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Résumé

Chaque année, environ 11 millions de femmes sont exposées au paludisme
gestationnel en Afrique sub-Saharienne (ASS). Les principales conséquences du paludisme
gestationnel sont connues depuis des décennies et consistent notamment en des risques plus
¢levés d’anémie maternel et de faible poids de naissance du nouveau-né (<2500g9), lui-méme
associeé a un sur-risque de morbidité et de mortalité pendant la petite enfance. De ce fait,
I’OMS recommande en zone de forte transmission, 1’utilisation des moustiquaires imprégnées
d’insecticide a longue durée d’action (MIILDA), et depuis le début des années 2000, un
traitement préventif intermittent (TPI) pour les femmes enceintes, qui consiste en la prise
répétée d’un traitement antipaludique a base de sulfadoxine-pyriméthamine (SP) a partir du
second trimestre de la grossesse qu’elles soient infectées ou non. Le recours a cette stratégie
combinée a permis de faire baisser substantiellement la prévalence de la maladie au niveau
mondial. Néanmoins, la résistance a la SP augmente depuis environ 20 ans en Afrique pour
atteindre un niveau dépassant 80% dans certains pays, ce qui menace fortement I’efficacité a
court ou moyen terme du TPI a la SP.

La Polymerase Chain Reaction (PCR) plus sensible que les méthodes classiques comme la
lecture de la goutte épaisse (GE) au microscope ou les tests de diagnostic rapides (TDRs) ont
apporté un nouveau regard sur la proportion réelle des populations infectées par le paludisme.
Ceci a montré que les infections détectées par la PCR et dites « submicroscopiques »
pourraient constituer une part importante de la population considérée comme « non infectée »
jusqu’alors. De plus, leur importance en termes de gravité pour la santé des populations reste
mal connue. Il est particuliecrement important de s’intéresser aux infections
submicroscopiques (IS), jusqu’alors négligées en raison de leur faible expression clinique,
chez les femmes enceintes. Certaines études sur la question ont montré que la prévalence de

I’infection révélée par PCR dans cette population pouvait étre deux a trois fois supérieure a la



prévalence estimée par la GE ou le TDR. Ces infections pourraient ainsi constituer un
réservoir de transmission du paludisme non négligeable, qu’il faudra prendre en compte dans
les interventions visant a interrompre la transmission de la maladie. Par ailleurs, les résultats
de certaines études longitudinales semblent montrer que ces infections submicroscopiques
¢taient associées a une augmentation des risques d’anémie maternelle et de faible poids de
naissance du nouveau-né venant corroborer des résultats déja obtenus sur des études
transversales a 1’accouchement. Dé¢s lors, ces infections submicroscopiques au cours de la
grossesse prennent une importance de santé publique majeure.

L’objectif de cette thése est de caractériser la dynamique des IS aux différents trimestres de la
grossesse et d’évaluer I’efficacité des moyens de prévention actuels, précisément le
Traitement Préventif Intermittent (TPI) sur ces infections pendant la grossesse. Pour atteindre
cet objectif, nous nous sommes basés sur les données d’une cohorte de 273 femmes enceintes
ayant été suivies de la période pré-conceptionnelle jusqu’a I’accouchement dans le Sud du
Bénin. L’infection palustre était détectée mensuellement par la goutte épaisse et la PCR. Les
femmes infectées et détectées par GE/TDR étaient automatiquement traitées. Les PCR ont été
réalisées a la fin de 1’étude.

Dans un premier temps, nous avons montré que les infections submicroscopiques constituent
un large réservoir comparé aux infections microscopiques pendant la grossesse. Leur
prévalence était plus élevée au cours du premier trimestre. Les jeunes femmes (< 26 ans)
ayant une infection submicroscopique avant grossesse étaient plus a risque de développer des
infections aussi bien submicroscopiques que microscopiques aux différents trimestres de la
grossesse avec le plus grand risque encouru pendant le premier trimestre de grossesse. Une
plus grande proportion de femmes enceintes (29,2%) avait une infection submicroscopique
pendant le premier trimestre de la grossesse comparativement au reste de la grossesse (29,1%

au deuxieme et 20,5% au troisieme trimestre). Nous avons également prouvé que les femmes



¢taient mal protégées au premier trimestre par les MIILDA tels qu’utilisés actuellement. De
plus, les femmes ayant une infection submicroscopique au premier trimestre sont plus a risque
de développer des infections aux deuxieme et troisieme trimestres de grossesse malgré
I’utilisation du TPI a la SP. Nous avons constaté que 1’utilisation actuelle du TPI était sous-
optimale et que 1I’administration précoce du TPI (< 21,2 semaines d’aménorrhées) permettrait
de réduire le nombre d’infections submicroscopiques a partir du deuxiéme trimestre de
grossesse. Ceci nous amene a recommander une stratégie de prévention combinée qui
débuterait dés le début de la grossesse voire en période pré-conceptionnelle. Cette stratégie
pourrait combiner 1’utilisation d’un TPI a base d’une molécule slre et efficace au premier
trimestre de grossesse a celle des MIILDA. Elle viendrait en appui aux stratégies déja
existantes (pulvérisation intra domiciliaire, traitement des cas...). Le challenge pour la
réalisation optimale de cette recommandation sera d’avoir acceés aux femmes dés le début de
la grossesse.

