whole country.

Conclusion: This systematic review demonstrates the lack of molecular resistance studies in DRC. Only 13 studies
were identified in almost 15 years. The MOH must implement a national surveillance system for monitoring malaria
drug resistance and this surveillance should be conducted frequently and country-representative.
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efficacy”. Articles were classified based on year

Background

Malaria cases were estimated to 207 million in 2013,
among with 584,000 deaths, 90 % found in Africa, Demo-
cratic Republic of Congo (DRC) and Nigeria together
accounting for 40 % of the estimated global total [1].
The absence to date of an effective vaccine leaves us only
chemotherapy to fight against Plasmodium falciparum
infection, the most virulent Plasmodium species that
infects humans. One of the problems of malaria control
is the emergence and spread of P. falciparum strains that
become resistant to almost all drugs available.
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Chloroquine (CQ) was one of the most used molecules
in the fight against malaria because of its cost-effective-
ness, but just some years after being placed on the mar-
ket, the first cases of chloroquine resistance emerged in
Southeast Asia, then in Latin America before spreading
to all endemic areas [2]. Later, this phenomenon was
repeated for the other available drugs (proguanil, sul-
fadoxine—pyrimethamine, halofantrine, mefloquine).
To prevent, or at least delay the onset of new resistant
strains, WHO recommended in 2001 the use of drugs
association and that one of the drugs be an artemisinin
derivative [3]. At that time, no artemisinin resistance
had been identified yet and many hopes were placed
onto artemisinins. Unfortunately, in 2008 Noedl et al.
reported evidence of artemisinin resistance in Western
Cambodia [4]. To date, artemisinin resistance has spread
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to Thailand, Myanmar, Laos and Vietnam [5-7]. In 2014,
Ariey et al. identified a molecular marker for artemisinin
resistance [8].

Monitoring drug resistance is essential for early detec-
tion and subsequent prevention of the spread of drug
resistance by timely changes of treatment policy. There
are three possibilities to study drug resistance: in vitro
tests, in vivo tests and study of molecular markers [9].
In vivo tests are the gold standard, as involving the
three factors (human host, parasite and anti-malarial
molecule), but they are difficult to implement and very
expensive due to the heavy organizational machinery that
must be in place (drugs, monitoring of patients for 24 or
48 days, repeated biological tests, an experienced staff).

In vitro tests allow studying the inhibition of parasite
growth in culture subjected to different concentrations of
an anti-malarial. Their results do not reflect a real situ-
ation where parasites can survive in vivo in presence of
an optimal serum concentration of the drug, as they do
not consider host immunity or drug pharmacokinetics.
These tests are also financially heavy and require live par-
asites, qualified persons for its implementation and labo-
ratory facilities for in vitro culture. Finally, the study of
molecular markers is a good alternative although the fac-
tors related to the host and the drugs are not taken into
account. They can explore a wide range of markers (pre-
viously identified as related to resistance) onto large sam-
ples and in punctual manner. So the analysis of molecular
markers gives a snapshot of the situation at a given time
[10]. In DRC, which is the second largest African coun-
try, CQ was widely used for years till its withdrawal in
2002, first replaced by sulfadoxine—pyrimethamine (SP),
then by artemisinin-based combination therapy (ACT)
[11]. Due to its size, studying malaria resistance in DRC
by in vitro or in vivo methods would be very expensive
and time-consuming; analysing molecular markers would
be a better alternative.

This systematic review was performed to gather all data
available on P. falciparum molecular resistance in DRC,
as baseline for future assessments.

Methods

The search for this review was conducted during Novem-
ber 2014 and was undertaken using the electronic data-
bases Pub Med and Google scholar. The following search
terms “malaria’, “Congo’; “resistance’, “molecular’, “anti-
malarial’}, “efficacy” were used. Additional results were
obtained from the references in the articles identified
through the search. Selection criteria were: (a) samples
related to malaria infection in DRC; (b) study compris-
ing analysis of one or more malaria resistance molecular
marker; (c) original articles, short reports but no review
articles. Full-text articles were read to check for selection
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criteria. An overall of 34 articles has been identified
among which 16 were non-molecular studies and 5 were
review articles or duplicates (based on same samples).
Thirteen articles were finally included. Articles were clas-
sified based on year of collecting, year of publication,
sample size and characteristics, molecular markers ana-
lyzed and polymorphisms detected. Figure 1 shows the
search strategy used.

Results
The overall of the articles included in this review were of
samples collected from 1999 to 2014 [12-24]. Some of
them concerned non-Congolese people but supposed to
have been infected in DRC. Five genes have been analysed
in these studies: the Plasmodium falciparum chloroquine
resistance transporter gene (pfcrt), the dihydropteroate
synthase gene (pfdhps), the dihydrofolate reductase gene
(pfdhfr), the Plasmodium falciparum multidrug resist-
ance 1 gene (pfindrl) and the K13-propeller gene (k13).
The most analysed gene was pfcrt, linked to CQ and
amodiaquine (AMQ) resistance [25, 26], and it has been
studied in seven articles (53.8 %). Pfdhps, known to be
related to sulfadoxine resistance [27] and pfdhfr for
which evidence of point mutations conferring resistance
to pyrimethamine has been made [28], have been respec-
tively analysed in five (38.4 %) and four articles (30.7 %).
Analysis concerning K13-propeller and the pfindri genes
have been found, respectively in two (15.3 %) and one
(7.6 %) studies. Pfimdrl is correlated to resistance to many
drugs as mefloquine (MQ), lumefantrine (LMF), AMQ
and may be to artemisinin [29-32] and k13 is correlated
to artemisinin resistance [8]. Table 1 provides a summary
of the studies included in the review.

All articles identified
(N=34)

Selection criteria

Non-molecular studies
> excluded
(N=16)

Molecular studies
(N=18)

Selection criteria

Reviews/duplicate
> excluded
(N=5)

Studies included
(N=13)

Fig. 1 Search strategy. Twenty-one studies have been excluded after
application of selection criteria
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Table 1 Summary of the studies included in the review
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Sample size? Age Molecular markers

Authors Year of collecting Year of publication
1. Andriantsoanirina et al. 1999, 2002, 2005 2010
2. Severini et al. 2000 2005
3. Wilson et al. 2002 2005
4. Alker et al. 2002 2008
5. Cohuet et al. 2003-2004 2006
6. Swarthout et al. 2004 2006
7. Taylor et al. 2007 2013
8. Antonia et al. 2007 2014
9. Taylor et al. 2007 2014
10. Mobula et al. 2008 2009
1. Juliao et al. 2010 2013
12. Mvumbi et al. 2010 2013
13. Kamau et al. 2013-2014 2014

3 - pfcrt

32 - pfcrt

56 6-58 months pfcrt
249 6-59 months pfdhfr, pfdhps
458 - pfdhfr, pfdhps
168 6-59 months pfdhfr, pfdhps
179 >15 years dhps
180 >15 years pfert
151 >15 years K13
142 1-10 years pfert, pfmdr1, pfdhfr, pfdhps

12 19-55 years pfcrt
145 6-59 months pfcrt

82 >6 years K13

@ Considering only samples from DRC, not the total sample size of the study

pfcrt gene

On the seven studies involving the K76T mutation, four
have also explored the haplotypes defined by specific
mutations at amino acid positions 72-76 (related to
AMQ resistance). The main findings of these articles are
given in Table 2.

pfdhfr and pfdhps genes

Both genes are generally analysed together as they are
related to SP combination susceptibility. Only one study
analysed the dhps gene alone. Most point mutations ana-
lysed were on positions 51, 59 and 108 on dhfr and on
positions 437 and 540 on dhps. Prevalence of point muta-
tions found in these studies is presented in Table 3.

K13-propeller gene

Recently linked to artemisinin resistance, this gene has
been analysed twice in sample from DRC. The older sam-
ples are about 2007 and the recent one is of 2013-2014.
None of mutations related to artemisinin resistance dis-
covered in South-East Asia were found in DRC to date.
All mutations found are shown in Table 4.

Table 2 Main findings of studies that analysed the pfcrt gene

pfmdr1 gene

Only one study analysed this gene in Kinshasa. Five point
mutations were explored on codons positions 86, 184,
1034, 1042 and 1046. The N86Y mutation was present in
66.7 % of samples studied [20].

Discussion
During almost 15 years, only 13 molecular stud-
ies were conducted based on samples from the DRC.
These studies were of samples from 3 to 458 individuals
(mean = 142) and that usually were focalized to one or
two geographical sites. However, three studies [18, 19,
21] were based on samples collected in the whole coun-
try as part of the Demographic and Health Survey (DHS),
funded mostly by the international community [33].
Considering the size of the DRC (second largest African
country with 2,345,000 km?) and the different patterns
of malaria from one corner to another, results of most of
these studies are not generalizable to the nationwide, but
must be considered in their local context.

Sometimes for the same molecular markers in the
same study, differences are significant in two different

Authors Year of collecting Haplotypes found Mutant 76T

1. Andriantsoanirina et al. 1999, 2002, 2005 _ 3/3 100 %
2. Severini et al. 2000 CVIET, CVMNT, SVIET 27/27 100 %
3. Wilson et al. 2002 _ 52/56 93 %
4. Antonia et al. 2007 CVMNK, CVIET, CYMNT, CYMDK 92/166 554 %
5. Mobula et al. 2008 _ 88/105 83.8%
6. Juliao et al. 2010 CVMNK, CVIET 1/12 8%

7. Mvumbi et al. 2010 CVMNK, CVIET 148/198 732 %
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Table 4 Mutations found on k13 in DRC samples
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Authors Year of collecting Mutations found
1. Kamau et al. 2013-2014 T493T, A578S
2. Taylor et al. 2007 R471R, G496G, R513R, V520A, A557S,V581V, A617T,V637A

sites. The study of Cohuet et al. [16] illustrates well this
fact: the prevalence of dhps double mutants (resist-
ance to sulfadoxine) was estimated at less than 1 % in a
site (Basankusu) whereas it was close to 20 % in another
(Kisangani). This would like to suggest that the molecule
remains active in one place while it should be replaced by
another. As WHO recommends withdrawal of a drug if
the prevalence of resistant is above 10 %, this suggests in
that case that the drug should be replaced in one place
while it should be maintained in another. This underlines
the fact that making national decision about treatment
policy could not be based only on “localized” studies. The
Ministry of Health should initiate, regularly, anti-malarial
drugs efficacy monitoring studies but with a representa-
tive sampling. This scarcity of representative studies
across the country is a real handicap. Treatment policies
are applied in light of the available study (and thus the
geographical location concerned). Thus, when changing
the SP to ACT in the DRC, one of the studies available to
support the selection of the combination AS + AQ com-
pared with AS + SP were localized to one site, Shabunda
(East of the DRC) [17]. Maybe if another study was con-
ducted simultaneously in the West of the country, the
data would have been different. The main hurdle is gener-
ally the high cost of surveillance studies, in particular for
molecular studies that require equipment and reagents
often unavailable locally. Thus, none of molecular analy-
sis performed for these 13 studies have been performed
in a Congolese laboratory. All of the molecular analysis
was carried out in Europe or in USA. Another implica-
tion of this high cost is that making these studies in a
repetitive manner is very difficult. Yet the WHO experts
recommend that the surveillance of the resistance must
be carried out every 2 years in endemic countries [34].
The various data existing on the pfcrt gene confirm the
decline of CQ resistant strains after its withdrawal. The
latest available figures (which only concern Kinshasa)
revealed a prevalence of 73.2 % [23], whereas previous
studies before chloroquine replacement in 2002 were giv-
ing values beyond 90 % [12—-14]. Unfortunately, as men-
tioned above, it is difficult to correctly compare these
studies because of the differences in the applied method-
ology (essentially the sampling and the study location). It
is important to notice that none of the studies concerning
the pfcrt gene have detected the presence of the SVMNT
haplotype (linked to AMQ resistance) in the DRC. As
this haplotype was recently found in Angola [35] and

Tanzania [36], two countries bordering the DRC, it would
be prudent that a continuous and regular monitoring of
the occurrence of this haplotype be conducted.

The SP was quickly removed for malaria first-line-treat-
ment in malaria endemic areas when many reports showed
strong resistance rates. Studies conducted in the DRC
have also confirmed it, but with important inter-sites and
inter-studies variations [15-18]. It is not easy to say that
SP resistance is declining or increasing because there were
not two repetitive studies conducted in the same place,
with the same methodology and at different time. Besides,
it appears that SP resistance is more pronounced in the
East than the West of the DRC. SP is nevertheless still used
for intermittent preventive treatment in pregnant women
(IPTp) and none of these studies assessed the impact of the
use of this molecule in high resistance area.

At the time of the use of ACT, it is very important to
monitor the emergence of artemisinin resistant strains
in Africa. Indeed, this is the first time that a resistance
molecular marker is identified before the resistant strains
spreads to all malaria endemic regions. Actually, two
studies were related to DRC samples on the kI3-pro-
peller gene [21, 24]. None of polymorphisms identified
in Southeast Asia have been found in the DRC but new
mutations on k13 have been discovered in Africa. Further
studies should be conducted to assess the impact of these
new mutations on susceptibility to artemisinin.

Conclusion

Only 13 studies were identified in this review and the
majority of them were not representative of the whole
country. So their results are not generalizable. DRC is a
very large country and malaria responses to drugs are very
different from one place to another. Ministry of Health
must implement a national surveillance system for moni-
toring malaria drug resistance and this surveillance should
be conducted frequently, in many sentinel sites and this
especially to react as fast as the occurrence of artemisinin-
resistant or AMQ-resistant strains in a part of the DRC.
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Partie |II:

Du diagnostic et de I’épidémiologie moléculaires du

paludisme en RDC
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11.1. Introduction

En 2015, la RDC a été le deuxiéme pays africain recensant le plus de cas de

paludisme dans le monde (14 millions), juste aprés le Nigéria et le deuxieme pays

totalisant le plus de déces imputables au paludisme.

1

Malaria deaths per 100 000 population, 2013

0 1-9
B 50-9 v <l No malaria transmission, 2013
10-49 Estimated malaria deaths equals zero Not applicable

Figure 25. Mortalité du paludisme dans le monde en 2013

Source: WHO estimates

Sa situation géographique ainsi que son climat en font un pays aux conditions propices

a I’établissement d’un paludisme stable. En effet, la RDC est un pays a forte endémicité

palustre dont plus de 95% de la population est exposée toute I'année aux piqures

d'anopheles.

Trois faciés épidémiologiques y sont retrouvés: le facies équatorial, le facies tropical

et le facies montagnard (Figure 26). Cette notion de faciés qui integre des

caractéristiques climatiques et phytogéographiques permet d’adapter les stratégies de

lutte car la situation du paludisme n’est ni homogeéne, ni uniforme.
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Le paludisme y constitue la premiére cause de consultation et d'hospitalisation. De

méme il constitue la quatrieme cause de mortalité chez les enfants de moins de 5 ans.

.‘ _J’ >A\.) F s .
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B s ot

Figure 26. Faciés épidémiologiques (d'aprés Mouchet J et al. Biodiversité du paludisme dans le monde,
2004. Ed. John Libbey Eurotxt)

En RDC, la majorité des cas sont causes par P. falciparum, I’espéce responsable des
cas séveres et donc de la quasi-majorité de la mortalité. Le reste des espéces
retrouvees sont P. malariae et beaucoup plus rarement, P. ovale ainsi que P. vivax.
Les espéces plasmodiales étant souvent confondues a 1’examen microscopique
(formation de I’examinateur ? infections mixtes ?), l’identification moléculaire

demeure la technique permettant un diagnostic de certitude.

La RDC eétant un pays tres vaste (2¢ pays africain en termes de superficie), y réaliser
des études de prévalence a I'échelle nationale n'est pas chose aisée et généralement
c’est avec ’appui des partenaires internationaux que des données de représentativité

nationale sont séquentiellement disponibles. Nous pouvons citer a titre d’exemple les
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études MICS (Multiple Indicator Cluster Survey) et les EDS (Etudes Démographiques
et Sanitaires). Le Programme National de Lutte contre le Paludisme (PNLP) recoit
aussi des données provenant de 1’ensemble du pays, via le Systéme National

d’Information Sanitaires (SNIS).
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Figure 27. Proportions des infections dues a P. falciparum en RDC ( du Rapport mondial sur le paludisme en 2015,
OMS)

Des sources des données précitées, 1’identification du parasite est généralement basée
sur la microscopie (lecture des frottis mince et des gouttes épaisses), sur les résultats
des TDR et beaucoup plus rarement sur base d’une technique moléculaire (cette

derniére approche étant a ce jour la plus sensible mais aussi la plus onéreuse).

Les travaux scientifiques relatifs au paludisme en RDC ayant utilisé une approche
moléculaire pour le diagnostic ne concernent généralement que des aires
geographiques restreintes. Leurs résultats, non moins importants, ne peuvent donc pas
étre généralisés a ’ensemble du pays. Ces travaux sont majoritairement fondés sur
I’analyse de I’ADN parasitaire extrait a partir de sang total ou déposé sur papier-

filtre. Ces méthodes nécessitent un équipement, une logistique et des moyens de
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transport (pour le sang total) et de conservation non négligeables. Les gouttes épaisses
qui sont réalisées dans presque toutes les structures sanitaires de la RDC et qui sont
de conservation relativement facile pourraient étre une bonne alternative pour des
analyses moléculaires portant sur des grands échantillons provenant de plusieurs sites

géographiques.

Au vu des écarts de prévalence non-négligeables retrouvés entre les techniques
moléculaires et les autres méthodes diagnostiques (du fait de leur différence de
sensibilité) il est juste de supposer que le poids global du paludisme en RDC (portage
tant chez les sujets malades que chez les sujets asymptomatiques) est sous-estimé. Le
plasmodium sévit donc dans un premier pool représenté par les individus avec
manifestations cliniques (constituant le sommet de I’iceberg) et par les sujets
asymptomatiques (constituant la partie immergée). Par ailleurs le terme
"asymptomatique” est souvent sujet a controverse vu la difficulté de lui attribuer une
définition précise en malariologie mais I'on peut s'accorder a dire qu’il se rapporte a
un individu afébrile, ne présentant aucun autre signe clinique relatif a un acces
palustre mais dont une infection a Plasmodium peut étre objectivée par un quelcongue

procédé diagnostique.