Mots-clés : Infections submicroscopiques, grossesse, P. falciparum, 1°" trimestre, cohorte,

Afrique, Bénin



Abstract

Each year, in sub-Saharan Africa (SSA), approximately 11 million women are
exposed to malaria in pregnancy (MiP). The main consequences of MiP have been known for
decades and include higher risks of maternal anemia and low birth weight (LBW <2500g),
which is itself associated with an over-risk of morbidity and mortality in early childhood. As a
result, WHO recommends the use of long-lasting insecticidal nets (LLINS) in areas of high
transmission, and since the early 2000s, intermittent preventive treatment (IPT) for pregnant
women. The IPT consists of repeated antimalarial treatment with sulfadoxine-pyrimethamine
(SP) starting in the second trimester of pregnancy for all pregnant women infected or not. The
use of this combined strategy has led to a substantial reduction in the global burden of the
disease. Nevertheless, the resistance to SP has been increasing over the past 20 years in
Africa, reaching levels exceeding 80% in some countries, which poses a major threat to the
short- to medium-term efficacy of IPT with SP.

Polymerase Chain Reaction (PCR), which is more sensitive than conventional methods such
as thick drop or Rapid Diagnostic Tests (RDT), has provided a new insight into the actual
proportion of populations infected with malaria. This showed that the infections detected by
PCR and called "submicroscopic” could constitute a significant part of the population
considered as "uninfected" until then. Moreover, their importance in terms of severity for the
health of populations remains poorly known. It is particularly important to focus on
submicroscopic infections (SI), which have been neglected due to their low clinical
expression in pregnant women. Some studies on the subject have shown that the prevalence of
infection revealed by PCR in this population may be two to three times higher than the
prevalence estimated by thick drop or RDT. These infections could thus constitute a
significant reservoir of malaria transmission, which should be taken into account in

interventions to interrupt the malaria transmission. In addition, the results of some
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longitudinal studies seem to show that these submicroscopic infections were associated with
an increased risk of anemia in pregnant women and LBW, corroborating results already
obtained from cross-sectional studies at delivery. Therefore, these submicroscopic infections
during pregnancy has a major public health importance.

The objective of this thesis is (i) to characterize the dynamics of Sl in the different trimesters
of pregnancy and (ii) to evaluate the effectiveness of current prevention strategies, especially
Intermittent Preventive Treatment (IPT) on these infections during pregnancy. To achieve this
objective, we used data from a cohort of 273 pregnant women with a follow-up from the
preconception to delivery in southern Benin. Malaria infection was detected monthly by thick
drop or RDT and PCR. Women infected and detected positive by thick drop (or RDT when
applicable) were automatically treated. The PCRs were performed at the end of the study.

In a first step, we showed that submicroscopic infections constitute a large reservoir compared
to microscopic infections during pregnancy. Their prevalence was higher in the first trimester.
Young women (< 26 years) with a submicroscopic infection before pregnancy were at higher
risk of submicroscopic and microscopic infections in different trimesters of pregnancy with
the highest risk in the first trimester of pregnancy. A higher proportion of pregnant women
(29.2%) had a submicroscopic infection in the first trimester of pregnancy compared to the
rest of the pregnancy (29.1% in the second and 20.5% in the third trimester). We also showed
that women were sub-optimally protected in the first trimester by LLINS as currently used. In
addition, women who had a submicroscopic infection at the first trimester had an increased
risk of infections in the second and third trimesters of pregnancy despite the use of IPT. We
found that current use of IPT was suboptimal and that early administration of IPT (< 21.2
weeks of gestation) would reduce the number of submicroscopic infections in the second
trimester. This leads us to recommend a combined prevention strategy that would begin early

in pregnancy or even during the preconception. This strategy could combine the use of IPT
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based on a safe and effective molecule in the first trimester of pregnancy with the LLIN. It
would support others strategies as indoor residual spraying, treatment of cases. The challenge
for the optimal implementation of this recommendation is to have access to women from the
beginning of pregnancy.

Keywords: Submicroscopic infections, pregnancy, P. falciparum, 1% trimester, cohort, Africa,

Benin
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Le paludisme est une maladie parasitaire constituant un important probléeme de santé
publique du fait de son impact sur la charge mondiale de la morbidité et de la mortalité [1]. La
gravité de ses manifestations cliniques peut varier, allant d’un accés palustre simple au décés
de I’individu infecté. De plus, le paludisme constitue un frein majeur au développement
économique des pays ou il sévit. Ce frein est dd au co(t élevé en dépenses de santé publique
qu’il engendre, ensuite des pertes de revenus et de productivité des personnes malades et enfin
des pertes en vies humaines [2]. Au niveau mondial, 228 millions de cas et 405 000 déces ont
été estimés au cours de I’année 2018 [3], avec 93 % des cas et 94 % des deceés survenus dans
la région Afrique de I’Organisation Mondiale de la Sant¢ (OMS), 1I’Afrique subsaharienne
(ASS) ne représentant que 13 % de la population mondiale.

Depuis les années 2000, une stratégie globale de lutte intégrée a été instituée par I’'OMS.
Cette stratégie intégrée consiste en I’utilisation de moustiquaires imprégnées d’insecticide a
longue durée d’action (MIILDA) par les populations, la détection des cas de paludisme par
des tests de diagnostic rapide (TDR) et leur traitement systématique ainsi que 1’administration
d’un traitement préventif intermittent pendant la grossesse (TPIg) [4, 5]. Cette stratégie a
permis de réaliser des progrés considérables dans la lutte contre la maladie [6-8] avec une
amélioration nette de la morbidité et de la mortalité mondiale attribuable au paludisme entre
les années 2000 et 2015 [3, 9, 10]. Cependant, il faut noter que les données de la période
2015-2017 mettent en exergue une stagnation des progres dans la lutte contre le paludisme
[11]. Cette stagnation des progrés a amené a se questionner sur ’acceptabilité et 1’efficacité
des stratégies de lutte et de prévention existantes et d’envisager des pistes jusqu’alors
inexplorées, telles que les infections asymptomatiques. Ainsi, un intérét croissant a commencé
a étre porté au réservoir humain des infections palustres asymptomatiques [9]. Des méthodes
de diagnostic moléculaire récentes comme la Polymerase Chain Reaction (PCR) plus

sensibles que les méthodes classiques, que sont la microscopie et le test de diagnostic rapide

24



(TDR), ont permis de mettre en exergue 1I’ampleur du réservoir infectieux asymptomatique
[12, 13]. Malheureusement, la majeure partie du réservoir humain des parasites réside chez
des patients asymptomatiques. Les infections asymptomatiques étant des infections se
traduisant par le portage de parasites dans le sang, n’entrainant pas de symptomes cliniques et
n’amenant donc pas le patient a recourir aux soins [9, 14]. Grace a la PCR, la détection
d’infections avec de trés faibles densités parasitaires chez des individus ne présentant aucun
signe clinique a permis la mise en évidence d’un réservoir auparavant insoupgonné
d’infections dites submicroscopiques (et asymptomatiques le plus souvent) [15]. Les
infections submicroscopiques étant plus susceptibles d’étre asymptomatiques [9].Les
infections asymptomatiques remettent donc en cause le fardeau et I’épidémiologie actuels du
paludisme au niveau mondial, du fait qu’elles constituent un réservoir silencieux et
maintiennent la transmission du parasite en communauté [16, 17, 14]. Un défi majeur pour le
contrdle et 1’élimination du paludisme au niveau mondial reste donc le diagnostic précis des
infections palustres, en particulier des infections asymptomatiques et plus précisément des
infections submicroscopiques.

Les infections submicroscopiques (IS) affectent une part importante de la population
considérée comme « non infectée » jusqu’alors [15], en particulier les femmes enceintes [18].
Les femmes enceintes constituent, avec les enfants agés de moins de cing ans et les personnes
immunodéprimés [19, 20], la population la plus a risque de contracter le paludisme en
Afrique. La grossesse rend les femmes plus susceptibles de contracter le paludisme pour des
raisons immunitaires, hormonales ainsi que pour la spécificité des souches parasitaires qui
infectent la femme enceinte en Afrique. Les principales conséquences du paludisme associé a
la grossesse encore appelé paludisme gestationnel (PG) sont connues depuis des décennies et
consistent notamment en des risques plus élevés d’anémie maternelle et de faible poids de

naissance du nouveau-né (<25009) [20-25], lui-méme associé a un sur-risque de morbidité et
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de mortalité pendant la petite enfance [26]. Plus recemment, la découverte de la relation entre
le PG et une susceptibilité accrue de ’enfant au paludisme fait des enfants une population
encore plus vulnérable au paludisme [27-31].

La contribution des infections submicroscopiques dans la stagnation des progres de lutte
contre le paludisme demeure encore mal explorée. Leur importance en termes de gravité pour
la santé des populations, en particulier pour la femme enceinte, reste également mal connue.
Cependant, certaines études suggerent fortement la possibilit¢ de survenue d’issues de
grossesse défavorables spécifiguement dues aux infections submicroscopiques [18, 32, 33].