Un second pool serait celui d'un réservoir non-humain, essentiellement chez les
primates. Il a été récemment rapporté que plusieurs especes de Plasmodium infectant
les grands singes d'Afrique étaient tres proches géenétiqguement de ceux retrouvés chez
I'homme (cette discrimination est encore une fois tant difficile qu’incertaine sans
recours a la biologie moléculaire). Cela suggérerait que méme si l'on arrivait a
éradiquer toutes les infections plasmodiales chez I'nomme, une résurgence serait
fortement probable en provenance du réservoir simien. Ce pool n'est donc pas a
négliger dans la mise en ceuvre des mesures visant a controler ou a eradiquer le

paludisme.
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11.2. Objectifs

Evaluer I'utilisation des gouttes épaisses comme source d’ADN plasmodial pour
I’identification moléculaire des infections a Plasmodium ;

Evaluer le poids du portage plasmodial dans la communauté en RDC par un
screening moléculaire chez des sujets asymptomatiques;

Déterminer par un diagnostic moléculaire les especes plasmodiales retrouvees en
RDC ainsi que leur distribution et déterminer la proportion d’infections
attribuables a P. falciparum;

Rechercher dans un sous-échantillon vivant en zone forestiére des infections a

Plasmodium simiens transmis a 1’homme.
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Réaliser une quelconque analyse moléculaire sur une espece vivante requiert
I’obtention de son matériel génétique. Pour le cas de P. falciparum, coutume est
d’extraire son ADN a partir de sang total prélevé des sujets impaludés conservé dans
un tube contenant un anticooagulant ou encore déposé et séché sur du papier-filtre. Si
I’obtention de ce sang est chose relativement aisée, son transport et sa conservation

sont plus ardus.

En effet, le sang requérant certaines exigences techniques dans sa manipulation qui
ne sont pas faciles a réunir en Afrique, nous avons pense a une alternative : utiliser
les lames portant gouttes épaisses, qui sont en fait du sang séché et coloré d’une
certaine maniére sur une lame en verre, comme matériel de depart.

Deux raisons ont orienté ce choix :

1° le diagnostic microscopique, considére comme le "gold standard”, est en

principe partout réalisé en RDC,

2° la conservation et le transport des lames sont beaucoup moins contraignants

que pour le sang total.

Il nous faut néanmoins rappeler qu’extraire de I’ADN plasmodial a partir de goutte
¢paisse n’est pas nouveau,; cela a déja été fait. Notre but par contre a ét¢ d’évaluer si
la quantité et la qualité d’ADN extraite a partir de ce support conviendraient pour
réaliser plusieurs analyses sur le méme échantillon, a savoir un diagnostic par PCR

temps-réel et des analyses sur les marqueurs moléculaires de résistance.

Deux possibilités ainsi s’offraient a nous, en regard de ’appareillage en notre
disposition : utiliser le Maxwell® (un automate d’extraction de la firme Promega) ou

utiliser le kit d’extraction d’ADN utilisant des colonnes de la firme Qiagen®.

Ces deux firmes n’ayant pas prévu de protocoles particuliers pour extraire de ’ADN

a partir de gouttes epaisses, un travail de mise au point a donc di étre fait en amont.
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11.3. Etude 2: Comparaison de deux techniques d'extraction d'ADN de

Plasmodium a partir de gouttes épaisses

Publié dans Annales africaines de Médecine, Vol 6, N°2, Mars 2013
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Article original

Comparaison de deux techniques d’extraction d’ADN de

Plasmodium a partir de gouttes épaisses

Comparison of two Plasmodium DNA extraction methods from thick blood films

Mvumbi MD*.

Correspondence
Dr Mvumbi Makaba Dieudonné
Tél : 0899849117

Summary

Background. Getting DNA became capital since the
emergence of molecular assays. Plasmodium DNA is
used for malaria diagnosis by PCR, monitoring of
molecular resistance or for clinical vaccine trial. DNA is
commonly extracted from liquid whole blood or fixed on
filter paper. In our study, we investigated two different
extraction methods: with the Maxwell® 16 LEV
(Promega Corporation, Wisconsin, USA) and with the
QiAamp® (Qiagen GmbH, Hilden, Germany) from
blood dried and stained on slides known as thick blood
films (TBF).

Methods. We made a series of TBFs from a blood
sample containing Plasmodium ovale (parasitaemia:
1240 parasites/pl), using among 15ul of blood per TBF.
We scratched out the TBF and transferred the material
to a microcentrifuge tube containing 100 pl of PBS. We
used that mixture as sample for our extraction by
Maxwell®16 (with LEV blood DNA kit and LEV simply
RNA cells kit) and by QiAamp. We quantified the
extracted DNA with a spectrophotometer (Nanodrop®)
and amplified it by Real-time PCR (RT-PCR). We
compared quantity and Ct values for both methods.
Results. Plasmodium DNA has been correctly
extracted and quantified as well as by Maxwell® than
by Qiagen. Extraction with the Maxwell® gave more
DNA than Qiagen (12.56 ng VS 3.74 ng) if using LEV
blood DNA kit but lower DNA amounts (a less quantity)
when using LEV simply RNA cells kit (1,99ng VS
3,74ng). The lowest Ct value has been obtained when
using LEV simply RNA cells kit of Maxwell®. Only LEV
blood DNA has not given any signal in RT-PCR.
Conclusion. Both methods described in our study
achieve the extraction of DNA. However, extraction
from TBFs uses lower amounts of blood (50pl) than the
extraction from whole blood (200ul). Maxwell seems to
be better than Qiagen because extraction is automated
and faster with a higher yield. We conclude that TBFs
are a reliable source for Plasmodium DNA in low
income countries where sample transport and
preservation are difficult.

Keywords: DNA extraction, Plasmodium, real-time
PCR.

* Département de Sciences de base
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Résumé

Contexte. L’analyse de I’ADN est capitale en biologie
moléculaire. Le diagnostic du paludisme, la détection de
la résistance aux antipaludiques et les essais de vaccin
recourent parfois & I’ADN plasmodial par PCR. L'ADN
est généralement extrait du sang total ou de liquide fixé
sur le papier filtre. Cette étude évalue deux méthodes
d'extraction différentes: avec les 16® LEV Maxwell
(Promega Corporation, Wisconsin, USA) et avec le
QIAAMP® (Qiagen GmbH, Hilden, Allemagne) & partir
de sang séché et coloré sur des lames de gouttes épaisses.
Meéthodes. Des gouttes épaisses ont été confectionnées a
partir d'un échantillon de sang contenant le Plasmodium
ovale (parasitémie 1240 parasites / pl), en utilisant entre
15 pi de sang par Goutte épaisse. Aprés grattage des
lames, le matériel a été transféré dans un microtube
contenant 100 pi de PBS. Le mélange ainsi obtenu a
servi d’échantillon pour extraction par un kit Maxwell®
16 (avec LEV kit ADN de sang et LEV simplement
ARN kit de cellules) et par QIAAMP. Un
spectrophotométre  (Nanodrop®) a  permis la
quantification de I’ADN et I’amplification obtenue par
PCR en temps réel (RT-PCR). Les quantités obtenues,
ainsi que les CT ont été comparés pour les deux
méthodes.

Résultats. L’ADN plasmodial a été correctement
quantifié par les deux techniques ADN Plasmodium a été
correctement extrait et quantifié comme par (Maxwell®
et Qiagen). L’extraction par le Maxwell® a néanmoins
fourni plus d’ADN que celle par Qiagen (12,56 ng vs
3,74 ng) lorsque la méthode utilisait le LEV kit d'ADN
du sang, mais des quantités d'ADN inférieures en cas
d’usage du LEV ARN simple kit des cellules (1,99 ng
vs 3,74 ng). La plus faible valeur Ct a été obtenue lors de
l'utilisation exclusive du LEV ARN kit de cellules de
Maxwell®. L’usage isolé du LEV pour le DNA sur sang
total na donné aucun signal en RT-PCR.
Conclusion. Les deux méthodes décrites sont efficaces
pour I’extraction de I’ADN, avec toutefois de plus
faibles quantités de sang pour les gouttes épaisses par
rapport au sang total (50 pi vs 200 pi). Le rendement de
la technique Maxwell semble cependant supérieur, vue
I'extraction automatisée, et la rapidité. La goutte épaisse
est donc une source fiable pour I'ADN Plasmodial,
surtout dans des conditions de précarité ou le transport et
la manipulation des échantillons sont laborieux.

Mots-clés: extraction de 'ADN, Plasmodium, PCR en
temps réel
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Introduction

Depuis I’essor de la biologie moléculaire et
son impact grandissant dans les sciences du
vivant, obtenir de I’ADN devenu capital.

En paludologie, I’ADN plasmodial est utilisé
autant pour le diagnostic par PCR (1-3), pour
les études moléculaires de la résistance (4)
mais aussi pour le suivi dans les essais
vaccinaux (5).

Généralement, ce matériel génétique est
obtenu a partir de sang total prélevé chez
I’h6te humain ou déposé sur papier filtre ou
encore, extrait de I’hdte invertébré (anophéles)
(6).

Le sang étant un matériel délicat et requérant
beaucoup de précautions pour sa conservation,
son transport et pour le respect des régles de
biosécurité il n’est pas toujours aisé de
réaliser des recherches moléculaires dans les
pays en voie de développement ou les voies
de communication entre les sites de
prélevement et les sites de conservation ou
d’analyse des échantillons sont parfois
inexistantes, difficiles ou trés peu praticables.
Il en est de méme pour les prélevements
effectués sur papiers-filtres qui nécessitent
eux aussi certains préalables de conservation
et de transport (7).

Le diagnostic microscopique du paludisme
restant le gold standard a ce jour, les gouttes
épaisses sont confectionnées partout et ne
requierent ni chaine du froid, ni régles
compliquées de sécurité et de conservation.
Nous avons donc envisagé, comme déja fait
antérieurement (8-10), d’utiliser les gouttes
épaisses comme moyen de remplacement au
sang liqguide comme source d’ADN
plasmodial.

Le présent travail a consisté a comparer
différentes méthodes d’extraction de cet
ADN prélevé des gouttes épaisses: d’une part
en utilisant le QlAamp® DNA mini kit de
Qiagen (Qiagen GmbH, Hilden, Germany) et
d’autre part I’extraction semi-automatique
avec le Maxwell® 16 LEV de Promega
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(Promega Corporation, Wisconsin, USA) en
utilisant le LEV Blood DNA kit et le LEV
simply RNA cells kit.

Matériel et méthodes

Confection des lames

A partir d’un échantillon de sang positif a P.
ovale, provenant du laboratoire de
Microbiologie Médicale du CHU de Liege, de
parasitémie de 1240 parasites/ul, nous avons
confectionné et coloré une série de gouttes
épaisses en utilisant environ 15ul de sang par
lame.

Grattage des lames

Chaque lame portant goutte épaisse a été
placée dans une boite de pétri stérile et la
totalité de la goutte épaisse a été grattée a
I’aide d’un bistouri lui aussi stérile. Le
produit de grattage a été transféré dans un
tube contenant 100ul de PBS, comme décrit
par Cnops et al. Pour chaque lame, une
nouvelle boite de pétri et un nouveau bistouri
ont été utilisés afin de réduire le risque de
contamination.

Extraction de DNA plasmodial

Nous avons procédé a une extraction avec le
QlAamp® DNA mini kit de Qiagen suivant
les recommandations du fabricant mais avec
certaines modifications des volumes (10).
L’extraction semi-automatique avec le
Maxwell® 16 en utilisant le LEV Blood
DNA kit et le LEV simply RNA cells kit a
été réalisée selon le protocole suivant: en
partant de notre produit de grattage dilué dans
100ul de PBS, nous avons ajouté 30 ul de
protéinase K ainsi que 300 ul de tampon de
lyse. Nous avons vortexer pendant 10
secondes et incubé a 56°C pendant 20
minutes. Le mélange a ensuite été placé dans
I’automate, dans le premier puits de la
cassette, comme recommandé par le fabricant
(12).

L’ADN recueilli a été conservé a -20°C en
attendant d’étre quantifié puis amplifié.



Quantification de I’ADN
Tous les échantillons de I’ADN extraits ont
été quantifiés a I’aide d’un spectrophotomeétre
Nanodrop®. Pour ce faire, 2uL d’ADN ont
suffi pour cette mesure en suivant les
instructions du fabricant.

Amplification

Une PCR temps réel diagnostique de
Plasmodium spp a été réalisée sur un
Smartcycler® afin d’obtenir les valeurs
moyennes de Ct. Les séquences des amorces

et sondes utilisées pour cette PCR sont
reprises dans le tableau I. Toutes les PCR ont
été lancées en double et en présence de
témoins positifs et négatifs. Le contrble
positif interne (IPC) était de I’ADN d’herpés
de phoque fourni par la firme Eurogentec
(Seraing, Belgique).

Les conditions PCR étaient une dénaturation
a 50°C pendant 2 minutes, 95°C pendant 10
minutes, 45 cycles a 95°C pendant 15
secondes et 60°C pendant 1 minute (12).

Tableau 1. Sondes et amorces utilisées pour la RT-PCR diagnostic de P. ovale

Amorces-sonde Séquences nucléotidiques

Cible

Plasmo 1 (Fw)
Plasmo 2 (Rv)
Plas probe

S’ACATGGCTATGACGGGTAACGS’
S’TGCCTTCCTTAGATGTGGTAGCTAZ’
S’TCAGGCTCCCTCTCCGGAATCGAZ’

P. falciparum, vivax, ovale et
malariae

Résultats et discussion

Les différentes méthodes d’extraction sur
lames ont été parallelement effectuées avec
les différents volumes de sang total
normalement recommandés par le fabricant
pour les Kits utilisés (200ul pour le Qiagen et

300ul pour le Maxwell). De méme, un
volume équivalent a celui ayant servi a
confectionner la goutte épaisse (15ul) a été
utilisé dans les différentes méthodes.
L’essentiel des résultats est présenté dans le
tableau ci-dessous :

Tableau 2. Comparaison des volumes, Ct et quantités de DNA selon les différentes méthodes d’extraction

employées

Caracteéristiques Qiagen Max. LEV blood Max. LEV
cell

Vol de départ 200pl 15ul (GE*)  300pl 15ul Sang  15pl (GE*) 15ul (GE*)

Vol d’élution 200pl 50ul 50ul 50ul 50ul 50ul

Quantification 11,28ng 3,74 ng 54,33 ng 20,35ng 12,56 ng 1,99 ng

Ct Plasmodium 23,9 30,6 26,4 38,2 0 29,2

CtT- 34,0 34,9 30,3 33,7 0 30,8

L’ADN a pu étre extrait et quantifié tant par
la méthode utilisant le kit Qiagen que par
I’usage de I’automate Maxwell. Seulement,
I’usage du kit LEV blood n’a pas donné de
signal a I’amplification, comparativement au
kit LEV Cell. Ceci pourrait peut-étre
s’expliquer du fait de [Iinteraction des
produits servant a la coloration de la lame et
de ceux présents dans le kit LEV Cell.
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A volume égal de départ (15ul) et d’élution
(50ul), I’extraction avec Maxwell a donné
une plus grande quantité d’ADN par rapport a
I’extraction Qiagen pour le kit Blood mais
I’inverse pour le kit Cell.

A I’amplification, la meilleure valeur de Ct
(29,2) pour I’ADN extrait des lames a éte
obtenue avec le kit LEV Cell, bien que ce
dernier n’ait donné que trés peu d’ADN lors



de I’extraction. Cette valeur de Ct est proche
de celle obtenue avec Qiagen (30,6).

Conclusion

Les méthodes d'extractions ci-dessus décrites
permettent une extraction de I’ADN
suffisante pour les amplifications. Seul le
LEV Blood DNA kit n'a donné aucun signal a
I'amplification. Des investigations plus
poussées permettront d'en connaitre la cause.
L'utilisation du QlAamp® DNA mini kit de
Qiagen a donné une plus grande quantité
d’ADN avec une valeur de Ct trés proche de
celle observée avec le LEV simply RNA cells
kit. Ceci laisse supposer que les deux
méthodes s'équivalent presque; mais de
maniere pratique, pour de grands échantillons,
l'usage de l'automate Maxwell 16 permettrait
un gain notable de temps.

Nous pensons que les gouttes épaisses
constituent une alternative au sang total
comme source d'ADN dans les pays en voie
de développement. Le seul inconvénient
serait la faible quantité obtenue, ne
permettant pas d'effectuer plusieurs tests sur
cet ADN.
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Ce travail de comparaison nous a permis de porter un choix judicieux quant a
la méthodologie d’extraction d’ADN a adopter. Bien que les gouttes épaisses
permettent d’obtenir de I’ADN plasmodial tant en utilisant le Maxwell® que
le kit Qiagen®, le volume d’¢lution (50 upl) n’est pas suffisant pour la
réalisation de toutes les analyses que nous avions prévues, a savoir le diagnostic
moléculaire (qui utilise 10ul d'’ADN par échantillon) et I’analyse des marqueurs
moléculaires de résistance (qui requiert aussi 10 pl d’ADN par marqueur étudié,
or nous avions prévu d’en analyser trois). A cela il faudrait rajouter un volume
complémentaire pour le controle de qualité et/ou pour des tests ratés a

recommencer.

Nous avons ensuite voulu déterminer s'il serait possible de realiser un
diagnostic moléculaire a partir de cet ADN plasmodial extrait des gouttes
épaisses et évaluer si cette technique serait autant ou plus sensible qu'un

diagnostic microscopique classique.

Pour cela nous avons collecté aléatoirement des gouttes épaisses déclarées
positives et réalisees sur des enfants ayant consulté pour fievre dans une

structure sanitaire de Kinshasa.

La comparaison de ces deux techniques pour le diagnostic est présentée dans

la publication ci-apres.
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11.4. Etude 3: Diagnostic du paludisme sévere confirmé par PCR en
temps réel en utilisant la goutte épaisse comme source d'ADN
plasmodial comparee a la microscopie a Kinshasa, République

Démocratique du Congo

Publié dans Annales africaines de Médecine, juin 2015
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Diagnostic du paludisme sévére : comparaison de la technique de PCR en temps réel versus
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Severe malaria diagnosis: comparison of real-time PCR versus microscopy in Kinshasa, DR Congo.
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Summary

Background: Malaria control stays in the speed and
the quality of a rationale diagnosis. Despite being more
sensitive amang diagnostic tools, PCR is still restricted
to specialized laboratories. This study assessed the
performance and agreement hetween a species
specific real-ime PCR test based on TBF and the
conventional light microscopy for malaria diagnosis.
Methods: Microscopy controls and real-time PCR were
performed for Plasmodium species identification from
213 blades randomly selected from a Pediatric clinic of
Kinshasa. Diagnostic consistency and performance of
the 2 methods was assessed  using the Cohen’s
kappa (k) and by calculating the specificity and the
sensitivity. Results: P. falciparum was detected by
microscopy in 184/213 samples (86.3%), including
one mixed infection. Real-ime PCR (RT-PCR)lead to
the detection of 202 (94.8%) Plasmodium-positive
samples and 3 mixed infections. The results of the
PCR analysis were consistent with those of microscopy
for 195 (91.54%) samples. The later had a sensitivity of
91.09% and a specificity of 100%, compared to PCR.
Conclusion: Even when using TBF as a source of
DNA, RT-PCR remains still more sensitive and more
accurate than microscopy for detecting mixed
infections. Even not yet included as a current diagnosic
tool for malaria in low income countries, RT-PCR could
find a notable interest in large-scale epidemiological
study of drug resistance or malaria parasite’s
speciation.