Dans ce travail de thése, nous avons étudié la problématique des infections
submicroscopiques par P. falciparum survenant au cours de la grossesse. Cette thése apporte
plus spécifiquement des informations inédites sur la dynamique des IS aux différents
trimestres de la grossesse, leur impact sur la santé de la mere et du nouveau-né et évalue
I’efficacit¢ des moyens de prévention actuels, précisément le Traitement Préventif

Intermittent (TPI) sur ces infections pendant la grossesse.
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2.1. Généralités sur le paludisme

2.1.1. Transmission du paludisme
La transmission du paludisme se fait par la piqiire d’ un moustique de la famille des culicidae
du genre Anopheles [1, 34], dont seule la femelle est hématophage. Lors de la piqgdre,
I’anophéle transmet a 1’homme un protozoaire du
genre Plasmodium qui est 1’agent pathogéne [1].
Plasmodium falciparum est ’espéce la plus virulente,
la plus largement répandue dans le monde et
principalement en Afrique subsaharienne (ASS) a 99

% [3]. Il est également responsable des formes

Figure 1: Anophele se gorgeant de sang | cliniques les plus graves voire mortelles [35].
D’autres modes de transmission sont possibles du fait de la phase sanguine du cycle du
Plasmodium : transmission congénitale, transfusionnelle, par greffe d’organe ou accidentelle
chez des personnels de santé manipulant du sang contaminé. Notons que ces modes de

transmission demeurent tout de méme exceptionnels [34, 36].

2.1.1.1. Cycle du paludisme

Le cycle se déroule successivement en deux étapes. La premiere étape dite phase asexuée
chez I’étre humain (hote intermédiaire) et la seconde étape ou phase sexuée chez 1’anophéle
qui est ’hote. L’augmentation de la parasitémie a lieu au cours de la phase asexuée ce qui
entraine ainsi ’apparition des symptomes caractéristiques des acces palustres. La période

d’incubation est d’environ 12 a 14 jours apres la piqlre infectante.

2.1.1.2. Répartition géographique et différentes zones épidémiologiques

La distribution géographique du paludisme varie en fonction de 1’espéce parasitaire

impliquée. Le plus lourd fardeau de la maladie est porté par les pays tropicaux et
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subtropicaux. L’Afrique sub-Saharienne porte toujours une tres grande part du fardeau de la
morbidité et de la mortalité palustre avec respectivement 93% des cas et 94% des déces ainsi
qu’une grande prévalence des conséquences maternelles et infantiles liées au PG [3].
L’intensité de la transmission du paludisme varie en fonction de la longévité, des habitudes de

piqtres et de I’efficacité du moustique vecteur [35].

2.1.1.3. Facteurs liés a I'infection palustre et a la gravité du paludisme

Plusieurs facteurs sont impliqués dans 1’épidémiologie du paludisme. Ces facteurs sont
relatifs au parasite, au vecteur et a I’hote, mais également a I’environnement (zone
géographique, conditions climatiques, facteurs socio-économiques) ...[37]. L’influence de ces
facteurs agit sur la gravité du paludisme.

> Facteurs liés au parasite
La sévérité des signes de I’infection palustre dépend de 1’espece plasmodiale, de la virulence
de la souche du parasite, de la quantité des formes infectantes inoculée par le moustique, de la
densité parasitaire. Le Plasmodium falciparum est I’espéce la plus virulente responsable des
formes graves du paludisme pouvant conduire a la mort de I’individu. La virulence de la
souche parasitaire peut étre déterminée par son taux de réplication : plus le parasite se
réplique, plus vite la densité parasitaire augmentera et aboutira ainsi a une gravité de la
maladie. La relation entre la quantité de formes infectantes et la sévérité de la maladie est
exponentielle [37].

> Facteurs liés au vecteur
Les habitudes et préférences alimentaires de 1’anophé¢le déterminent 1’apparition de la
maladie. Comme autres facteurs, nous avons : la température, I’humidité, la capacité de vol du
moustique. L’augmentation de la température et ’humidité favorisent la prolifération des
anopheles et donc une augmentation de la transmission de la maladie [37], faisant ainsi des
zones tropicales et subtropicales les lieux de prédilection du paludisme.
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> Facteurs liés a ’Homme

Comme facteurs de 1’hdte, nous avons la réceptivité individuelle due a des facteurs génétiques
participant a 1’existence ou non de I’infection ou de certaines formes cliniques de 1’infection
(trait drépanocytaire avec par exemple un sujet hétérozygote AS, le groupe HLA, ethnie),
I’dge, I'immunité, 1’existence d’une grossesse ou d’autres affections (co-infection
helminthique), le niveau socio-économique [9, 37]. Ces différents facteurs peuvent participer
a la protection ou 1’aggravation des manifestations cliniques du paludisme chez I’individu. La
majorité des Africains ont un groupe HLA de type | ou Il qui a été trouvé associé a une
protection contre les forme graves de paludisme [37, 38]. Les individus portant le trait
drépanocytaire S sont protégés contre les formes graves du paludisme du fait que la
croissance du Plasmodium dans un environnement pauvre en oxygene est ralentie limitant
ainsi la densité parasitaire et donc la gravité des signes. Des études menées en Afrique de
I’Ouest ont montré une réduction de 90% des formes graves de paludisme chez des porteurs
de traits drépanocytaires [37, 39, 40]. Les individus d’ethnie Peulhs seraient plus protégés
contre le paludisme comparativement a d’autres ethnies d’Afrique et auraient ainsi une
sensibilité amoindrie au paludisme [41]. Des études ont démontré 1’impact de la co-infection
helminthique sur la gravité du paludisme. Cet impact est soit protecteur soit aggravant en
fonction du parasite en cause. Ainsi, I’existence d’une ankylostomiase serait un facteur
aggravant alors que 1’ascaridiose protégerait contre la gravité du paludisme [9, 42].