Keywords: Malaria, diagnosis, RT-PCR, microscopy
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Résumé

Contexte : 1.¢ contrle du paludisme dépend de la rapidité et
de la qualite d’'un diagnostic correct. En depit de sa
sensibilite diagnostique superieure a la microscopie, 'usage
de la PCR n’est limité a ce jour qu’a quelques laboratoires
spécialisés. Cette étude a evalué la performance de la PCR
en temps reel pour le diagnostic du paludisme comparée a la
microscopie. Méthodes : Deux cent-treize lames portant des
gouttes ¢&paisses ont eté aléatoirement sélectionnées du
service pédiatrique d’une clinique de Kinshasa. Une
identification des Plasmodiums par microscopie et par PCR
en temps reel specifique aux especes plasmodiales, basée sur
de I’ADN extrait & partir des gouttes épaisses, a éte réalisée.
La performance de la PCR en temps réel et ’accord avec la
microscopie ont &té évalués a 1"aide du test Kappa de Cohen
et en calculant la spécificité et la sensibilité. Résultats - Le P.
Jalciparum a été retrouve sur 184/213 echantillons (86,3%),
parmi lesquels une infection mixte. L.a PCR en temps réel a
par contre décele 202 (94,8%) échantillons positifs a P.
Jfalciparum dont 3 infections mixtes. Ses résultats étaient en
accord avec ceux de la microscopie pour 195 (91,5%)
échantillons. La sensibilite de la microscopie, comparée a la
PCR était de 91,09% et sa spécificité de 100%. Conclusion :
Meéme en utilisant les gouttes épaisses comme source d”ADN
plasmodial, la PCR en temps réel demeure plus sensible que
la microscopie et plus précise pour la détection des infections
mixtes. Qouique non encore de pratique routiniere dans les
pays en voie de développement, la tecnique de PCR en temps
reel peut tirer un net intérét dans les études épidémiologiques
évaluant la chimiorésistance de P. falciparum ou pour
I’identification des especes plasmodiales.

Mots clé : Paludisme, diagnostic, PCR en temps reel,
microscopie

Introduction

Avec 627 000 décés recensés en 2012 dans le monde
(1), le paludisme demeure la maladie parasitaire la plus
meurtriere. La majorité des cas sont comptabilisés en
Afrique sub-saharienne ou les conditions environ-
nementales sont propices a la croissance et a la survie
du veeteur de la maladie, le moustique anophéle.

Historigue de l'article : Recu le 27 janvier 2015 ; Accepté le
11 février 2016
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Certaines catégories de personnes sont plus
vulnérables que d'autres, telles que les enfants de
moins de cinq ans et les femmes enceintes,
représentants les populations dites a risque (2).
Un contrdle efficace du paludisme réside dans la
rapidité amsi que dans la qualité du diagnostic,
mais aussi dans une prise en charge
médicamenteuse adéquate (antipaludique adapté
a la situation, dosage et durée du traitement
appropriés). La microscopie, classiquement
considérée comme étant le "gold standard" du
diagnostic palustre (3-5), ne nécessite pas de
matériel sophistiqué ni de source permanente en
clectricité. Les étalements sanguins sur lame
(goutte épaisse et frottis minces) qui sont partout
réalisés, sont l'outil de diagnostic le plus
approprié pour les pays en développement ou le
paludisme est souvent endémique.

La goutte épaisse permet de confirmer la
présence du parasite et de le quantifier tandis que
le frottis mince permet plus facilement
didentifier l'espéce en cause mais aussi les
mfections mixtes (associations d'especes) (4, 6).
Malheureusement l'interprétation de la micros-
copie dépend de l'expérience et donc de la
subjectivité du microscopiste. Elle permet de
détecter environ 10 a 50 parasites/pl, ce qui la
rend peu efficace pour des plus faibles
parasitémies (7, 8). Elle révele aussi des
insuffisances quant a [l'identification des co-
mfections par différents plasmodiums (9-11).

La préparation, la coloration ainsi que la lecture
des lames requiert un temps assez long. Afin
d'en économiser, des tests immunochromato-
graphiques dits "rapides" (TDR) ont vu le jour.
Ils détectent des enzymes spécifiques au
parasite, pLDH et HRP-2 par exemple, et sont
donc spéeifiques soit au P. vivax, soit au P.
faleiparum ou soit aux 4 espéces communes
infectant I'homme (12-14). Outre leur rapiditée,
ils sont d'utilisation et d'interprétation facile. Ils
ont cependant une faible sensibilité (variant de
50 a 1000 parasites/pl) (12) et un coit
relativement  élevé  qui compromet  leur
utilisation en routine, dans quelques contrées de
I' Afrique sub-saharienne (13).
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Il est actuellement reconnu que le diagnostic par
Polymerase Chain Reaction (PCR) est encore
plus sensible que les deux procédés précédents.
Ce dernier reste encore réservé a certains
laboratoires  spéeialisés, wvu ses exigences
matériclles et financicres (9, 15). La PCR nichée
peut détecter jusqu'a 1 parasite /ul (9) et la PCR
en temps réel jusqu'a 0,2 parasite /ul (16) voire
meéme 0,02 parasite /pl (17).

Dlamini ef al. ont suggéré la possibilité d'utiliser
les gouttes ¢épaisses pour des études
¢pidémiologiques rétrospectives de résistance
aux antipaludiques comme alternative au sang
total ou encore déposé sur papiers-filtres (18).
En effet, le sang total requiert le respect de
certaines regles de Dbiosécurité pour son
prélevement, son transport ainsi que sa
conservation souvent difficiles a prendre en
compte dans les pays en développement ou par
contre les gouttes ¢Epaisses sont partout
confectionnées et le plus souvent conservées.
Mais Scopel ef al. décrivent dans leurs travaux
une plus faible sensibilité avec leur PCR nichée
en utilisant les gouttes épaisses comme source
d'ADN plasmodial (19).

Cette étude a été menée pour évaluer la
performance d'une PCR en temps réel (basée sur
de I'ADN plasmodial extrait a partir des gouttes
épaisses) comparée a la microscopie convention-
nelle pour le diagnostic d'espéces plasmodiales,
sur des échantillons prélevés chez des enfants
avec une symptomatologie associée au
paludisme a Kinshasa, en
Démocratique du Congo (RDC).

République

Meéthodes

Collecte des echantillons

Deux cent-treize lames portant gouttes épaisses
et frottis
aléatoirement des archives du service de

minces ont été sélectionnées
pédiatrie de la Clinique Saint Marc de
Kingasani, a I’est de Kinshasa. Chaque lame
portait une goutte épaisse et un frottis mince
colorée au Giemsa, réalisés selon les normes de
la clinique. Ces échantillons avaient éteé préleves
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sur des enfants de moins de cing ans avec
symptomatologie palustre durant la période
allant de janvier a mars 2010. Une goutte épaisse
avait &té¢ considérée négative si 100 champs
microscopiques étaient dépourvus de parasite.
Tous les enfants infectés avaient été traités selon
les recommandations de la politique nationale de
prise en charge du paludisme. Les lames avaient
ét¢ stockées dans des Dboites en bois
hermétiquement fermées.

Extraction de l'ADN

Toute la surface de la goutte Epaisse a Eté
utilisée pour l'extraction d'ADN en utilisant le
Kit Maxwell® 16 Cell LEV DNA purification
(Promega, USA), comme décrit précédemment
par Mvumbi et al. (20). L'ADN a été conservé a
-20 °C dans l'attente des analyses ultérieures.

PCR en temps réel

La PCR temps réel choisie pour l'identification
des Plasmodium sp. a été réalisée comme décrit
précédemment par  Cnops ef al.  (17).
Brievement, une PCR utilisant quatre amorces a
été¢ utilisée en duplex incluant deux couples

d'amorces sens (Pfal + Pviv et Pmal + Pova)
combinés a une seule amorce antisens
(plasmo2). Les sondes et les amorces ont été
congues pour détecter les genes de la petite sous-
unité 18S de I'ARNr des especes plasmodiales
(table 1). Le mix é&tait composé de: 12,5 pl de
2X Tagman Universal PCR Master Mix
(Applied Biosystems, USA), de 200 nM pour
toutes les amorces et sondes a l'exception de P.
vivax pour lequel les amorces et sonde étaient a
100 nM, 2,5 pl d'amorces et de sonde du
contrble interne et de l'cau pour obtenir un
volume total de 25 pl comprenant 5 pl d'ADN.
Les PCR ont été réalisées sur un thermocycleur
7500 Fast (Applied Biosystems, USA) dans le
Laboratoire de Biologie Moléculaire de la
Faculté de Médecine, Université de Kinshasa en
présence de témoins positifs fournis par 'Unité
de Parasitologic de [Ilnstitut de Meédecine
Tropicale d'Anvers mais aussi par le Laboratoire
de Microbiologie elinique du CHU de Ligge. Les
conditions suivantes de PCR ont ¢té appliquées:
2 min a 95°C, suivi par 50 cycles de 15 s a 95°C
et 60 s a 60°C.

Table 1. Séquences des amorces et sondes utilisés pour la PCR temps réel

Espéces Amorces sens Amorce antisens (plasmo?2) Sondes
Pfal 5-CTAGGTGTTGGATG-3 S-TTATGAGAAATCAAAGTC 5'-FAM-
TTTGGGTT-3 AGCAATCTAAAAGTCACCTCGA

Pova 5-CGACTAGGTTTTGGATG-3'

Pviv S-GACTAGGCTTTGGATG-3

FPmal 5-GACTAGGTGTTGGATG-3

AAGATGACT-DQ-3
5VIC-
CGAAAGGAATTTTCTTATT-DQ-
5t

5-VIC-
AGCAATCTAAGAATAAACTCCG
AAGAGAAAATTCT-DQ-3

5 _FAM-
CTATCTAAAAGAAACACTCAT-
DQ-3°

Analvse des donnces
Les résultats sont présentés sous forme de tables

de fréquences pour les variables catégorisées et
sous forme de moyennes, écart-type (DS) et
extrémes pour les variables continues. La
relation entre la parasitémic et les facteurs
continus a été étudiée par un test de corrélation
de Pearson. Les taux moyens de parasitémie ont
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¢té comparés entre les catégories des autres
facteurs par un test t de Student non apparié. La
parasitémie a ét¢ étudiée en fonction de tous les
autres facteurs par une régression linéaire avec
une sélection stepwise (pas-a-pas). Les résultats
sont considérés comme significatifs au niveau
d’incertitude de 5% (p<0.05). L'accord entre les
deux méthodes de diagnostic a été évalué a l'aide
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du kappa (k) de Cohen dont l'interprétation s'est
basée sur I’échelle de Landis et Koch (21). Les
performances des deux méthodes diagnostiques
ont ¢té évaluées par le caleul de la spéeificité et
de la sensibilité. Les calculs ont été réalisés a
I'aide du logiciel SAS version 9.3 pour
Windows.

Résultats

Un total de 184/213 lames (86,3%) ont &té
reportées positives par la lecture des frottis
minces et gouttes cpaisses par un microscopiste
expérimenté. La parasitémie a vari¢ de 0,2 a
44,0% avec une moyenne de 17,5%. Toutes les
lames ont été positives au P. falciparum, mais
une d'entre elles I'était également pour £P.
malariae et a donc été catégorisée comme une
mfection mixte. Par ailleurs, la PCR en temps
réel a permis la détection de 202/213 (94,8%)
¢chantillons positifs, tous au P. falciparum. Les
caractéristiques de base de ces 202 échantillons
positifs sont présentées dans le tableau 2.

P. falciparum a été détecte seul dans 199
échantillons (93,4%) et associé au P. malariae
dans 3 échantillons (1,4%). Parmi ces trois
infections mixtes, une seule avait ¢té Egalement
détectée par microscopic. Les résultats du
diagnostic sont présentés dans les tableaux 3 et
4.

Les résultats de la PCR temps réel étaient en
accord avec ceux de la microscopie pour 195
¢chantillons  (91,54%), parmi lesquels 184
positifs et 11 négatifs. L.a microscopie, comparée
a la PCR temps réel, a montré une sensibilité de
91,09% (IC a 95%: 86,28%-94,63%) et une
spéeificité de 100% (95% CI: 71,33 a 100%).

Table 3. Comparison of RT-PCR assay and
microscopic thin and thick blood films
examination for malaria diagnosis

RT-PCR

HHEIOSeHpIE Positifs Neégatifs Total
Positifs 184 0 184
Négatifs 18 11 29
Total 202 11 213

Tableau 2. Caractéristiques relatives aux
échantillons positifs a la PCR en temps réel
Patients

Moyenne d'dge + SD  30,981+1421 (4-59)
{limites)

Hommes 55%

Moyenne Poids (kgs) + SD 13,15 + 4,36 (5-22.4)
(limites)

Symptomes %

- Anémie 97

- Prostration 60.9
- Choc 342
- Détresse respiratoire 342
- Convulsions 5

- Coma 54
- Ictére 1.59

Kappa=0.52, 95% IC: 0.33-0.70

Table 4. Comparison of RT-PCR assay and microscopy for malaria parasites identification

RT-PCR

NIGReape Négalils Plal seul Mixed (Plal+Pmal) Tetal
Négatifs 11 16 2 29
Pfal* seul 0 183 0 183
Mixed (Pfal+Pmal**) 0 1 1
Total 11 199 3 213
Kappa=0.56, 95% IC: 0.39-0.72 *Pfal: Plasmodium falciparum, **Pmal: Plasmodium malariae
Ann. Afr. Med., Vol. 8, N” 3, Juin 2015 2047



Une forte corrélation a é€t€ retrouvée entre la
parasitemie et les valeurs de Ct en analyse
univariee (voir figure 1), mais aucune
association significative n'a été trouvée avec les
autres variables.

Figure 1. Corrélation entre parasitémie évaluce
sur les frottis minces par rapport aux valeurs de
Ctde la RT-PCR (r =-0,71, p <0,0001)

Discussion

La majorite des etudes similaires publices dans
la littérature ont été basées sur des analyses a
partir de sang total ou de sang dépose et séche
sur papier-filtre comme source d'ADN pour la
PCR. La particularité du présent travail réside
dans l'usage de la goutte épaisse comme source
d'ADN en RDC. Nous avons démontré que la
PCR en temps réel utilisée dans cette étude était
plus sensible que la microscopie pour détecter
tant les faibles parasitémies que les infections
mixtes bien qu’étant basée sur des gouttes
épaisses. Cect est en accord avec les résultats de
quelques rares ¢tudes ayant aussi utilise de
I'ADN provenant d’étalements sanguins sur lame
pour l'amplification moléculaire (22-25).

Les résultats de la PCR en temps réel étaient en
accord avec ceux de la microscopie a 91,54%
des cas. Ces chiffres sont proches de ceux de
Dormond et al. (26) et de Nicastri et al. (27) qui
ont trouve, respectivement dans leurs études
89% et 93,5% d’accord entre la microscopie et la
PCR en temps réel. Rodulfo et al ont rapporté
un accord légerement plus élevé a 96,2% entre
les deux méthodes (28). Mais ces études
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comparativement a la ndtre ont utilise¢ du sang
total en tant que d'ADN, qu
naturellement a un meilleur rendement pour
I'extraction d” ADN.

Une seule une infection mixte a été détectée par
microscopie en comparaison des trois détectées
par PCR en temps réel. Ceci pourrait étre
expliqué par le fait que P. falciparum est
généralement retrouvé en plus grande densité
que lespece a laquelle il est associe lors
d’infections mixtes de sorte que la seconde
espece est occultée (29). D'autre part un

sOouUrce

microscopiste qui a identifi¢ une premiere
espece dans son frottis pourrait ne pas rechercher
une seconde espece rare (30). Une autre
explication pourrait étre donnee par Mueller es
al. qui ont constate que le diagnostic moleculaire
ameéliore considérablement la prévalence des
quatre especes de plasmodiums humains, mais
avec une plus forte augmentation de P. malariae
et P. ovale, qu’ils ont appel¢ "parasites timides"
du paludisme (31).

Environ 9% des infections positives a la PCR en
temps réel n'ont pas ét¢ detectées par la
microscopie. Ceci est proche des valeurs de
I'étude d’Andrade er al qui ont trouvé que
10,3% des infections positives par PCR etaient
negatives en microscopie optique. Mais encore
une fois, ces travaux étaient basés sur de ’ADN
extrait a partir de sang total (32). Outre la
possibilité d'une trés faible parasitémie (33),
lexpérience du microscopiste peut également
étre incriminée pour expliquer cette non-
identification. Mukadi er al ont indiqué dans
leur travail sur l'évaluation de la lecture
microscopique des frottis sanguins colorés au
Giemsa pour le diagnostic du paludisme en RDC
que méme pour une densité parasitaire de
177000 parasites/uL, 5% des microscopistes
avalent répondu « aucun parasite observe » et
que si la parasitémie était réduite a 86
parasites/pL, ce pourcentage triplait a 15% pour
ceux qui avaient rapporte avoir vu des lames
négatives (34). Une autre explication pourrait
étre la mauvaise qualité des lames. En fait la
goutte épaisse et le frottis mince ont éte disposes
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sur la méme lame pour raison d’économie et ont
¢té colorés ensemble. Cette procédure peut
expliquer une baisse de la performance de la
lecture.

Tous les échantillons positifs a 1a PCR en temps
réel mais qui &taient négatifs a4 la microscopie
avaient une valeur de Ct (cycle threshold)
supérieure a 32. Si l'on considére que la
parasitémie la plus basse calculée dans notre
¢tude (0,2%) correspondait a une valeur de Ct de
31,63 nous
cchantillons avaient des parasitémies inférieures

pouvons supposer que  ces
a 0,2%. Ce qui correspond a environ 10.000
parasites/ul. qui est bien inférieur aux 177.000
parasites/pl. de I’é¢tude de Mukadi et al pour
lesquels 5% des microscopistes déclaraient
n’avoir observé aucun parasite.

Notre PCR en temps réel a présenté une bonne
performance, ce qui rejoint les résultats de
Cnops et al. (22) qui ont également trouve 100%
de spéeificité. Scopel et al. (19) rapportent par
contre une plus faible spéeificité (93%) et
sensibilité (65%); ceci pouvant se justifier par
les différentes PCR utilisées (amorces, sondes,
conditions PCR). Toutefois les deux études ont
rapporté des valeurs de Kappa proches (0,57
dans 1'étude Scopel et 0,52 dans notre étude)
exprimant un accord modéré entre les deux
méthodes diagnostiques. Rantala et al. qui ont
travaillé sur des échantillons d’ADN extraits a
partir de sang déposé sur papiers filtres ont
trouvé des valeurs assez semblables de 90,9% et
91,2% respectivement pour la sensibilité et la
spécificite. Ils ont par ailleurs stipulé que le fait
de continuer de considérer la microscopie
comme gold-standard pourrait produire des
résultats erronés dans les essais cliniques (35).
L’espece plasmodiale prédominante identifiée
tant par la PCR en temps réel que par la
microscopie reste P. falciparum, telle que décrit
par Ngimbi et al. il y a prés de trente ans (36) et
récemment par Taylor et al. (37).
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Conclusion

Le diagnostic du paludisme par PCR en temps
réel est la méthode la plus sensible existant a ce
jour quoique requérant du matériel et des réactifs
tres coliteux. Méme lorsque la goutte épaisse est
utilisée comme source d'ADN, elle demeure
toujours plus sensible que la microscopic et plus
précise pour détecter les infections mixtes.
Malgré le fait qu'il ne soit pas encore possible
d'inclure le diagnostic moléculaire du paludisme
en routine clinique dans les pays a faibles
revenus, cette technique pourrait trouver un
intérét considérable dans les études épidémio-
logiques sur la résistance aux antipaludiques ou
sur la spéeiation de parasite.
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En regard des résultats fournis par les deux précédents travaux, il est
donc clairement apparu que le diagnostic moléculaire du paludisme en
utilisant des gouttes épaisses comme source d'’ADN parasitaire était possible
et plus sensible que la microscopie mais souffrait d'une limite en rapport avec

la quantité d'analyses a réaliser.

Nous avons donc opté pour 1’utilisation des papiers-filtres pour nos travaux
futurs car ces derniers permettent de prélever une plus grande gquantité de sang
que les gouttes épaisses (et donc d'obtenir une plus grande quantité d’ADN sans
altération de celui-ci) et offrent une situation intermédiaire entre le sang total

et les gouttes eépaisses en termes de conservation et de transport.

Convaincu de ce choix technique (une extraction a lI'aide des colonnes Qiagen®
a partir de sang deposé sur papier-filtre), nous avons voulu I'appliquer pour la
determination du portage des infections plasmodiales chez des individus
asymptomatiques, trop souvent négligés dans les mesures mises en ceuvre pour
le contrdle du paludisme en zones d'endémie. La RDC étant un pays a forte
transmission, la prémunition de la population contribue a favoriser la présence
de parasites dans 1’organisme sans pour autant le développement de signes
cliniques. En effet ces individus ne consultant point dans des structures

sanitaires, ne sont ni diagnostiqués ni encore moins traites.

Nous avons aléatoirement sélectionné des individus dans six différentes aires
geographiques en tenant compte des différents facies épidéemiologiques, reflets
des diverses dynamiques de transmission, a partir desquels des prélevements
sanguins déposés sur papiers-filtres ont été realisés pour analyses. Cette étude

fait I'objet de la troisieme publication de cette these.
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Malaria remains a major public health problem in the Democratic Republic of Congo (DRC) with 14 million cases reported by the
WHO Malaria Report in 2014. Asymptomatic malaria cases are known to be prevalent in endemic areas and are generally untreated,
resulting in a significant source of gametocytes that may serve as reservoir of disease transmission. Considering that microscopy
certainly underestimates the prevalence of Plasmodium infections within asymptomatic carriers and that PCR assays are currently
recognized as the most sensitive methods for Plasmodium identification, this study was conducted to weigh the asymptomatic
carriage in DRC by a molecular method. Six provinces were randomly selected for blood collection in which 80 to 100 individuals
were included in the study. Five hundred and eighty blood samples were collected and molecular diagnosis was performed. Globally,
almost half of the samples collected from asymptomatic individuals (280/580; 48.2%) had Plasmodium infections and the most
species identified was P. falciparum alone in combination with P. malariae. The high prevalence reported here should interpellate
the bodies involved in malaria control in DR Congo to take into account asymptomatic carriers in actions taken and consider
asymptomatic malaria as a major hurdle for malaria elimination.

1. Introduction falciparum can result in a simply asymptomatic carriage,
uncomplicated or severe malaria. In fact, there is an exposure-

Malaria is a parasitic disease caused by Plasmodium species  related immunity in malaria that could explain these different

transmitted to man by a mosquito bite [1]. Four Plasmod- expressions [2].

ium species infect human but Plasmodium falciparum is In high transmission settings, symptomatic malaria is

responsible for the major morbimortality. Infection with P often concerning children below five years as they have



not been for long time exposed to the parasite and asymp-
tomatic infections generally concern adults that acquired an
antidisease and/or an antiparasite immunity during their
exposure time [3-6]. Asymptomatic malaria cases are known
to be prevalent in endemic areas [7-9] and are generally
untreated, resulting in a significant source of gametocytes that
may serve as reservoir of disease transmission [10].

The Democratic Republic of the Congo (DRC) is the
second largest country in Africa and has a population that
is estimated to be 75.5 million people. It is estimated that 97%
of the population live in zones with stable transmission. In
the WHO malaria report for 2014, 14 million of malaria cases
were reported in DRC [11]. Some studies conducted in DRC
revealed significant prevalence of asymptomatic Plasmodium
carriers. Matangila et al. reported a prevalence of 21.6%,
27.4%, and 29.5% of asymptomatic P. falciparum infection in
pregnant women in Kinshasa, respectively, by microscopy,
Rapid Diagnostic Tests (RDTs), and PCR [12]. Maketa et al.
found a prevalence of Plasmodium infection in asymptomatic
children of 30.9% and 14.3% in two areas of Kinshasa,
based on microscopic identification of thick blood smears
[13]. The most recent available data are from a countrywide
study that reports a prevalence of Plasmodium infection, in
asymptomatic children less than five years, of 23% and 31%,
respectively, determined by microscopy and RDT [14]. But
Tiono et al. showed in their work that RDTs have some limits
in detecting asymptomatic carriers of P. falciparum [15].

Currently, Polymerase Chain Reaction (PCR) assays are
the most sensitive manner to detect Plasmodium DNA [16,17]
and it detects only viable Plasmodium [18]. Some PCR assays
can detect less than 1 parasite/uL as the technique validated
by Cnops et al. [19].

Discrepancies have been often found between micros-
copy and PCR results for the determination of asymp-
tomatic Plasmodium carriage. For example, Baliraine et al.
reported 20.7% difference (12.6% by microscopy and 33.3%
by PCR) [20], Dal-Bianco et al. found 25% difference (27%
by microscopy and 52% by PCR) [21], and May et al. showed
19% difference (48.9% by microscopy and 67.9% by PCR) [22].

We conducted this study to assess the weight of asymp-
tomatic carriage of P. falciparum in the DRC, based on a
highly sensitive RT-PCR assay for malaria parasite identifi-
cation.

2. Materials and Methods

2.1. Study Sites and Participants. We randomly identified
health areas within 6 provinces of the DRC with different
malaria transmission dynamics: Bolenge in Equateur, Luz-
izila in Kinshasa, Mweka in Kasai-Occidental, Butembo in
Nord-Kivu, Punia in Maniema, and Kapolowe in Katanga
Province. This household survey recruited one hundred
individuals per province, except for Maniema where only 80
individuals could be included. Every age and sex was taken
into account after being given an informed consent by adults
and parents/guardians of children. People with fever or other
malaria related symptoms were not included in this study.
Samples were collected during the period from March to
November 2014.
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2.2. Blood Collection and DNA Extraction. Five hundred and
eighty blood samples were obtained from finger prick and
dropped on filter paper (Whatman 3MM°®) that were dried
and stored into individual plastic bags with desiccant. Plas-
modium DNA has been extracted using the QIAamp DNA
Mini Kit” (Qiagen Benelux, Venlo, Netherlands) according to
manufacturer’s recommendation. Briefly, 3 circles of approx-
imately 3mm diameter were punched out from a blood
spot and placed into a 1.5 mL microcentrifuge tube in which
180 uL of buffer ATL was added. The final elution volume
was 150 pL. Each dried blood spot was treated individually
into a sterile petri dish to avoid contamination. One nega-
tive control (sterile water) was included for each dozen of
blood spots treated. DNA was stored at —20°C till further
analysis.

2.3. Parasite Identification by Real-Time PCR. A real-time
PCR having a sensitivity varying from 0.02 to 0.006
parasites/uL for human Plasmodium species identification
was run, as previously described by Cnops et al. [19]. PCR
tests were run on a light cycler 480 instrument (Roche®)
and in the presence of positive controls (provided by the
Parasitology Unit, Institute of Tropical Medicine, Antwerp,
and the Laboratory of Clinical Microbiology, University
Hospital of Liége). PCR conditions were as follows: 2 min at
95°C, followed by 50 cycles of 15 s at 95°C and 60 s at 60°C.

2.4. Ethical Considerations. This study has received the eth-
ical approbation of the Ministry of Public Health of the
DRC and of the Institutional Committee of the Faculty of
Medicine, University of Kinshasa.

3. Results and Discussion

P, falciparum was correctly identified in 280 samples (48.2%)
among which 6 infections were mixed (P falciparum + P.
malariae). Prevalence of positive samples by age groups is
represented in Table 1. The other human Plasmodium species
P ovale and P. vivax were not found. The real-time PCR cycles
thresholds (Ct) vary from 21.72 to 39.23.

Prevalence of P, falciparum infection by province was 51%
for Equateur, 62% for Kinshasa, 31% for Kasai-Occidental,
22% for Nord-Kivu, 63.7% for Maniema, and 63% for
Katanga, as shown in Figure 1.

4. Conclusion

Efforts to control or to eradicate malaria should take into
account asymptomatic Plasmodium carriers because elimi-
nation of parasites in only symptomatic patients will not be
enough as long as the pool of asymptomatic carriers will con-
tinue to act as a parasite reservoir [23]. Some researchers have
suggested to screen and to treat asymptomatic carriers with
an Artemisinin-based combination as part of a surveillance
strategy towards malaria elimination [24, 25].

The high prevalence of Plasmodium infections in asymp-
tomatic carriers found in this study stressed the importance
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Province Orientale

Katanga

FIGURE 1: Prevalence of P. falciparum infection by collection sites based on a RT-PCR assay.

TABLE 1: Prevalence of Plasmodium infections by age groups in the
six DRC provinces.

Age groups
Study sites 0-5 6-15 16-59 >60  Total
N (%) N (%) N (%) N (%)
Equateur  15(29.4) 15(29.4) 21 (41.1) 0(0) 51
Kinshasa 7 (11.3) 10 (16.1) 45 (72.5) 0(0) 62
K-occ 3(96) 6(193)  20(39.2) 2(64) 31
Kivu 2(91)  5(227)  15(681)  0(0) 22
Punia 4(7.8) 6 (11.7) 37 (72.5) 4(7.8) 51
Katanga ~ 13(20.6) 26 (412) 21(333) 3(47) 63
Total 44 (15.7) 68(24.2) 159(56.7) 9(3.2) 280

K-occ = Kasal-occidental.

of including this item in malaria control programs by the
DRC Ministry of Health.
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Le précédent travail souligne I'importance du portage plasmodial asymptomatique en
RDC. Il est clair que suite a cela, des interventions particuliéres pourraient étre
envisagées en complément de celles déja mises en place (diagnostic et traitement
correct des cas et utilisation de moustiquaires imprégnées d'insecticides a large durée

d'action, essentiellement).

Outre ces infections "occultes” humaines, il a été démontré que certaines infections
plasmodiales seraient inter-transmissibles entre certains primates. En effet, des
especes plasmodiales de petits singes (généralement des cercopitheques) se sont
retrouvées naturellement chez I'humain en Asie et en Amérique latine. A notre
connaissance, ce phénomeéne n'a jamais été décrit en Afrique probablement parce que
les méthodes conventionnelles de diagnostic qui sont utilisées (examen
microscopique et TDR) ne peuvent discriminer les especes simiennes des humaines.
Nous avons alors imagine, dans la publication suivante, un algorithme permettant de

le faire en utilisant des techniques moléculaires.

103



I1. 6. Etude 5: Investigation on possible transmission of monkeys'
plasmodium to human in a populations living in the equatorial rainforest of

the Democratic republic of Congo

Publié dans International Journal for Parasitology: Parasites and Wildlife, Décembre
2015

104



International Journal for Parasitology: Parasites and Wildlife 5 (2016) 14

International Journal for Parasitology:

journal homepage: www.elsevier.com/locate/ijppaw

Contents lists available at ScienceDirect

Parasites and Wildlife

Investigation on possible transmission of monkeys' Plasmodium to
human in a populations living in the equatorial rainforest of the

@ CrossMark

Democratic republic of Congo

Dieudonné Makaba Mvumbi * *, Thierry Lengu Bobanga °, Solange Efundu Umesumbu

b,d

Billy Shako Kunyu °, Jean-Marie Ntumba Kayembe ¢, Nani-Tuma H. Situakibanza ™ ¢,
Georges Lelo Mvumbi °, Pierrette Melin ©, Patrick De Mol ¢, Marie-Pierre Hayette ©

@ Biochemistry and Molecular Biology Unit, Department of Basic Sciences, School of Medicine, University of Kinshasa, Kinshasa, Democratic Republic of

Congo

b Department of Parasitology and Tropical Medicine, School of Medicine, University of Kinshasa, Kinshasa, Democratic Republic of Congo
€ National Malaria Control Program, Democratic Republic of Congo

94 Department of Internal Medicine, School of Medicine, University of Kinshasa, Kinshasa, Democratic Republic of Congo

€ Department of Clinical Microbiology, University Hospital of Liege, Liege, Belgium

ARTICLE INFO

ABSTRACT

Article history:

Received 3 June 2015
Received in revised form

19 November 2015
Accepted 26 November 2015

Keywords:

Monkey plasmodium
Democratic Republic of Congo
RT-PCR

Malaria

Plasmodiums are protozoa that may infect various hosts. Only five species are now recognized as
naturally parasitizing humans: Plasmodium falciparum, Plasmodium vivax, Plasmodium malariae, Plas-
modium ovale and Plasmodium knowlesi. This fifth species, P. knowlesi, previously identified as naturally
parasitizing the monkey Macaca fascicularis, has been microscopically confused for a long time with P.
malariae or P. falciparum and it was not possible to correctly differentiate them until the advent of
molecular biology. To date, natural human infections with P. knowlesi only occur in Southeast Asia and a
similar phenomenon of natural transmission of simian plasmodium to humans has not been reported
elsewhere. This study was conducted to investigate a possible transmission of African small monkey's
plasmodium to humans in populations living near the rainforest of the Democratic Republic of Congo
(DRC) where several species of non-human primates are living. Two successive real-time PCRs were
identified in the literature and used in combination for purpose. Only P. falciparum was found in this
study. However, studies with larger samples and with more advanced techniques should be conducted.
© 2015 The Authors. Published by Elsevier Ltd on behalf of Australian Society for Parasitology. This is an
open access article under the CC BY-NC-ND license (http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/).

1. Introduction

The first report on the existence of simian Plasmodium was
published in 1908 by Daniels (1908). It was believed that simian
Plasmodium spp. infect only monkeys and that human Plasmodium
spp. infect only humans. Eyles et al. (1960) showed that a Plasmo-
dium vivax-like species, Plasmodium cynomolgi, could infect
humans in the laboratory. Warren et al. (1970) reported the first
case Plasmodium knowlesi in humans, which had been detected in

* Corresponding author.

E-mail addresses: didimvumbi@gmail.com (D.M. Mvumbi), tbobanga@gmail.
com (T. Lengu Bobanga), solumes@yahoo.fr (S.E. Umesumbu), kunyushako@gmail.
com (B.S. Kunyu), dr12jmkayembe@yahoo.com (J.-M. Ntumba Kayembe), hsitua@
gmail.com (N.-T.H. Situakibanza), mvumbilelo@yahoo.fr (G.L. Mvumbi), pierrette.
melin@ulg.ac.be (P. Melin), P.DeMol@ulg.ac.be (P. De Mol), mphayette@chu.ulg.ac.
be (M.-P. Hayette).

http://dx.doi.org/10.1016/j.ijppaw.2015.11.004

1965. This species has long been known as a natural parasite of the
macaque (Macaca fascicularis) and prior to the advent of molecular
techniques was misidentified in humans as Plasmodium malariae or
Plasmodium falciparum, which it resembles morphologically (Singh
et al,, 2004; Lee et al., 2009). In a large study in Sarawak, Malaysia,
Singh et al. (2004) detected a high prevalence (57.7%) in humans.
Since then, natural infections with this species, confirmed using
molecular techniques, have been reported from many other coun-
tries in South-East Asia (Jongwutiwes et al., 2004; Vythilingam
et al,, 2006; Zhu et al., 2006; Cox-Singh et al., 2008; Luchavez
et al., 2008; Ng et al., 2008; Khim et al., 2011). Thus, P. knowlesi has
been declared to be the fifth species of Plasmodium infecting
humans (White, 2008). More recently, Ta et al. (2014) have reported
the first case of naturally acquired human infection with
P. cynomolgi, in a woman in Malaysia. An initial microscopic diag-
nosis of P. malariae/P. knowlesi was established, followed by a sec-
ond microscopic re-examination and a nested PCR that identified

2213-2244/© 2015 The Authors. Published by Elsevier Ltd on behalf of Australian Society for Parasitology. This is an open access article under the CC BY-NC-ND license (http://

creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/).
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that species as P. vivax. However, a different PCR method and
sequencing confirmed the infection as P. cynomolgi. These reports
suggest that human infections by simian Plasmodium are probably
under-reported because of misidentification. If P. knowlesi had been
misdiagnosed for such a long time in Asia and if P. cynomolgi
identification has been so difficult, it may be possible that in Africa,
where many non-human primates live, natural transmission of
simian Plasmodium spp. to humans has not been recognized. Indeed
in Africa where malaria diagnosis is essentially microscopy-based,
it is likely that some Plasmodium spp. in people have been
misidentified.