Les femmes enceintes constituent un groupe a fort risque de paludisme quel gue soit le niveau
de stabilité de la zone de transmission, avec des manifestations cliniques dangereuses pour la
femme et le feetus variant en fonction de ce niveau de stabilité. Au cours de cette these, je

m’intéresserai a ce groupe a risque en zone de paludisme stable.
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2.1.2. Parasitémies et symptomatologie

2.1.2.1. Définition de la parasitémie

Le diagnostic du paludisme se fait en se basant sur 1’existence ou non d’une parasitémie
palustre. La parasitémie palustre est définie par la présence de parasites du genre Plasmodium
dans le sang [43]. Elle est quantifiée par la densité parasitaire qui est le nombre de formes

parasitaires asexuées par unité de volume de sang total ou par nombre d’hématies totales.

2.1.2.2. Lien entre parasitémie et aspects cliniques

Les signes cliniques du paludisme, communs a toutes les especes, sont liés au cycle asexué
érythrocytaire du parasite. Suite a la libération des mérozoites dans le sang, la parasitémie
augmente au cours du cycle érythrocytaire, ce qui conduit aux manifestations clinigues,
influence la gravité de la symptomatologie ainsi que le pronostic vital de I’infecté [44, 45].
L’évolution de I’infection par P. falciparum peut évoluer suivant plusieurs trajectoires [46].
L’infection symptomatique peut arriver d’emblée ou apres un laps de temps suite a une
infection asymptomatique. De ce fait, la réponse clinique a I’existence des parasites dans le
sang est variable allant de I’infection asymptomatique a un acces grave pouvant entrainer le
déceés. On peut constater des signes cliniques attribuables a un paludisme aigu nécessitant des
soins appropriés [47]. La variation de la densité parasitaire et par la méme occasion la
symptomatologie du paludisme est déterminée par les effets directs de la destruction des
hématies parasitées mais également par le niveau d’immunité acquise par 1’hote infecté [35,
48]. Cette immunité n’étant pas stérilisante, elle n’empéche pas 1’apparition d’une nouvelle
infection mais est impliquée dans le controle de I’évolution de la maladie en diminuant la
gravité des symptomes en cas de nouvelle infection [44, 49, 50]. De plus, en fonction du
niveau de prémunition de 1’individu infecté, la densité parasitaire peut étre faible ou élevée

(submicroscopique ou microscopique). Ceci explique que dans les zones d’endémie palustre
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stable (transmission modérée a ¢élevée), la gravité du paludisme dépende de 1’age de
I’individu. Le paludisme grave survient surtout chez les enfants agés de moins de 5 ans et
devient moins fréquent avec 1’dge en raison de 1’acquisition d’une immunité protectrice
partielle suite a une exposition fréquente au parasite [44, 51, 52] ; la prémunition leur
permettant de contrdler leurs densités parasitaires et donc d’avoir de faibles parasitémies.
Dans les zones de faible endémicité, cette immunité n’est pas acquise et la sévérité du
paludisme peut survenir a tous les ages [35, 48].

Les signes cliniques du paludisme ne sont pas spécifiques de la maladie. Les signes évidents
possibles retrouvés au cours d’un épisode de paludisme sont la fievre, les céphalées, la
fatigue, les douleurs musculaires, des nausees, des vomissements, une anémie, les signes de
gravité pouvant aller de la détresse respiratoire au coma [35, 47, 48]. Par ailleurs, le seuil
pyrogéne, défini comme étant la densité des parasites asexués suffisante pour entrainer des
réponses immunitaires et la fiévre, varie en fonction de I’intensité de la transmission du
paludisme d’un point de vue géographique. Ce seuil pyrogene est ainsi plus élevé dans un
environnement a transmission élevée que dans un environnement a faible transmission [53,

54].

2.1.3. Diagnostic biologique

Le diagnostic biologique direct du paludisme peut se faire par différentes méthodes détaillées

ci-dessous.