Many studies have been reported that explore the presence of
simian malaria parasites in human or human malaria parasites in
other primates, but almost all of these studies were based on great
apes, e.g., Pan paniscus (bonobo), Pan troglodytes (chimpanzee) or
Gorilla gorilla (gorilla) (Contacos et al., 1970; Ollomo et al., 2009;
Duval et al., 2010; Kaiser et al., 2010; Krief et al., 2010; Liu et al.,
2010; Prugnolle et al., 2010). Very few studies included monkeys.
For example, Prugnolle et al. (2011) analyzed blood samples from
338 monkeys of ten species and Pourrut et al. (2009) examined
blood samples from 82 small monkeys (e.g., Chlorocebus aethiops
and Erythrocebus patas) for Plasmodium. Many species of monkeys
are present in the Democratic Republic of Congo (DRC) (Ladnyj
et al.,, 1972; Colyn, 1994; Grubb et al., 2003) and some of these
have been listed as hosts for Plasmodium species, especially
P. gonderi, Plasmodium petersi, Plasmodium georgesi (Poirriez et al.,
1993, 1995) and Plasmodium sp. DAJ- 2004 (Prugnolle et al.,
2011). As P. knowlesi and P. cynomolgi naturally infect monkeys,
and have been reported as able to also infect humans, the present
study investigated the possible transmission of monkey Plasmo-
dium to humans in a populations living in the equatorial rainforest
of the DRC where several species of non-human primates are found.

2. Materials and methods
2.1. Sample collection

Three villages of the Equatorial Province of the DRC, Bolenge (N:
00° 24/ 89", E: 18° 22’ 29"), Bongonde (N: -0.15° 42’ 42" E: 18° 22/
35”) and Wendji-Secli (N: -00° 06’ 56", E: 18° 22’ 35"), were
selected based on geographical location near the equatorial rain
forest. One hundred individuals without symptoms of malaria were
randomly selected from each village without consideration of age
or sex. People with fever were not selected. A drop of blood from
each individual using a finger prick and absorbed on to filter paper
Whatman 3 MM (Sigma—Aldrich, St. Louis, MO, USA) was made in
duplicate for each individual. People in these villages practice daily
forest activities such as hunting and gathering. Monkeys are
captured for commerce and for food.

2.2. DNA extraction

Parasite DNA was extracted using QIAamp® DNA mini kits
(Qiagen, Hilden, Germany) according to manufacturer's instruction
for filter paper and in a final elution volume of 150 pL.

2.3. Plasmodium species identification

Two real-time PCR were identified in the literature and were
successively applied to the DNA templates. The first one allows the
detection of all Plasmodium spp. and the second one allows the
detection of the four common Plasmodium species that infect
humans in Africa (P. falciparum, P. malariae, P. vivax and Plasmodium
ovale).

As the species specific Real-Time PCR was more sensitive than

the pan primer one, we hypothesized that if the first Real-Time PCR
was positive and the second negative, it would suggest that a
Plasmodium species different from the four human species was
detected. In that case, sequencing would be considered.

2.4. First RT-PCR

This RT-PCR includes a pair of primers (Plasmo 1 and Plasmo 2)
and one probe (plasprobe), designed to detect genes of the small
subunit 18S rRNA of Plasmodium species, that allow the detection of
all Plasmodium spp. (Table 1) .The mix consists of 12.5 ul of 2X
Tagman Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems, Waltham,
MA, USA), 200 nM of each primer, 50 nM of probe and water for a
total volume of 25 pl including 5 ul of DNA. PCR conditions were as
follows: an initial step at 50 °C for 2 min, 95C° for 10 min, and 45
cycles of 95 °C for 15 s followed by 1 min at 60 °C (Rougemont et al.,
2004).

2.5. Second RT-PCR

Four species-specific forward primers, one universal reverse
primer (Plasmo 2) and four species-specific probes were used in
two simultaneous duplex reactions (Pfal + Pviv and Pmal + Pova)
(Cnops et al., 2010). The probes and primers were designed to
detect genes of the small subunit 18S rRNA of the four Plasmodium
species. The mix consisted of 12.5 ul of 2X Tagman Universal PCR
Master Mix (Applied Biosystems), 200 nM of each primer and
probes except for P. vivax at 100 nM in a final volume of 25 pl
including 5 pl of DNA. The following conditions were used: 2 min at
95 °C, followed by 50 cycles of 15 s at 95 °C and 60 s at 60 °C.

Both RT-PCR were run on a Stratagene Mxp 3000 Instrument
(SABiosciences) and in the presence of positive controls (human
Plasmodium) provided by the Parasitology Unit, Institute of Tropical
Medicine, Antwerp and the Laboratory of Clinical Microbiology,
University Hospital of Liege, Belgium.

To assess our methodology, P. berghei and P. vinckei cultures
(provided by the Interfaculty Drug Research Center, University
Hospital of Liege) have been used as non-human Plasmodium
templates. Unfortunately, we were not able to test for the other
monkey parasites P. gonderi, P. georgesi, P. petersi or Plasmodium sp.
DAJ 2004.

3. Ethical considerations

This study has received the ethical approval of the Ministry of
Public Health of the DRC and of the Institutional Committee of the
Faculty of Medicine, University of Kinshasa.

4. Results and discussion
4.1. Assessment of the methodology

As template, P. vinckei and P. berghei were used together with the
four human Plasmodium as positive controls for the two successive
RT-PCRs. The first one detected all Plasmodium but the second only
detected P. falciparum, P. malariae, P. ovale and P. vivax (Table 2).

As we were not able at the time of this study to get P. gonderi,
P. petersi or P. georgesi samples, we aligned the primers and the
probes used for both real-time PCRs with their genome to explore if
they could match. Only primers and probe of the first RT-PCR
matched.

4.2. Parasite identification

Of the three hundred samples analyzed, 139 (46,3%) were
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Table 1
Primers and probes sequences for the two RT-PCR.
RT-PCR Forward primer Reverse primer Probes
plasmodiums 5'-GTTAAGGGAGTGAAGACGA TCAGA-3' 5'-TTATGAGAAATCAAAGTCTTTGGGTT-3' 5’-FAM-ACCGTCGTAA TCTTAACCAT AAACTATGCC GACTAG-TAMRA-
sp (Plasmol1) (Plasmo2) 3" (plasprobe)
Pfal 5'-CTAGGTGTTGGATG-3' 5'-FAM-AGCAATCTAAAAGTCACCTCGAAAGATGACT-DQ-3'
(Falprobe)
Pova 5'-CGACTAGGTTTTGGATG-3’ 5’-VIC-CGAAAGGAATTTTCTTATT-DQ-3’ (Ovaprobe)
Pviv 5'-GACTAGGCTTTGGATG-3' 5-VIC-AGCAATCTAAGAATAAACTCCGAAGAGAAAATTCT-DQ-3'
(Vivprobe)
Pmal 5'-GACTAGGTGTTGGATG-3' 5'-FAM-CTATCTAAAAGAAACACTCAT-DQ-3’ (Malprobe)
Table 2
Cycle threshold obtained for the 6 plasmodium species.
P. falciparum P. malaria P. ovale P. vivax P. vinckei P. berghei
1st RT-PCR 16.98 26.01 26.08 30.15 15.18 20.33
2nd RT-PCR 18.07 26.69 26.66 30.48 No signal No signal
positive for both RT-PCRs. All 139 samples tested positive for Acknowledgments

P. falciparum. No other human Plasmodium species were detected. It
is possible that the small sample size and the high prevalence of
this species reported in the region (Ngimbi et al., 1980; Taylor et al.,
2011; Mvumbi et al., 2013) could account for this. P. malariae and
P. ovale are often found in association with P. falciparum and P. vivax
is said to be very rare in that region because of the lack of the Duffy
antigen in the population (Miller et al., 1976).

No monkey malaria parasites were found. However, the meth-
odology used in this work is probably insufficient to confirm that
there is no simian Plasmodium infecting humans in this area. Recent
reports suggest that many simian Plasmodium species are phylo-
genetically close to those infecting humans. For example, Duval
et al. (2009) described a P. ovale-like Plasmodium from chimpan-
zees in Cameroon, Kaiser et al. (2010) found a P. malariae-like
infection in chimpanzees from Ivory Coast, and Krief et al. (2010)
described new P. falciparum-like and P. vivax-like new parasites
in DRC. These results indicate that some PCR assays cannot
distinguish human Plasmodium species from those infecting sim-
ians. Further, the species-specific PCR primers described by
Snounou et al. (1993) were unable to distinguish P. knowlesi from
P. malariae (Cox-Singh et al., 2008) nor P. vivax from P. cynomolgi (Ta
et al., 2014).

There is, therefore, the possibility that some of the P. falciparum
we identified might be the P. falciparum-like parasite identified by
Duval et al. (2010), by Krief et al. (2010) or by Liu et al. (2010). That is
the major limitation of this study. The methodology used in the
current study would allow us, however, to detect simian Plasmo-
dium species that are phylogenetically distant from human species,
e.g., P. gonderi, P. petersi, P. georgesi or Plasmodium sp. DAJ 2004.

5. Conclusion

In this study, we could not detect monkey Plasmodium species in
a human population living near the rain forest of the Equatorial
province of the DRC. We found only P. falciparum, which is the
major species in this area. Though the methodology used here
cannot discriminate simian P. falciparum-like from human
P. falciparum, we can hypothesize that no other simian Plasmodium
species were present in the individuals sampled. Studies on larger
human populations using more advanced techniques (e.g.,
sequencing of mitochondrial genome of Plasmodium species or
specific genes) would help to confirm this. To our knowledge, this
work is the first to search for human infection with Plasmodium
species from small apes in the DRC.

The authors thank the Molecular Biology Unit of the University
Hospital of Liege, Belgium. This work was supported by the
Coopération Universitaire pour le Développement (CUD)/Belgium.
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Partie Il :

De la chimiorésistance moléculaire du Plasmodium

falciparum en RDC
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I11.1. Introduction

Le traitement medicamenteux a base des CTA constitue a ce jour un des piliers
majeur de la lutte antipaludique. Plusieurs molécules de classes chimiques et de
modes d’action différents ont été synthétisées a ce jour, ciblant les différents
stades évolutifs du parasite. En RDC, plusieurs schémas thérapeutiques ont été
appliqués au fil du temps. Ces modifications de politiques nationales de prise en
charge sont dues au fait de la perte d’efficacité de ces molécules consécutives au
développement de mécanismes de résistance par le parasite en cause. De la
chloroquine utilisee en monothérapie en passant par la sulfadoxine-
pyrimethamine (SP) 1’ont est aujourd’hui en RDC, comme dans la majeure partie
des zones impaludées, a 1’'usage des combinaisons thérapeutiques a base
d’artémisinine. Des cinq combinaisons recommandées par 1I’OMS, deux
combinaisons ont été acceptées par le PNLP en RDC: I’artésunate-amodiaquine
et ’artémether-luméfantrine. En outre, la quinine et 1’artésunate (par voie
parentérale) sont aussi utilisées en monothérapie pour les cas séveres et
I'utilisation de la SP a été maintenue pour le traitement préventif intermittent (TPI)

chez la femme enceinte.

Certains faits néanmoins suscitent des inquiétudes quant a la survenue (ou a

I’aggravation) de la résistance du Plasmodium a ces molécules:

- les monothérapies antipaludiques normalement proscrites, continuent a étre
commercialisées et consommees par la population en RDC;
- la SP, dont I’'usage n’est réservé en principe qu’au TPI chez la femme
enceinte, est utilisée par d’autres franges de la population;

I’apparition de la résistance a I’artémisinine dans la zone frontali¢re entre le
Cambodge et la Thailande, puis son expansion progressive a plusieurs pays de la
sous-région du Grand Mékong (Asie du Sud-Est) présage de son expansion en

Afrique, comme cela s’est produit précédemment pour d’autres molécules;
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- la découverte assez récente des marqueurs moléculaires de résistance a
I’amodiaquine dans deux pays voisins de la RDC (Angola et Tanzanie);

- le codt des soins médicaux étant relativement élevé et I’absence d’un systéme
de santé bien organis¢é en RDC entraine les patients a s’automédiquer,

genéralement avec des médicaments et des posologies inadéquates.

Tout ceci appelle a une surveillance constante de I’efficacité de ces molécules car
I’OMS a déterminé un seuil acceptable pour les molécules présentant de la
résistance: au-dela de 10% de résistance, les autorités sanitaires doivent remplacer
la molécule antipaludique par une autre ayant une prévalence de résistance
inférieure a 10%. Mais avoir ces prévalences, suggere donc que des études soient
réalisees, et idéalement, de maniere répétitive. L'OMS recommande aux pays
endémiques de réaliser des études de surveillance de la résistance au moins toutes

les 2 années.

L’intérét de ces études est donc double: suivre la tendance des souches résistantes
déja identifiées (diminution ou augmentation) et surveiller ’apparition de
nouvelles souches résistantes dans des zones ou elles étaient absentes afin de
réadapter la politiqgue de prise en charge rapidement des la limite des 10%

franchise.

La majorité des études testant 1’efficacité des antipaludiques en RDC ont utilisé
des tests in vivo (tests d'efficacité clinique au cours desquels des patients recoivent
une molécule et un suivi tant clinique que parasitologique est réalis¢). La faiblesse
de cette méthodologie est essentiellement liee au colt élevé de sa réalisation
(environ 500.000% pour conduire cette étude dans six différents sites
géographiques selon les planifications du PNLP). En effet il faut mettre en place
une logistique assez lourde (suivi des patients pendant 24 voire 48 jours,

prélevements sanguins repétitifs, personnel expérimenté, disponibilité des
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antipaludiques, etc...) entrainant la difficult¢ d’étudier plusieurs sites

concomitamment et donc plusieurs échantillons.

Bien que I'étude de cette résistance par I'évaluation des marqueurs moléculaires de
résistance offre plusieurs avantages, trés peu de travaux ont été conduits en RDC et

encore moins dans plusieurs sites distincts.

Dans ce travail, nous avons voulu fournir une actualisation des données relatives a
la résistance moléculaire de P. falciparum aux antipaludiques dans différentes aires
géeographiques de la RDC avec un accent particulier sur la résistance a I'artémisinine,

molécule centrale de la prise en charge du paludisme dans le monde actuellement.
111.2. Objectifs

1. Explorer la possibilité d’étudier des marqueurs moléculaires de résistance de P.
falciparum en se basant sur de I’ADN extrait a partir des gouttes épaisses ;

2. Observer I’évolution de la chloroquinorésistance quelques années apres
I’introduction des ACT;

3. Déterminer la prévalence des marqueurs moléculaires de résistance de P.
falciparum a la chloroquine et a I’amodiaquine a Kinshasa ;

4. Déterminer la prévalence des marqueurs moléculaires de résistance dans les 3

facies épidémiologiques de la RDC en rapport avec les CTA utilises.

Afin d'atteindre ces différents objectifs, nous avons réaliseé deux études sur des
échantillons collectés en RDC. La premiére étude présente une certaine particularité
du fait que I'ADN plasmodial utilisé pour analyser les marqueurs de résistance a été
extrait a partir de gouttes épaisses; ce qui n'avait jamais été réalisé en RDC
auparavant et certainement en Afrique. Cette premiére étude n’a concerné que
Kinshasa et nous nous sommes limités, faute d'ADN suffisant comme expliqué plus
haut, sur l'analyse d'un seul géne, le pfcrt en rapport avec la résistance a la

chloroquine et a lI'amodiaquine. Il a fallu au préalable identifier des amorces

112



spécifiques entourant la région génique d'intérét pour I'amplification puis nous avons
séquencé et comparé nos séquences avec la séquence d'une souche appelée de

référence appelée "3D7" , chloroquinosensible.

La seconde étude par contre a porté sur six différentes aires géographiques
disséminées a travers la RDC. Nous avons veillé a ce que tous les facies
épidémiologiques soient représentés. Afin de pouvoir analyser plusieurs marqueurs
moléculaires, nous avons préconise d'effectuer les prélevements sanguins sur
papiers-filtres. Cela nous a permis d'amplifier deux régions d'intéréts sur les genes

pfcrt et K13 et d'explorer le nombre de copies du géne pfmdr1l.

Les résultats de ces deux travaux sont repris dans les publications ci-dessous.
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111.4. Etude 6: Assessment of pfcrt 72-76 haplotypes eight years after

chloroquine withdrawal in Kinshasa, Democratic Republic of Congo
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Abstract

Background: In 2001, the World Health Organization (WHO) has recommended the use of artemisinin-based
combination therapy (ACT) as the first-line treatment of uncomplicated malaria cases, as monotherapies had
become ineffective in many parts of the world. As a result, the Democratic Republic of Congo (DRC) withdrew
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world and mutations in codons 72-76 of the Plasmodium falciparum chloroquine-resistance transporter (pfcrt)
gene have been strongly correlated with resistance, especially mutations encoding the SVMNT haplotype. This
haplotype was first identified in Southeast Asia and South America but was recently reported in two African
countries neighbouring DRC. These facts raised two questions: the first about the evolution of CQ resistance
(CQR) in DRC and the second about the presence of the SYMNT haplotype, which would compromise the
use of AQ as a partner drug for ACT.

Methods: A total of 213 thick blood films were randomly collected in 2010 from a paediatric clinic in Kinshasa, DRC.
Microscopy controls and real-time polymerase chain reaction (RT-PCR) were performed for Plasmodium species
identification. Haplotypes of the pfcrt gene were determined by sequencing.

Results: The K76T mutation was detected in 145 out of 198 P. falciparum-positive samples (73.2%). In these
145 resistant strains, only the CVIET haplotype was detected.

Conclusions: This study is the first to assess the molecular markers of resistance to CQ and AQ after the
introduction of ACT in DRC. The results suggest first that CQR is decreasing, as wild-type pfcrt haplotypes
were found in only 26.8% of the samples and secondly that the SYMNT haplotype is not yet present in
Kinshasa, suggesting that AQ remains valid as a partner drug for ACT in this region.
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Background

In 2001, the World Health Organization (WHO) has
recommended the use of artemisinin-based combination
therapy (ACT) as the first-line treatment of uncompli-
cated malaria cases because monotherapies had become
ineffective in many parts of the world due to the spread
of Plasmodium falciparum strains resistant to almost all
anti-malarial drugs in use [1].

Resistance to chloroquine (CQ), the drug that had
been widely used for decades for malaria treatment [2],
has been well characterized and it is now established
that a mutation (K76T) occurring in the P. falciparum
chloroquine-resistance transporter (pfcrt) gene is the key
element [3-5]. Nevertheless many other mutations have
been described in this gene [6].

Childs and colleagues were the first to show in vitro
cross-resistance between amodiaquine (AQ) or its active
metabolite and CQ [7]. Because of their pharmacological
similarity, CQ and AQ were supposed to have the same
molecular mechanism of resistance. Furthermore, Ochong
et al., by analysing samples from a clinical trial held in
southern Sudan, demonstrated a link between the K76T
mutation and in vivo AQ resistance [8]. A few years later,
other studies performed on the pfcrt gene revealed that
some haplotypes defined by the aminoacids sequence at
positions 72-76 of the CRT protein were related to a par-
ticular resistance profile and also to a specific geographical
distribution. Sa et al. analysed reference strains and
provided the first in vitro evidence that one of these
haplotypes, the SVMNT (Ser-Val-Met-Asn-Thr), was
strongly correlated with resistance to desethylamodia-
quine (DEAQ), the active metabolite of AQ [9]. One year
later, in vivo evidence of this link has been given by Beshir
et al. who found that the presence of the SVMNT haplo-
type was sufficient to confer AQ resistance [10].

This haplotype was initially discovered in Asia and in
South America [11,12], but it has recently been found
in two African countries: first in Tanzania in 2006 [13],
then in 2010 in Angola [14]. Both countries border the
Democratic Republic of Congo (DRC), where CQ, after
being widely used, was officially abandoned in 2002 to be
replaced first by sulphadoxine-pyrimethamine (SP) and
then by an artesunate-amodiaquine (AS-AQ) combination
in 2005 [15].

This raised questions about the presence of the SVMNT
haplotype in the DRC, which would jeopardize the use of
AQ as a partner drug for ACT. These questions were
addressed in this study.

Methods

Sample collection

A total of 213 thin and thick blood films (TBF) were ran-
domly selected in April 2010 from the laboratory archives
of the St Marc Paediatric Clinic of Masina (Kinshasa). All

Page 2 of 5

the smears were positive using microscopic recordings as
selection criteria. The blood samples had been collected
between January and March 2010 from children under five
years who were suspected of malaria.

Malaria diagnosis

All blood smears underwent microscopic control per-
formed by two experienced microscopists and the results
were confirmed by real-time polymerase chain reaction
(RT-PCR).

DNA extraction

The whole TBF was used for DNA extraction, leaving the
thin smear for microscopic reading. Each TBF was first
immersed in xylene for 10 s to avoid contamination be-
tween samples and to dissolve any residual oil from previ-
ous microscopic examinations. Then it was scratched out
with a sterile scalpel as described previously by Cnops
et al. [16]. The scraped material was transferred into a
1.5 ml sterile Eppendorf tube containing 100 pl of PBS
and then used as a template for a semi-automated extrac-
tion using the Maxwell® 16 Cell LEV DNA purification Kit
(Promega, USA). A DNA internal extraction and inhib-
ition control was used to follow the extraction procedure
(DIAcontrolDNA®, Diagenode, Belgium). DNA was stored
at -20°C before processing.

Real-time PCR

The RT-PCR method for Plasmodium sp. identification
was used as previously described [17]. Briefly, a four-
primer PCR was used in two duplex reactions including a
couple of forward primers (Pfal + Pviv and Pmal + Pova)
with a universal reverse primer (plasmo2). The probes and
primers were designed to detect genes of the small sub-
unit 18S rRNA of Plasmodium species (Table 1). The mix
consisted of: 12.5 pl of 2X Tagman Universal PCR Master
Mix (Applied Biosystems, USA), 200 nM of all primers
and probes except P. vivax at 100 nM (primers and probe),
2.5 pl of Internal Control primers and probes and the rest
of water to make a total volume of 25 pl including 5 pl
of DNA. PCR tests were run on a 7500 Fast Instrument
(Applied Biosystems) and in the presence of positive
controls (provided by the Parasitology Unit, Institute
of Tropical Medicine, Antwerp and the Laboratory of
Clinical Microbiology, University Hospital of Liege). PCR
conditions were as follows: 2 min at 95°C, followed by
50 cycles of 15 s at 95°C and 60 s at 60°C.

Pfcrt genotyping

The procedure previously described by Ménard et al.
[18] was modified by adding an M13 fragment on the 5
ends of the pfcrt primers (Table 1) to amplify a 154 bp
fragment that included the pfert codons in positions 72-
76 of all of the P. falciparum-positive samples. PCR tests
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Table 1 Primer and probe sequences
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RT-PCR Forward primer (plasmo1) Reverse primer (plasmo2) Probes

Pfal 5'-CTAGGTGTTGGATG-3' 5'-TTATGAGAAATCAAAGTCTTTGGGTT-3" 5'-FAM-AGCAATCTAAAAGTCACCT
CGAAAGATGACT-DQ-3'

Pova 5'-CGACTAGGTTTTGGATG-3" 5'-VIC-CGAAAGGAATTTTCTTATT-DQ-3'

Pviv 5'-GACTAGGCTTTGGATG-3' 5'-VIC-AGCAATCTAAGAATAAACTCCG
AAGAGAAAATTCT-DQ-3'

Pmal 5'-GACTAGGTGTTGGATG-3' 5'-FAM-CTATCTAAAAGAAACACTCAT-DQ-3'

PCR/genotyping  Forward primer Reverse primer

Pfcrt 5'-GTTCTTGTCTTGGTAAATGTGCTCA-3"  5'-CAATT TTGTTTAAAGTTCTTTTAGCAA-3'

Legend: Pfal: P. falciparum; Pova: P.ovale; Pviv: P. vivax; Pmal: P. malariae; DQ: Darkquencher.

were run on a Hybaid PX2 (ThermoFischer Scientific,
USA) under the following conditions: 95°C for 10 min,
followed by 45 cycles of 20 s at 95°C and 45 s at 60°C.
Amplification was controlled on a microchip electrophor-
esis system using the MCE®-202 MultiNA (Shimadzu).
Amplicons were purified on Sciclone G3 Automated
Liquid Handling Workstation (Perkin Elmer, USA) using
AgencourtCleanSEQ" kit (Agencourt Bioscience, USA).

Sequencing was performed on a 3130x] DNA sequen-
cer (Applied Biosystems, USA).

Sequences were aligned using the GeneStudioTM’
Professional software and were compared with the refer-
ence sequence of the CRT protein [GenBank: CAD50842.1]
using the online BLASTx tool.

Ethical considerations

This study has received the ethical approbation of
the Ministry of Public Health of the DRC and of the
Institutional Committee of the Faculty of Medicine,
University of Kinshasa.

Results

Malaria diagnosis confirmation

RT-PCR lead to the detection of 202/213 (93.4%) posi-
tive samples for P. falciparum including three mixed
infections (P. falciparum + Plasmodium malariae).

Pfcrt haplotypes

Pfert genotyping was successfully performed for 198
P. falciparum samples from the 202 positive samples
detected by RT-PCR. Among them, 145 K76T mutants
(73.2%) were detected and they were all harbouring the
CVIET haplotype. The wild strains had the CVMNK
haplotype. No other haplotypes were detected.

Discussion

Nearly ten years after the withdrawal of CQ in the first-
line treatment of malaria in the DRC, CQR strains re-
main above the warning threshold established by WHO.
However the prevalence of pfcrt 76 T mutants continues
to decline as shown in previous studies performed in DR

Congo where a slow reversion in sensitivity has been
recorded. Indeed, the percentage of Pf resistant strains
went from 100% in 2000 [19], to 93% in 2002 [20],
83.8% in 2008 [21] and 73.2% in the present study. Fi-
nally, over the last ten years, the prevalence of resistant
strains has decreased by 26.8%. In other countries how-
ever, the decrease was much more significant like in
Malawi where CQR fell from 85% to 13% in 8 years [22]
after replacing CQ by SP or in Gabon with a drop of
55% (100% to 45%) in 6 years [23]. This fact could be
explained by the large area covered by DRC that is
more difficult to control, and by the relatively high cost
of ACT compared to former monotherapies, resulting
in a slower anti-malarial policy shift. Until 2007, CQ
was still the most widely used anti-malarial drug in
the DRC [24] although it was officially removed since
2002 and firstly replaced by SP. Aside from the effi-
ciency with which new drug policies were implemented,
malaria transmission intensity in the region and the use of
many other anti-malarial drugs in addition to the national
policy have been suggested to explain the difference in
trend [25].

The CVIET haplotype was the only resistant haplotype
identified in the present study. Indeed, it is the most
prevalent haplotype among the five discovered to date in
Africa and it seems that it has migrated from Southeast
Asia to Africa via India [26,27]. Some studies have de-
scribed this haplotype as a necessary but insufficient
condition to confer AQ resistance [28,29]. Beshir et al.
suggested that if the CVIET haplotype is highly preva-
lent, AQ can still be effective and further mutations on
the P. falciparum multidrug resistance gene (pfindrl) are
required for the development of clinically significant AQ
resistance [10].

The only existing results on 72-76 pfcrt haplotypes that
are available for the DRC refer to samples collected in
2000. The study identified 100% of resistant strains and
these were distributed as follows: 14/27 (51.8%) SVIET,
12/27 (44.4%) CVIET and 1/27 (3.7%) of CVMNT [18].
Studies on a larger scale should be more representative of
the high prevalence of the SVIET haplotype, which



Mvumbi et al. Malaria Journal 2013, 12:459
http://www.malariajournal.com/content/12/1/459

appears to be rare elsewhere in the world. In fact, it was
found before only once, in a study performed in Papua
New Guinea [30].

Our results showed that the SVMNT haplotype is not
yet present in Kinshasa suggesting that AQ remains
valid as a partner drug for ACT. However, continuous
monitoring is necessary because, initially absent from
Africa, the SVMNT haplotype suddenly appeared in
Tanzania in 2004, where it was not present the year be-
fore [13]. This fact shows how the emergence of a new
haplotype can be spontaneous. This haplotype has been
also found recently in Angola by Gama et al. who sup-
posed that this haplotype may have been imported from
Brazil [14]. Frosch et al. showed that Angola and Tanzania
were among African countries where AQ was more exten-
sively used than in other countries during the last decade
[31]. This fact could have contributed to the selection of
SVMNT resistant strains, as suggested by Sa and by
others, who stipulated that AQ had a prominent role in
the selection of parasites carrying the SVMNT haplotype
[10,13,32,33]. In fact, SVMNT haplotype is predominant
in countries where AQ was early and widely used [32].

Malaria is a disease of great geographical diversity and,
as DRC is a very large country, the results of this study
concern only the region of Kinshasa and further studies
are needed.

Conclusion

This study confirms the slow reverse in sensitivity to CQ
in Kinshasa. This is the first to assess resistance to AQ
through pfcrt haplotypes after CQ withdrawal, especially
based on TBFs. AQ remains effective as a partner molecule
for ACT in Kinshasa but monitoring of P. falciparum
genomic resistance is mandatory.
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Cette ¢tude nous a permis d’évaluer la résistance a la chloroquine et a
I’amodiaquine a Kinshasa, sur base de gouttes épaisses conservées pendant quelques
années. Grace a cette méthode, il serait donc possible d’étudier rétrospectivement
I’apparition d’un marqueur moléculaire a une certaine époque et déterminer,
approximativement le moment de sa survenue dans une contrée quelconque et

d’observer ainsi son évolution dans le temps.

Comme dans les autres pays ou la chloroquine a eté officiellement retirée, la
prévalence des mutants diminue au profit des souches sensibles. Mais il semblerait
qu’en RDC cette réversibilité se fait a un rythme lent, certainement en regard des
dimensions énormes du pays et donc de la difficulté de mise a 1’échelle des
interventions conduites (implantation progressive des CTA dans 1’ensemble du pays)
mais aussi a la persistance de 1’utilisation de cette molécule dans presque tous les

recoins du pays.
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Molecular surveillance of Plasmodium falciparum resistance to artemisinin-based

combination therapies in the Democratic Republic of Congo
Mvumbi DM2*; Bobanga TL* Kayembe JMN*, Mvumbi GL!, Situakibanza HNT3#, Benoit-Vical
F°, Melin P?, De Mol P?, Hayette MP?

Background

In the Democratic Republic of Congo (DRC), where 97% of the population is annually
bitten by mosquitoes, malaria is still a major public health problem. Interventions
conducted the last ten years lead to reduce malaria related morbidity-mortality [OMS],
but further efforts have to be done to reach the target fixed by the WHO in its Global
technical strategy for malaria 2016-2030 : to reduce malaria mortality and incidence
by 90% in 2030 [2].

Efforts must be strengthened in many topics, such as surveillance and containment of
P. falciparum resistant strains. Resistance, that could be defined as the ability of a
parasite strain to survive or multiply in the presence of drug concentrations that
normally destroy parasites of the same species or prevent their multiplication [3], is an
old phenomenon. All drugs submitted to the malaria parasite became, some years after
their introduction, obsolete [4]. In response to it, WHO experts have recommended to
use combination therapies including an artemisinin component instead of using
monotherapies [5]. Presently, virtually all endemic countries have officially adopted
artemisinin-based combination therapies (ACT), among the available list, as first-line

treatment for non-severe malaria.
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In DRC, two artemisinin-based combination therapies (ACT) have been accepted by
the National Malaria Control Program (NMCP): Artesunate-Amodiaquine in 2005
followed by Artemether-Lumefantrine in 2010. Both combinations are available in the

country.

Resistance to previous antimalarials has lead to an increase of malaria mortality from
1980 to 2004 [6], increase of the global cost for disease control [7, 8], increase of
transmission [9] and it is clear that the spread of artemisinin resistance to Africa would
seriously threaten malaria control [10]. This resistance has been clearly established in
South-East Asia but currently, no report of artemisinin resistance has been described
in Africa [11].

Monitoring parasite resistance to antimalarial drugs is mandatory in malaria control
strategies. Molecular markers are a good alternative to in vivo treatment trials or in
vitro drug susceptibility testing to detect drug-resistant strains as they allow analyzing
large sample and assessing resistance to many antimalarial drugs simultaneously [12].
Unfortunately, molecular studies require expensive infrastructures and reagents and
also qualified persons that are not always available in sub-Saharan Africa. This can
explain the small number of studies conducted in DRC [13].

Actually, some molecular markers associated with malaria resistance have been clearly
described. The K76 T mutation occurring on the Plasmodium falciparum chloroquine-
resistance transporter (Pfcrt) gene is the key element of chloroquine resistance [14] and
the SVMNT haplotype found in the same gene has been clearly linked to amodiaquine
resistance [15]. Moreover, Ariey et al. provided the link between mutations in the
propeller region of the Kelch 13 gene (K13, PF3D7_1343700) and artemisinin
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resistance [16]. Mutations on the Plasmodium falciparum multidrug resistance 1
(Pfmdrl) gene and increase of its copy number have been related to resistance to many
monotherapies [17-20] but also linked to ACT introduction [21, 22].

In previous studies, we have detected a high prevalence of pfcrt mutants in Kinshasa
[23] so in the present work we have extended the analysis to five other geographic
areas in DRC. We investigated resistance to ACT currently in use in DRC by surveying
molecular polymorphisms in three genes: Pfcrt, Pfmdrl and K13 to explore possible

emergence of amodiaquine, artemisinine or luméfantrine resistance in DRC.
Methods
Study sites and participants

We conducted this study in six areas (Figure 1) with different dynamics of
transmission: Bolenge, Luzizila and Mweka in the equatorial facies; Punia and
Kapolowe in the tropical facies and Beni in the mountain facies. In each site, one
hundred individual has been randomly selected in a household survey (except for Punia
where only eighty individuals could be selected), after being given an informed

consent. This survey was conducted between March and November 2014.
Blood collection and parasite identification

For each individual, blood samples were collected from finger prick and DNA was
extracted by using the QiaAmp® DNA mini kit (Qiagen, Hilden, Germany) as
previously described [23].

One real-time PCR consisting in two duplex reactions (identifying P. falciparum + P.

ovale and P. malariae + P. vivax) was run to detect Plasmodium species [24] on a
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Lightcycler 480 instruments (Roche®) in the Clinical microbiology Unit of the
University Hospital of Liege, Belgium. P. falciparum positive samples were stored at

—20°C for further molecular analysis.
Assessing Pfmdrl copy number

A relative quantification multiplex real-time PCR was run by using a couple of primers
plus a FAM-labelled probe for Pfmdrl detection and another couple of primers with a
VIC-labeled probe for B-tubullin detection [25]. Assays were run on a Lightcycler 480
instrument (Roche®) in the presence of one single copy control reference strain3D7.
The results were analyzed by the comparative AACt method. Parasites were considered

to have an amplified pfmdrl gene if copy number was > 1.5 [26].
Assessing Pfcrt 72-76 haplotypes

A conventional PCR was run to amplify an approximately 152 pb fragment on the Pfcrt
gene containing the region of interest followed by sequencing of amplicons, as
described in a previous work [23]. Both 3D7 and K1 reference strains, respectively

sensitive and resistant to chloroquine, were used as control during the assays.
Assessing polymorphisms on the K13 propeller gene

Another conventional PCR was run by using primers recently described by Ariey et al.
[27] to amplify a fragment including positions where mutations related to artemisinin
resistance were found. All PCR assays were run in the presence of the F32-ART
reference strain provided by the Parasitology and Mycology Unit of the University
Hospital of Toulouse, France. All amplicons were purified on a Sciclone G3
Automated Liquid Handling Workstation (Perkin Elmer, USA) using
AgencourtCleanSEQ® kit (Agencourt Bioscience, USA) and then sequenced jointly in
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the GIGA centre of University of Liege, Belgium and in the Molecular biology
platform of the University Hospital of Liege, Belgium using a 3130xI DNA sequencer
(Applied Biosystems, USA).

The K13-propeller SNPs were analyzed by comparing with the reference 3D7 strain
(PF3D7_1343700) using Sequencher® Software Ver. 5.4.5 (Gene Codes corporation,
Michigan, USA) and the online BLASTXx tool (National Center for Biotechnology
Information, USA).

Results

Out of the 580 samples collected over the six geographic sites, 280 (48.2%) were PCR-
positive to P. falciparum, among which 6 (2.14%) were mixed infections (combined
only with P. malariae). Distribution of these prevalence by area and by age group have

been described in a previous published study [27].
Pfmdrlcopy number

Pfmdrl analysis was successful for all P. falciparum positive samples. Only three
samples (1.07%), all found in Butembo (Nord-Kivu province) have a copy number
amplification beyond 1.5. Figure 1 shows the copy number estimation of the Pfmdrl
for each site.
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Figure 1. Pfmdrl copy number estimation in six geographic sites in DRC

Pfcrt haplotype

One hundred and eighty-four samples (65,7%) harbored the 76T mutation among
which two had the relatively rare CVMNT haplotype (in Mweka and Kapolowe) and

the rest got the CVIET one.
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K13 propeller polymorphism

On the 280 samples analyzed, sequencing was correctly done for 261 samples. We
identified 9 samples (3.4%) with mutations in the propeller domain of the K13 among
which 4 mutations that have not yet been described in Asia or Africa (F495L, Q476K,
N523T and E509D) as represented in Figure 1. All of these mutations occurred after
the position 440.