2.1.3.1. Préléevement

Le prélévement se fait par le recueil d’une ou deux goutte(s) de sang, sur une lame porte-objet
de microscope, suite a la piqre au doigt (face latérale de 1’annulaire), au lobe d’oreille ou au

talon chez I’enfant [55].
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2.1.3.2. Techniques de diagnostic biologique

» Meéthodes de diagnostic conventionnelles
Elles consistent en la mise en évidence du parasite dans le sang. Comme méthodes, nous
avons la goutte épaisse et le frottis sanguin réalisées a partir d’une goutte de sang périphérique
recueilli sur une lame de lecture [56].

v La goutte épaisse
11 s’agit de I’examen de référence de I’OMS. 1l est le plus utilisé pour le diagnostic de routine.
Son seuil de détection est de 10 a 20 hématies parasitées/ul, 10 fois plus élevé que celui du
frottis mince [55-57].

v’ Le frottis sanguin
Cette méthode permet 1’étude morphologique des hématozoaires et le diagnostic des especes
plasmodiales en cause. Sa sensibilité est de 100 a 200 hématies parasitées/pl [55-57].
Dans le but d’une simplification du diagnostic biologique du paludisme, surtout en zone
d’endémie, d’autres techniques ont été développées dont les tests de diagnostic rapide par
immunochromatographie sur bandelette.

» Tests de diagnostic rapide (TDR) immunochromatographiques
Les TDR du paludisme sont peu codteux, faciles a utiliser et rapides. lls sont trés pratiques
dans les zones isolées et conditionnés en emballages unitaires. Ils permettent d’avoir un
résultat en moins de 30 minutes avec la mise en évidence de protéines parasitaires sur un
faible volume sanguin [58]. Les réactifs utilisés avec les TDR sont basés sur la détection
immunochromatographique d’antigénes plasmodiaux [55]:

- L’Histidine Rich Protein-2 (HRP2) spécifique de P. falciparum ;

- Les Plasmodium lactates déshydrogénases (pLDH) soit :

e Spécifiques de P. falciparum (Pf-pLDH) ou de P. vivax (Pv-pLDH),

e Communes aux quatre especes de Plasmodium humains (pan-pLDH);
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- L’aldolase (commune a toutes les espéces)

La détection du P. falciparum par ’HRP2 reste la plus performante avec une sensibilité de
détection d’environ 100 parasites/pl.

Un échantillon de sang est prélevé et appliqué au niveau de la zone dédiée au niveau de la
carte de test. Un réactif y est ensuite appliqué, puis 1’on observe la migration du prélévement.
Les antigénes, s’il en existe, sont capturés par des anticorps monoclonaux fixés sur la
membrane. Les antigénes sont ensuite révélés par de nouveaux anticorps monoclonaux
couplés a une particule colorée révélatrice de leur présence. Cette présence se manifeste par
des bandes spécifiques dans la fenétre de la carte de test dédiée et indique ainsi I’infection
palustre du patient ainsi que I’espéce plasmodiale en cause [59]. La détermination de la
densité parasitaire n’est pas possible avec cette méthode diagnostique.

» Réaction de Polymérisation en chaine ou “Polymerase Chain Reaction” (PCR)
Cette technique consiste en [D’amplification d’un segment d’ADN par une réaction
enzymatique répétée. Elle permet, par identification des souches plasmodiales, la détection
des infections a tres faibles densités parasitaires appelées infections « submicroscopiques »
qui ne sont pas détectées par la microscopie. C’est une technique a la fois quantitative et
qualitative permettant une différenciation des différentes especes plasmodiales. Son utilisation
est fréquente en recherche dans des études portant sur de grands effectifs. Le codt élevé des
équipements et réactifs nécessaires a sa réalisation, le temps de réalisation (8 heures) ainsi que
la qualification obligatoire du technicien constituent des limites a son utilisation en routine

[60].

» Loop mediated isothermal amplification (LAMP)
C’est une nouvelle méthode d’amplification de I’ADN parasitaire qui ne nécessite pas d’ADN

purifié. Elle a une capacité de détection de la densité parasitaire comparable a celle de la PCR
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avec un temps d’exécution plus court et un colt réduit [61-64]. Cette technique n’est
cependant pas utilisée en routine. La LAMP est moins polyvalente que la PCR. L’utilisation
de la température ambiante dans la LAMP limite son utilisation dans plusieurs types
d’expériences comme par exemple I’amplification de plusieurs geénes différents qui est
possible avec la PCR du fait de ces différentes étapes se faisant avec des changements de
température.

Au vu de la faible performance des tests de diagnostic usuels (GE et TDR) a détecter les
faibles parasitémies et I’impraticabilité des tests d’ADN en routine surtout dans des pays a
ressources limitées, un besoin d’outils de diagnostic sensibles et pratiques s’est fait ressentir.
C’est dans cet objectif que des TDR ultrasensibles sont actuellement développés afin de

détecter les infections parasitaires de faible densité de facon rapide et a moindre codt [65-67].