All results obtained for these molecular markers are presented in Table 1.
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Figure 2. Distribution of mutations found in the k13 gene across DRC
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Table 1. Analysis of molecular markers related to Pf resistance in DRC.

Bolenge Mweka Kapolowe Luzizila Butembo Punia

Mol. marker |Status N N (%) N N (%) N N (%) N N (%) N N (%) N N (%)
pfert 51 31 63 62 22 51

W 15 (29.4) 10 (32.3) 22 (34.9) 24 (38.7) 6 (27.3) 24 (47.1)

M 36 (70.6) 21 (67.7) 41 (65.1) 38 (61.3) 16 (72.7) 27 (52.9)
pfmdrl* 51 31 63 62 22 51

W 51 (100.0) 31 (100.0) 63 (100.0) 62 (100.0) 19 (86.4) 51 (100.0)

M 0 (0.0) 0 (0.0) 0 (0.0) 0 (0.0) 3 (13.6) 0 (0.0)
K13 51 31 63 62 22 51

W 50 (98.1) 29 (93.5) 61 (93.7) 59 (95.2) 21 (95.4) 51 (100.0)

M 1(1.9) 2 (6.5) 2(3.2) 3(4.8) 1(4.5) 0 (0.0)
Discussion

Since the Congolese NMCP introduced ACT as first-line treatment in 2005, whatever
some local studies have assessed ACT efficacy, only one national survey, conducted
by the NMCP, has been conducted to assess malaria first-line treatment efficacy. But

results of this study have not yet been published.

In this study, we reported only 1% (3/280) of our samples that have increased
pfmdrlcopy number and all of these samples are from Butembo, in the east of the
country. This is the first time that amplification of pfmdrl gene copy number is
assessed in DRC. Our results are similar to those reported from African samples by
Uhlemann et al. in Gabon [28], Ngalah et al. in Kenya [29] or Gadalla et al. [30] in
Sudan where low prevalence (< 10%) of pfmdrl gene copy number were detected. That
seems to be different than in South-east Asia where amplification of Pfmdrl copy
number is frequently high [26, 31-32]. Duah et al. have incriminated the use of ACT
in the occurrence of P. falciparum strains with Pfmdrl amplification in African
samples [33]. One other reason to explain this difference could be that mefloquine, a

drug that selects lines with increased Pfmdrl copy number [9], was widely used in Asia

129



comparatively than in Africa where chloroquine was mostly used, during the

monotherapies era.

Increased Pfmdrl copy number has been linked with treatment failure (or reduced
sensitivity) to some ACT [18, 21, 29, 30, 34]. The discovery for the first time of this
increased Pfmdrl copy number in the East of the DRC emphasizes the importance of

maintaining regular monitoring.

As previously observed for SP or CQ, pfmdrl resistance-based is maybe emerging in
the East of the country to before to expand to the rest of the country. Before the present
work, only one study assessed pfmdrl polymorphism in DRC but by exploring the
N86Y mutation [35].

Despite the fact that prevalence of the K76T mutation (related to chloroquine
resistance) is still in a high level in our results (65,7 %) and that a cross resistance has
been described between chloroquine and amodiaquine [36], the SVMNT haplotype
linked to in vivo and in vitro amodiaquine resistance [37], has not been found in our
samples. Currently, this haplotypes have been reported to be present in only five
African countries, including two bordering the DRC (Angola and Tanzania) [38-42].
It seems that this haplotype is quite rare in Africa compared to Asia. But continuous
use of the artesunate-amodiaquine combination in DRC as first-line treatment could

make selection for this resistant strain in the future.

After analysis of the K13 gene, six different mutations in the propeller domain were
detected into nine samples (3,2%). Two mutations (S522C and V520A) have been
previously described in other African countries while four mutations are reported for
the first time (M476K, F495L, E509D and N523T). The S522C mutation was isolated

in a sample collected in Butembo town and has been previously reported in Uganda
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[43], which is relatively close Butembo (~80 Km). Due to the important trade and the
frequent movement of population between both countries around this geographic area,
we can hypothesize that this mutant has disseminated, but it’s not excluded that this
mutant has independently emerged in DRC. On the other hand, we found the V520A

mutation in two sites relatively distant (Luzizila and Mweka).

Our results are similar to those reported by Taylor et al. who found this mutation in
DRC too, in the same geographic area than us. In the results provided by Taylor et al.
in 2015, this mutation appears to be the most common in African parasites as it has
been reported in several African countries (Gambia, Mali, Ghana, Burkina-Faso,
Kenya, Tanzania, Malawi and in DRC) [43]. One must ask if this mutation has spread
out from one point or if it has appeared spontaneously in many areas. Further
phylogenetic analysis could put light on that. Surprisingly, a recent published multi-
countries study has not found this mutation but has reported the A578S mutation as the

most prevalent in Africa [44]. We have not either found this mutation in our samples.

We found four undescribed mutations on the K13 gene. The M476K mutation could be
of a particular interest because one mutation on this position, the M476l, that appeared
in vitro after artemisinin pressure in an African line from Tanzania (F32-ART) [16,
45]. Unfortunately, we cannot presently define what are the clinical implications of this
mutation. Additionally, the F495L mutation found in Mweka site seems to be close to
the Y493H mutation, associated to artemisinin clinical resistance, reported in many
parts of South-east Asia [46]. However, the newly reported E509D and N523T

mutations are not related or close to resistant polymorphisms described in Asia.

Clearly, none of the mutations clearly correlated to increased parasite clearance time
in Asian samples have been found in Africa yet.
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Conclusion

The data reported in this study indicate that antimalarial first-lines treatments currently
in use in DRC are still good. As in the rest of Africa, resistance to artemisinin is not
yet present there. DRC is one of the rare countries that have officially adopted multiple
first-line treatment in its policy. This could provide a protective effect to the emergence
of resistance strains but discovery of new mutations on the K13 gene highlights the
importance of a continuous monitoring. We unfortunately have not make functional

analysis to predict whether these mutations would alter protein function.
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Les résultats de ces deux études sont en accord avec les données des travaux
similaires du moment ainsi que celles de I’OMS : les CTA utilisées actuellement en

Afrique de maniére général et en RDC en particulier sont toujours efficaces !

Néanmoins, les frontieres virtuelles africaines favorisent grandement le flux de
population d’un Etat a un autre avec comme conséquence un échange de souches
plasmodiales avec leurs bagages génétiques, mutés ou pas. La présence de la mutation
S522C sur le K13 par exemple dans le Nord-kivu, frontalier de 1’'Uganda ou cette

mutation a été précédemment trouvée, illustre bien ce fait.

Par ailleurs, 1’apparition de mutations nouvelles sur le K13 en Afrique et en RDC
suscite quelques questionnements: la résistance a 1’artémisinine en Afrique, si avéree,
ne pourrait-elle pas avoir des bases genétiques differentes de celles répertoriées en
Asie ? Cette résistance ne pourrait-elle pas apparaitre de novo en lieu et place d’étre

exportée de 1’ Asie ? Des travaux futurs y répondront certainement.

Le contexte particulier de la RDC revét une certaine controverse : plusieurs facteurs
favorisants co-existent rendant 1’apparition des résistances aux CTA fortement
probable (fréquence des infections, faible réglémentation de 1I’importation, de la vente
et de la circulation des antipaludiques, automedication, mauvaise utilisation des CTA
dont la qualité n’est généralement pas garantie, etc....) pendant que la RDC est un des
rares pays ayant adopté simultanément deux CTA dans sa politique nationale de prise
en charge du paludisme (artésunate-amodiaquine et artémether-luméfantrine). Au lieu
d’étre soumis a 2 molécules, les parasites congolais subissent « en théorie » une
pression de 4 molécules distinctes, retardant donc 1’apparition de résistances a I’une
d’entre elles. Plusieurs scientifiques décrivent 1’utilisation des « multiple first-line
therapies » (MFT) comme conférant un effet protecteur. Il serait donc intéresant

d’observer 1’évolution des choses dans le temps...
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Partie IV :

Discussion générale et conclusion
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Comme pour tant d’autres pathologies infecticuses ou pas, les nombreux progres
réalisés en biologie moléculaire depuis le siécle dernier ont permis d’effectuer de grands
changements dans la compréhension des maladies, d’énoncer de nouvelles théories, d’en
reconsidérer certaines et parfois méme de revoir ou préciser 1’étiologie alors admise. Au
travers de cette rédaction, nous avons voulu souligner I'importance qui est celle de cette
discipline dans certains aspects de la recherche sur le paludisme a savoir I'épidémiologie, le

diagnostic et la chimiosensibilité du parasite en cause aux molécules antipaludiques.
IV.1. Epidémiologie et diagnostic

Outre I'observation clinique des patients, 1’examen microscopique est demeuré pendant
longtemps le seul outil diagnostic disponible et fiable pour l'identification du parasite.
Malheureusement, ce procédé étant fortement dépendant des capacités visuelles de
I’examinateur (et de sa formation), il est vite apparu que la lecture des gouttes épaisses ainsi
que des frottis minces comportait certaines limites. Bien que cette technique soit utilisée
depuis plus d'un siecle, a ce jour beaucoup de lacunes sont néanmoins encore observées dans
I’interprétation des résultats. Mukadi et al. le démontrent clairement dans leur étude réalisee
dans 174 laboratoires répartis dans 4 provinces de la RDC évaluant cette méthode dans
laquelle moins de 30% de ces laboratoires ont été capables d’'interpréter correctement la
lecture de trois lames test [1]. Une des principales raisons évoquée par les auteurs est en
rapport avec la formation des laborantins. Mais quand bien méme la formation serait
améliorée et une formation continue prévue, I’ceil humain conservera toujours des limites. Il
y aura donc toujours un seuil de détection infranchissable par I’ceil. Les TDR qui ont été mis
au point afin de pallier a certaines faiblesses de 1’examen microscopique (temps de
réalisation, qualification de I’examinateur, appareillage, colorants, etc) n‘ont par ailleurs pas
réglé un des problemes majeurs de la microscopie: la sensibilité. Mais encore, plusieurs
auteurs rapportent que certaines infections identifiées par I'examen microscopique ne le sont
pas par les TDR [2-4]. De plus, la persistance d'un des antigénes ciblés par ces tests (I’HRP-

2) apres que le parasite ait deja été éliminé de I’organisme entraine plusieurs résultats positifs

141



sans significations cliniques dans les études communautaires. Ce temps de persistance a éte

estimé a 35 et 42 jours selon le degré d’endémicité ou I’on se trouve [5].

Or tout le systeme de prise en charge du paludisme en RDC (conditionné par un diagnostic
obligatoire en amont) est essentiellement fondé sur ces deux techniques. En effet, dans
I'organisation du systéme de santé en RDC, les TDR sont systématiquement réalisés dans les
structures sanitaires périphériques sans laboratoires pour tout cas de fiévre et la goutte
épaisse + frottis mince sont "en principe" réalisés dans toutes les structures ayant un
laboratoire. Ceci amene a deux conclusions logiques: primo, une bonne partie des infections
ne sont pas diagnostiquées soit a cause des limites (techniques, financieres ou humaines)
relatives a chaque procédé et secundo les prévalences liées au paludisme par les autorités
sanitaires sont sous-évaluées. Or de ces prévalences dépend le type et l'ampleur des

interventions a mener.

En effet, la distribution (de masse ou de routine) des moustiquaires imprégnées
d’insecticides, lI'approvisionnement des structures sanitaires publiques en CTA et en TDR
sont planifiées en fonction d’une subdivision territoriale du pays basée sur la prévalence
moyenne d’infections palustres, diagnostiquées par microscopie et/ou les TDR. Ceci voudrait
dire par exemple que pour une aire géographique donnée, si les donnees recues declarent une
prévalence de 22%, ce chiffre serait soit une sous-estimation (vu les lacunes soit de la
technique, soit du technicien, soit des deux) soit une surestimation en tenant compte des
positifs di a la persistance de I’HRP-2 ou encore des techniciens lisant des lames de
mauvaises qualités. A coup sir, les TDR et la microscopie ne reflétent pas la situation réelle.

Les travaux publiés et présentés dans cette thése ont démontré a suffisance la précision
augmentée qu’offrait le diagnostic moléculaire. La PCR en temps réel que nous avons utilisé
pour identifier le parasite, développée par Rougemont et al. [6] et améliorée par Cnops et al.
[7], atteint des niveaux tres élevés de sensibilité d'environ 10.000 fois celle de la
microscopie, donc bien au-dela de ce que I’ceil de I’examinateur le plus expérimenté pourrait

observer a travers 1’objectif d’un microscope. La PCR permet de rattraper beaucoup de ces
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infections non décelees et peut ameliorer grandement la maniére de considérer

1I’épidémiologie du paludisme [8-10].

Dans son plan stratégique quinquennal 2016-2020 [11], le PNLP de la RDC a procédé a une
stratification en fonction de la prévalence parasitaire (déterminée sur base des résultats de la
microscopie et/ou des TDR) divisant le pays en 4 strates: une zone de pré-élimination
(Nord-Kivu), deux zones de contrble (phase de consolidation) et une zone de contrdle (phase
d'intensification) (figure 28). Les interventions de lutte contre le paludisme étant différentes
d’un stade a ’autre du processus vers 1’élimination, il est clair que si un meilleur diagnostic
(plus sensible) était appliqué en lieu et place des TDR ou de la goutte épaisse, une zone
considérée comme en phase de pré-élimination (prévalence inférieure ou égale a 5%)
pourrait se retrouver en phase de controle (6-30%). Ce qui modifierait les interventions
prévues pour telle ou telle zone et de surcroit leur impact. Améliorer la lutte antipaludigue est
tres dépendante donc de moyens de mesure corrects et surtout précis. L'application des
méthodes diagnostiques de biologie moléculaire a tous les niveaux de la pyramide sanitaire

reconfigurerait certainement, a notre avis, la carte épidémiologique de la RDC.

Dans la stratégie technigue mondiale contre le paludisme pour la période 2016-2030 édictée
par I’OMS, la vision est celle d’'un monde sans paludisme pour laquelle des objectifs
intermédiaires ont été définis (en 2020 et en 2025) visant a réduire progressivement le poids
de cette pathologie [12]. Les Etats alignés sur cette stratégie devront, une fois en phase de
pré-élimination ou d’élimination, s’octroyer des moyens diagnostiques plus précis devant
étre mis a contribution dans les stratégies de lutte et c’est ici que le diagnostic moléculaire

trouve tout son intérét [13-14].

Par ailleurs, vu le contexte epidemiologique de la RDC (ou 97% de la population est
annuellement soumise aux piqares d'anopheles) la prémunition est vite acquise, permettant
une parasitémie inframicroscopique sans manifestations cliniques [3, 15-16]. Ceci souligne
le fait qu'au-dela des patients impaludés qui consultent dans une structure de soins dont le

diagnostic (par goutte épaisse ou par TDR) est reporté négatif, il existe une autre frange de la

143



population « asymptomatique » qui ne se rend pas dans les formations sanitaires car ne
requérant a priori aucun soin, mais qui est porteuse de parasites et qui échappe a la chaine de

transmission de 1I’information sanitaire.

Mayi ndombe

Kongo central

Kwango

Legende

. <=5: Pré-élimination
6-30: Contrdle/Consolidation

. +30 : Controle/Intensification
Paludisme Urbain

Carte produite par le Programme National de Lutte contre le Paludisme

Figure 28. Stratification de la RDC selon le taux de prévalence parasitaire (du Plan stratégique national de lutte contre le
paludisme 2016-2020, PNLP)

Pour rappel, la majorité des données disponibles au sein du Ministere de la Sante en rapport
avec I’incidence ou la prévalence liées au paludisme proviennent des structures hospitalieres
et donc ces donnees épidémiologiques ne prennent pas en compte ces individus
asymptomatiques; ce qui constitue un biais dans le processus d’extrapolation de ces valeurs a

la population globale.

La troisieme publication de ce travail a fourni, toujours grace aux techniques moléculaires,
une preuve supplémentaire de 1’importance du portage asymptomatique de P. falciparum
dans la communauté en RDC. Vu les tres faibles parasitémies souvent retrouvées chez ces

individus, le diagnostic moléculaire reste I'examen de choix pour l'identification et la
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détection des parasites [17-19]. Les interventions thérapeutiques dirigées contre ces porteurs
asymptomatiques sont en RDC quasi nulles, si ce n’est le traitement préventif intermittent
(TPI), qui n'atteint qu'une faible proportion de ces porteurs en 1’occurrence les femmes
enceintes. Le reste des porteurs asymptomatiques (les hommes, les femmes non gravides et
les enfants) ne bénéficient, en termes d'intervention, que d'une prévention par moustiquaire,
mais encore cette couverture n'est pas globale [11]. Or ces porteurs asymptomatiques

constituent un énorme réservoir de plasmodium plus important que les malades [20].

L’élimination du paludisme, vision actuelle de ’OMS, ne saurait étre effective si des
mesures visant a identifier et traiter ces sujets asymptomatiques ne sont pas prises. Les
stratégies proposées afin de réussir le pari de I’élimination mentionnent toutes en majorité

I’'usage de moyens diagnostics moléculaires comme étant 1’outil de choix [21-22]

L’épidémiologie globale du paludisme en RDC en particulier et dans toutes les zones
endémiques en général serait donc bien différente si elle se fondait sur des données obtenues

grace a la biologie moléculaire.
IV.2. Résistance aux molécules antipaludiques

L'utilisation adéquate des molécules antipaludiques en combinaisons est aujourd'hui la
seule arme efficace utilisée par les programmes nationaux contre l'infection palustre, étant
donné I'absence actuelle d'un vaccin disponible probant. La capacité de P. falciparum a
développer des mécanismes de résistance aux molécules lui soumises entrave gravement les

efforts fournis en vue de I'élimination ou méme du contréle de cette endémie [23-24].

Les études présentées dans cette thése ont permis d'effectuer une photographie a un temps "t"
de la situation des souches circulantes (dans les aires géographiques concernées bien
entendu) de P. falciparum en rapport avec leur capacité « théorique » a survivre et a se
développer si elles étaient mises en présence d'un ou de plusieurs antipaludiques. Ceci est un
premier avantage dévolu a l'usage des marqueurs moléculaires de résistance. Sur un seul

échantillon, si le prélevement est bien effectué, I'on peut analyser plusieurs marqueurs
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moléculaires de résistance permettant de prédire approximativement le scénario qui se
présenterait si telle molécule était utilisée dans telle contrée. Les résultats fournis par les tests
in vivo ne concernent que les molécules utilisées lors du test et ne permettent que de déclarer
si la combinaison employee est encore efficace sans préciser I'efficacité de chacune des
molécules individuellement. Pour exemple, si un patient a présenté un échec thérapeutique
apres traitement avec la combinaison A-B, il sera déclaré que la combinaison A-B a perdu de
son efficacité sans pouvoir dire avec précision si c'est la molécule A ou la molécule B qui en
est responsable. Un second avantage est la rapidité d'obtention des résultats. Si I'on
additionne le temps de collecte des échantillons et le temps de réalisation des techniques
(extraction d'ADN, amplification génique et/ou séquencage), la durée totale pour I'obtention
des résultats sera toujours inférieure, pour une taille d'échantillon similaire, a la durée d'une
étude clinigue (tests in vivo) ou rien que le temps imparti au suivi des patients peut aller
jusqu'a 48 voire méme 63 jours ! [25] Avec les marqueurs moléculaires, les résultats liés aux
échantillons collectés sur les patients au JO suffisent sans avoir besoin de les suivre un jour
de plus! Les tests in vivo conservent néanmoins une importance non négligeable surtout

lorsqu’aucun marqueur moléculaire de résistance a une molécule n’a encore ete découvert.

Les échantillons ayant servi pour l'analyse des marqueurs moléculaires de résistance, s'ils
sont adéquatement collectés et conservés, s’ils peuvent servir pour décrire une situation
présente, ils pourraient aussi resservir dans le futur pour I'analyse de marqueurs de résistance
non encore découverts a ce jour. C'est ainsi que par exemple Chan et al [26] ont pu
rétrospectivement analyser le pfcrt sur des échantillons datant d’une période allant des
années 1959-1979 et y déceler la mutation K76T huit ans avant les premiers reports de
résistance a la chloroquine dans la région concernée. De méme, dans un des travaux présenté
dans cette these, nous avons pu étudier la situation de la résistance a la chloroquine alors que
cette molécule n'est plus utilisée a ce jour. Cela tire un intérét dans la possibilité de
réintroduire des anciennes molécules bon marché retirées si une réversion presque totale de

sensibilité des souches se produisait, comme cela a été observé au Malawi [27].
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A l'ére ou la crainte de I'apparition de souches résistantes a I'artémisinine en Afrique est
grande, la biologie moléculaire fournit une approche intéressante [28]. Lors de la découverte
de la mutation K76T sur le géne pfcrt ou des mutations sur les génes dhps ou dhfr,
respectivement corrélés a la résistance a la chloroquine et aux antifolates, la résistance a ces
molécules était déja présente sur tous les continents endémiques. Il n'était donc plus question
d'éviter leur propagation mais de constater leur présence et d'en évaluer I'ampleur. Mais pour
la résistance a l'artémisinine, qui pour l'instant n'est géographiguement limitée qu'a I'Asie du
Sud-est [29], lI'analyse de ce marqueur (ou d’autres qui pourraient étre découverts par la
suite) sur des échantillons africains de maniére séquentielle nous permettra de surveiller
I'apparition de souches résistantes a I'artémisinine mais surtout de prendre des mesures de

confinement et/ou de lutte a temps.

Nous devons néanmoins admettre que le couplage de différentes méthodes d'évaluation de
I'efficacité des antipaludiques donnerait des résultats plus parlants. Il est vrai que
I'identification d'un marqueur moléculaire sur des échantillons provenant d'un échec
thérapeutique observé lors d'une étude clinique a plus de valeur scientifique que s'il est
identifié sur un sujet sain sans historique d’aucune de prise d'antipaludique. Ceci constitue
une des faiblesses de nos travaux qui ne se sont fondés essentiellement sur la sélection de
sujets dans la communauté. Mais quand méme, avoir une idée de la proportion de souches
mutantes circulant dans la communauté demeure un élément nécessaire. Par exemple si des
modeles prédictifs sont développés dans le futur (basés sur la corrélation entre incidence des
échecs au traitement et fréquence des marqueurs moléculaires de résistance), l'on pourrait
uniguement se baser sur une analyse de quelques échantillons dans la communauté pour
surseoir aux lourdes études in vivo afin de prédire le niveau d'échecs dans les structures

sanitaires, dans une zone précise bien entendu.

De nombreux autres aspects d'importance liés a la contribution de la biologie moléculaire sur
I'étude de la résistance n'ont pas été abordés dans nos travaux. Un qui n'en est pas des
moindre est la differenciation entre réinfection et recrudescence! Cette information est d'une
utilité capitale lors des tests in vivo car s'il n'est pas possible de faire cette discrimination, les
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résultats pourraient étre biaisés. En effet, il est impossible par I'examen microscopique de
savoir si les parasites présents chez un individu au J7 post-traitement sont les mémes que
ceux de linfection initiale ou s'ils proviennent d'une nouvelle infection. L'analyse
moléculaire de deux genes des proteines de surface du mérozoite (MSP1 et MSP2) sont

géneralement utilisés a cette fin [30].

Conclusion

La biologie moléculaire occupe aujourd’hui une place de choix dans la majorité des
domaines liés a la recherche sur le paludisme ; cela ayant été rendu possible grace a la
disponibilité du génome complet de P. falciparum. Auparavant, cette discipline était réservée
uniquement aux laboratoires spécialisés de 1’occident mais aujourd’hui de plus en plus de
laboratoires des pays en voies de développement appliquent des techniques moléculaires.
Mais I'utilisation de ces techniques en routine, en dehors du cadre de la recherche demeure
hypothétique suite a I’énormité des couts lies a leur réalisation. Tant les thermocycleurs sont
des instruments tres chers, tant les réactifs nécessaires le sont aussi. Bien que certaines
institutions publiques (universités, instituts de recherches, etc) ont pu acquérir, via des
financements de projets, de I’équipement pour réaliser de la biologie moléculaire, souvent ce
matériel est inutilisé faute de personnel formé et disponible. De plus, les conditions pour le

respect de la chaine du froid ne sont pas toujours réunies.

Nous estimons que I’application de ces techniques dans un premier temps sur quelques
échantillons sélectionnés de maniere réfléchie pourrait néanmoins étre envisagée pour un
contrble de qualité des méthodes diagnostiques actuelles ainsi que pour la surveillance
périodiques de la sensibilité des souches de P. falciparum aux antipaludiques circulants.
Mais pour cela une mise en commun d’efforts devrait étre consentie entre les autorités

sanitaires, les institutions de recherches et les bailleurs de fonds.
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Perspectives

Les travaux constituant cette these peuvent, en dépit de leur originalité averée, étre
considérées comme des études pilotes devant entrainer des etudes sur de plus larges
échantillons et dans plusieurs autres lieux en regard des dimensions de la RDC. Ceci
permettrait d’offrir une plus grande représentativite, tres souvent difficile a obtenir dans le

contexte du paludisme.

Plus les interventions de lutte listées dans le Plan Stratégique Nationale de lutte contre le
paludisme rédigé par le PNLP passeront a 1’échelle, il est a supposer que la prévalence du
paludisme en RDC continuera de baisser. Ainsi certaines zones passeront progressivement en
phase de pré-élimination et plus tard en phase d’élimination. A ce stade, la surveillance
épidémiologique devra s’cfforcer d’identifier et de réagir rapidement face a tous les
nouveaux cas, idéalement dans les 24 heures. Une des meéthodes des plus adoptée a cette
phase est la détection réactive des cas (reactive case detection = RACD) appliquée déja dans

certains pays [31].

Pour ce faire, cette détection devrait idéalement se faire grace a un diagnostic de grande
précision, en 1’occurrence moléculaire. La RDC pourrait inclure cette technique dans sa
stratégie pour les zones qui arriveraient en phase d’élimination. Mais le diagnostic par PCR
requérant un appareillage et des réactifs couteux, de nouvelles approches d’amplification
génique (pratiques et a moindre co(ts) peuvent déja étre envisagées a ce jour. Nous pensons
ici a la « Loop-mediated isothermal amplification assay » (LAMP) qui, contrairement aux
autres techniques conventionnelles d’amplification, ne requiert point de thermocycleur pour

sa mise en oeuvre, étant donné que 1’amplification de maniére isothermique [32-33].

Cette technique a deja ete évaluée sur le terrain comme par exemple en Thailande [34], en
Ethiopie [35], Ou encore en Ouganda [36] et semble bien fonctionner. Des kits commerciaux

a ce jour d’ailleurs disponibles [37].
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Des etudes évaluant la faisabilité de son implantation dans les stratégies de lutte en RDC

devraient étre conduites.

En rapport avec la surveillance de la résistance, les mutations nouvelles décrites sur le k13
devraient étre étudiées de maniére plus approfondie afin de déterminer leurs impacts sur la
sensibilité des souches de P. falciparum par rapport a P’artémisinine et ses dérivés, de
maniere spécifique a la RDC. Mais aussi, ce travail appelle a une réflexion sur la mise en
place d’un systéme de surveillance de la résistance du parasite aux antipaludiques fondé sur
I’analyse des marqueurs moléculaires de résistance (couplable a d’autres méthodes

d’¢évaluation).

La voie est donc ouverte...

150



Références

1. Mukadi P, Gillet P, Lukuka A, Atua B, Kahodi S, Lokombe J, Muyembe J and
Jacobs J. External quality assessment of malaria microscopy in the Democratic
Republic of the Congo. Malar J 2011; 10:308

2. Ishengoma DS, Shayo A, Mandara CI, Baraka V, Madebe RA, Ngatunga D, et al.
The role of malaria rapid diagnostic tests in screening of patients to be
enrolled in clinical trials in low malaria transmission settings. Health Syst
Policy Res. 2016;3:2.

3. Mukomena SE, Mulenga CP, Mashinda KD, Lutumba TP, Mapatano MA et
Numbi LO. Parasitéemie asymptomatique chez les enfants de moins de 5 ans,
enfants en age scolaire et prise en charge des episodes fébriles dans les ménages
de Lubumbashi, République Démocratique du Congo. Pan Afr Med J 2016; 24:
94

4. Mahende C, Ngasala B, Lusingu B, Yong TS, Lushino P, Lemnge M, Mmbando B
and Premji Z. Performance of rapid diagnostic test, blood-film microscopy and
PCR for the diagnosis of malaria infection among febrile children from Korogwe
District, Tanzania. Malar J 2016. Malar J. 2016; 15: 391.

5. Grandesso F, Nabasumba C, Nyehangane D, Page A, Bastard M, De Smet M,
Boum Y, Etard J. Performance and time to become negative after treatment of
three malaria rapid diagnostic tests in low and high malaria transmission
settings . Malar J 2016, 15 :496

6. Rougemont M, Van Saanen M, Sahli R, Hinrikson HP, Bille J, Jaton K: Detection
of four Plasmodium species in blood from humans by 18S rRNA gene subunit-
based and species-specific real-time PCR assays. J Clin Microbiol. 2004, 42:
5636-5643.

7. Cnops L, Jacobs J and Van Esbroeck M. Validation of a four-primer real-time
PCR as a diagnostic tool for single and mixed Plasmodium infections. Clin
Microbiol Infect 2011; 17: 1101-1107

151


http://malariajournal.biomedcentral.com/articles/10.1186/s12936-016-1529-6
http://malariajournal.biomedcentral.com/articles/10.1186/s12936-016-1529-6
http://malariajournal.biomedcentral.com/articles/10.1186/s12936-016-1529-6

8. Conway DJ. Molecular epidemiology of malaria. Clin  Microbiol
Rev. 2007;20:188-204.

9. Taylor SM, Messina JP, Hand CC, Juliano JJ, Muwonga J, Tshefu AK, et al.
Molecular malaria epidemiology: mapping and burden estimates for the
Democratic Republic of the Congo, 2007. PLoS One. 2011;6:e16420

10. Escalante AA, Ferreira MU, Vinetz JM, Volkman SK, Cui L, Gamboa D, et al.
Malaria molecular epidemiology: lessons from the international centers of
excellence for malaria research network. Am J Trop Med Hyg. 2015;93:79-86

11.Ministére de la Santé Publique de la RDC/PNLP. Plan Stratégique National de
Lutte contre le Paludisme 2016-2020.

12.World Health Organization. Stratégie Technique Mondiale De Lutte Contre Le
Paludisme 2016- 2030. Geneva: WHO Press; 2015.

13.Yekutiel P. Problems of epidemiology in malaria eradication. Bull World Health
1960.

14.Moonen B, Cohen JM, Snow RW, Slutsker L, Drakeley C, et al. Operational
strategies to achieve and maintain malaria elimination. Lancet 2010; 376: 1592—
1603.0rgan 22: 669-683.)

15.1lombe G, Maketa V, Mavoko HM, da Luz RI, Lutumba P, Van geertruyden JP.
Performance of HRP2-based rapid test in children attending the health centre
compared to asymptomatic children in the community. Malar J. 2014;13:308.

16.Maketa V, Mavoko HM, da Luz RI, Zanga J, Lubiba J, Kalonji A, et al. The
relationship between Plasmodium infection, anaemia and nutritional status in
asymptomatic children aged under five years living in stable transmission zones
in Kinshasa, Democratic Republic of Congo. Malar J. 2015;14(1):83

17.Laishram DD, Sutton PL, Nanda N, Sharma VL, Sobti RC, Carlton JM, et al. The
complexities of malaria disease manifestations with a focus on asymptomatic
malaria. Malar J. 2012;11:29.

152



18.Chen 1, Clarke SE, Gosling R, Hamainza B, Killeen G, Magill A, et al.
“Asymptomatic” malaria: a chronic and debilitating infection that should be
treated. PL0S Med. 2016; 13:1001942.

19.Bousema T, Okell L, Felger I, Drakeley C. Asymptomatic malaria infections:
detectability, transmissibility and public health relevance. Nature reviews
Microbiology. 2014;12(12):833-40.

20.Lindblade KA, Steinhardt L, Samuels A, Kachur SP, Slutsker L. The silent threat:
asymptomatic parasitemia and malaria transmission. Expert Rev Anti Infect.
2013;11(6):623-39.)

21.Moonen B, Cohen JM, Snow RW, Slutsker L, Drakeley C, Smith DL, et al.
Operational strategies to achieve and maintain malaria elimination. Lancet.
2010;376:1592-1603.

22.Sturrock HJ, Hsiang MS, Cohen JM, Smith DL, Greenhouse B, Bousema T, et al.
Targeting asymptomatic malaria infections: active surveillance in control and
elimination. PLoS Med. 2013;10(6):e1001467.

23.Farooq U, Mahajan RC. Drug resistance in malaria. J Vector Borne Dis. 2004;
41:45-53.

24.Lubell Y, Dondorp A, Guerin PJ, Drake T, Meek S, Ashley E, et al. Artemisinin
resistance-modelling the potential human and economic costs. Malar J.
2014;13:452.

25. OMS. Evaluation et surveillance de [Defficacité des antipaludiques pour le
traitement du paludisme a plasmodium falciparum non compliqué. Geneve,
Organisation Mondiale de la Santé, 2004.

26.Chan CW, Spathis R, Reiff DM, McGrath SE, Garruto RM, Lum JK. Diversity of
Plasmodium falciparum chloroquine resistance transporter (pfcrt) exon 2
haplotypes in the Pacific from 1959 to 1979. PLoS ONE. 2012;7:e30213.

27.Laufer MK, Thesing PC, Eddington ND, Masonga R, Dzinjalamala FK, Takala SL,
Taylor TE, Plowe CV. Return of chloroquine antimalarial efficacy in Malawi. N
Engl J Med. 2006;355:1959-1966.

153



28.Talisuna AO, Karema C, Ogutu B, Juma E, Logedi J, Nyandigisi A, et al.
Mitigating the threat of artemisinin resistance in Africa: improvement of drug-
resistance surveillance and response systems. Lancet Infect Dis. 2012;12:888—
896.

29.Ménard D, Khim N, Beghain J, Adegnika AA, Shafiul-Alam M, Amodu O, et al. A
worldwide map of Plasmodium falciparum K13-propeller polymorphisms. N Engl
J Med. 2016;374:2453-64.

30.Cattamanchi A, Kyabayinze D, Hubbard A, Rosenthal PJ, Dorsey G.
Distinguishing recrudescence from reinfection in a longitudinal antimalarial
drug efficacy study: comparison of results based on genotyping of msp-1, msp-2,
and glurp. Am J Trop Med Hyg. 2003;68:133-139.

31.Sturrock HJ, Novotny JM, Kunene S, Dlamini S, Zulu Z, Cohen JM, et al. Reactive
case detection for malaria elimination: real-life experience from an ongoing
program in Swaziland. PLoS ONE. 2013;8(5):e63830.

32.Notomi T, Okayama H, Masubuchi H, Yonekawa T, Watanabe K, Amino N, Hase
T. Loop-mediated isothermal amplification of DNA. Nucleic Acids
Res. 2000;28:E63.

33.Poon LL, Wong BW, Ma EH, et al. Sensitive and inexpensive molecular test for
falciparum malaria: detecting Plasmodium falciparum DNA directly from heat-
treated blood by loop-mediated isothermal amplification, Clin Chem,
2006, 52:302-306

34.Chutipongvivate S, Prompunjai Y, Neadruengsang W, Wangsiricharoen S.
Alternative malaria diagnostic tools: evaluation of Plasmodium falciparum
detection along Thailand’s border by Loop-Mediated Isothermal Amplification
(LAMP) and Immunochromatographic Test (ICT) J Trop Dis. 2014;2:147-147.

35.Sema M, Alemu A, Bayih AG, Getie S, Getnet G, Guelig D. Evaluation of non-
instrumented nucleic acid amplification by loop-mediated isothermal
amplification (NINA-LAMP) for the diagnosis of malaria in Northwest Ethiopia.
Malar J. 2015;14:44-44.

154



36.Hopkins H, Gonzélez 1J, Polley SD, Angutoko P, Ategeka J, Asiimwe C,Agaba B,
Kyabayinze DJ, Sutherland CJ, Perkins MD, Bell D. 2013. Highly sensitive
detection of malaria parasitemia in a malaria-endemic setting: performance of a
new loop-mediated isothermal amplification kit in a remote clinic in Uganda. J.
Infect. Dis. 208:645-652.

37.Lucchi NW, Gaye M, Diallo MA, Goldman IF, Ljolje D, Deme AB, Aida BY,
Ndiaye D, Barnwell JW, Udhayakumar V & Ndiaye D. Evaluation of the
Illumigene Malaria LAMP: A Robust Molecular Diagnostic Tool for Malaria
Parasites. Sci Rep. 2016; 6: 36808.

155


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5101795/