2.1.4. Particularités du paludisme associé a la grossesse ou paludisme gestationnel
(PG)

Le paludisme est fréquent chez les femmes enceintes quel que soit la zone d’endémie. La
survenue du paludisme au cours de la grossesse génére deux risques : un risque d’accés grave
chez la femme enceinte mais également un risque pour le feetus voire le nouveau-né. Cette
gravité résulte du fait de la diminution physiologique des défenses immunitaires au cours de
la grossesse. Le PG est I'une des principales causes de morbidité et de mortalité maternelle,
périnatale et infantile, particulierement en ASS [20, 68-70]. En fonction de ’intensité de la
transmission du paludisme, la gravité des manifestations cliniques differe. En 2018, 11
millions de femmes enceintes, représentant 29% de toutes les femmes enceintes a risque de

PG, étaient infectées par le paludisme en ASS [3].
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2.1.4.1. Epidémiologie du paludisme gestationnel

Le PG constitue une priorité de santé publique parce qu’il constitue une importante cause de
risques accrus pour la santé de la mére et du feetus [68, 71]. Les risques liés au PG constituent
un probléme dans le monde entier, mais ses conséquences ainsi que sa symptomatologie
dépendent de la zone de transmission du paludisme [72, 73].

» Zone de transmission stable

En zone d’endémie stable, la symptomatologie du PG est influencée par quatre facteurs
principaux : I’exposition antérieure continue de la femme au paludisme depuis son enfance, la
concentration des globules rouges parasités dans le placenta, la parité et 1’dge de la femme
enceinte. Les multigestes ont moins de risque de survenue de PG comparativement aux
primigestes/secondigestes a cause de 1’existence d’une immunité protectrice acquise au cours
des grossesses consécutives [32, 22, 74-76]. Les femmes les plus jeunes (< 25ans) ont un plus
grand risque de développer un PG que les plus agées [32, 68, 75, 77-82]. Le contrble du PG
passerait donc aussi bien par ’immunité acquise au fil des ans mais également par I’immunité
conférée par de multiples grossesses. De ce fait, dans ces zones de forte transmission, la
femme enceinte a un faible risque de survenue d’acces graves et est plus sujette a des
infections asymptomatiques [18, 72, 73, 83].

En zone d’endémie stable, les conséquences du PG sont aussi bien maternelles que fcetales.
Comme conséquences maternelles, on distingue I’anémie [72, 84-87] et I’infection
placentaire [22, 72, 88-90] . L’infection placentaire atteint 10-34% des femmes [72]. Un
contraste existe entre la parasitémie du sang maternel périphérique et I’hyperparasitémie
placentaire due a la séquestration des globules rouges parasités dans le placenta [91]. La
conséquence feetale retrouvée le plus souvent dans ce contexte est le retard de croissance
intra-utérin (RCIU), qui associé a la prématurité, induit a terme un faible poids de naissance

du nouveau-né (FPN) [88]. Le FPN se retrouve étre un facteur de sur-risque de la mortalité
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infantile [18, 32, 92-94]. Le PG cause environ 35% de tous les FPN évitables pendant la
grossesse et contribue a 75 000 a 200 000 déces infantiles par an [18, 95]. De plus, des études
ont montré que les nouveau-neés issus de meres ayant été infectées pendant leur grossesse ont
une susceptibilité individuelle accrue au paludisme les premiers mois de leur vie [27-31]. Les
conséquences maternelles et feetales du PG prédominent chez les primigestes [18, 96]. L’ASS
représente la principale zone géographique de paludisme stable.

» Zone de transmission instable

Le PG est fonction du niveau d’immunité acquis par la femme enceinte. La morbidité et la
mortalité dues au PG est plus importante dans ces zones de faible endémicité. Les infections y
sont majoritairement symptomatiques avec une évolution vers des acces graves plus fréquents
que chez les autres adultes [97]. Le faible niveau de transmission entraine une faible
prévalence des infections placentaires dans ces zones. Malgré la rareté de ces infections, elles
sont graves aussi bien pour la mére (quel que soit la parité) que pour le foetus. Chez la femme
enceinte, les complications les plus graves du PG sont 1’anémie maternelle, le paludisme
cérébral ou 1I'eedéeme pulmonaire (pouvant entrainer des décés maternels) et qui affectent les
femmes ayant les niveaux d'immunité les plus faibles. Pour le fcetus, les conséquences les plus
fréquentes sont I’avortement, la mort feetale in utéro et le FPN. Le tableau 1 récapitule les

manifestations du PG en fonction de la zone de transmission.
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Tableau 1: Effets cliniques du paludisme associé a la grossesse

Paludisme stable

Paludisme instable

Paludisme grave
(Avec une issue parfois mortelle)

+

Meére Anémie ++ (principalement des +++ (toutes parités)
primigestes)
Hyperpyrexie + +++
Infection placentaire +++ (principalement des +
primigravidés)
Avortement / mortinaissance - ++
Foetus / nouveau-
ne Paludisme congénital - +

symptomatique

FPN

+++ (principalement des
primigestes)

+++ (toutes parités)

Abréviations : +++, tres fréquent; ++, commun; +, peu fréquent; -, rare.

Source : Cot M. et al., 2003

2.1.4.2. Physiopathologie

Lors de la grossesse, les globules rouges infectés par le parasite s’accumulent

massivement au niveau du placenta. Cette accumulation se fait par ’interaction d’une protéine

parasitaire située a la surface des hématies, le PFEMP1 (Plasmodium falciparum Erythrocyte

Membrane Protein 1), et d’une molécule placentaire, la chondroitine sulfate A (CSA), servant

de point d’ancrage [32, 98]. Aprés une premiére grossesse, les femmes infectées acquiérent

des anticorps protecteurs anti-VAR2CSA qui bloquent cette adhésion, protégeant la femme

pour les grossesses suivantes [99]. La lyse des hématies parasitées entraine une anémie

maternelle [100]. Ensuite, on assiste a une altération de I’intégrité du placenta entrainant ainsi

une réduction des échanges gazeux et nutritionnels foeto-maternels [101, 102]. Cette baisse
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d’échanges peut provoquer la survenue d’un retard de croissance intra-utérin, d’une

prématurité et par conséquent du faible poids de naissance du nouveau-né [18, 103-105].

Plasmodium

|
l

GR parasicé Anémie Cytokines

\

Chondroitine sulface

PLACENTA  Séquestration des GR ——= Hypoxie

/
Mire frsssmemssnvmewsessasmnen. Vascularisaion  cesseememnemccennnnns
Faetus
/
Apports nutritifs Hypoxie faetale

/

Retard de croissance
Accouchement

intra-utérine 3 ;
prémacuré

Faible poids de naissance

Figure 2: Physiopathologie du paludisme au niveau du placenta

Source: Bourée P et al., Revue Francophone des Laboratoires 2008

2.1.4.3. Spécificités du paludisme submicroscopique par Plasmodium

falciparum

Une grande majorité des infections par Plasmodium falciparum survenant au cours de la

grossesse ne sont pas détectées par les outils de diagnostic habituels microscopiques ou le test
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de diagnostic rapide [32]. Les nouvelles technologies de biologie moléculaire, plus sensibles
que les méthodes usuelles, que sont la PCR conventionnelle, la nested PCR [32, 49, 106-112]
ou la PCR en temps réel [32, 113-115] permettent la détection de ces infections qui sont dites
submicroscopiques. La mise en lumiere des infections submicroscopiques par la PCR a
permis de révéler la forte prévalence de ces infections [12, 15] pendant la grossesse [13, 18]
comparativement aux infections microscopiques étudiées depuis des décennies. En effet, ces
infections submicroscopiques ont une prévalence deux a trois fois plus élevée que les
infections microscopiques [13, 18]. Les femmes enceintes ayant des infections
submicroscopiques sont donc a tort considérées comme « non infectées » par les méthodes de
diagnostic classiques. Ces infections submicroscopigues sont asymptomatiques dans la quasi-
totalité des cas [14] et passent donc inapergues, les femmes ne consultant pas car n’ayant pas
de symptobmes. Cependant, certaines études récentes montrent que ces infections
submicroscopiques (i) jouent un réle dans la transmission du paludisme aux moustiques [14,
116, 117] et (ii) pourraient entrainer certaines conséquences néfastes pendant la grossesse,
avec un impact sur la santé de la mere et du nouveau-né, comme I’anémie maternelle et le
faible poids de naissance [18, 32, 33]. L’impact de la survenue des infections
submicroscopiques au cours des premiers mois de grossesse serait beaucoup plus important
sur les issues de la grossesse que ce qui est déja démontré [18]. Cela pourrait s’expliquer par
I’exposition précoce des femmes enceintes au risque palustre [23, 118-120] avec une
susceptibilité particuliére des femmes en début de grossesse, mais également par la mauvaise
protection de ces femmes au début de leur grossesse. En effet, des études ont montré que le
premier trimestre est une période critique de la grossesse mal protégée par les moustiquaires
imprégnées d’insecticides a longue durée d’action (MIILDA) [121, 122] qui constituent

actuellement le seul outil de prévention contre le paludisme.
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Peu de données existent sur la prévalence réelle des infections submicroscopiques au
premier trimestre de grossesse et leur impact sur la grossesse. Une explication a ce manque
d’informations peut étre di a la difficulté d’avoir acces au début de la grossesse des femmes
en ASS. La majorité des femmes enceintes en ASS consultent tardivement en premiere
consultation prénatale (CPN), en moyenne a partir du second trimestre de grossesse pour des
raisons souvent socio-culturelles [123-126]. Ainsi, I’inclusion des femmes dans ces études,
aussi bien longitudinales que transversales [18, 32], se fait souvent a la fin du premier
trimestre voire au début du second trimestre de grossesse. Ce retard dans la réalisation de la
premicre CPN n’encourage souvent pas les investigateurs d’études a s’intéresser a cette
période de la grossesse.

Notre sujet de these s’est donc concentré sur le paludisme gestationnel submicroscopique

avec un intérét particulier sur les infections du premier trimestre de grossesse.

2.1.4.4. Stratégie de lutte contre le paludisme gestationnel en zone
d’endémie palustre stable

La lutte contre le PG, en zone d’endémie stable, passe par une combinaison de stratégies
recommandées par ’OMS. Il s’agit d’une lutte anti vectorielle associée a un traitement
médicamenteux a titre préventif et curatif [4, 95, 127-129].

» Stratégie curative
La premiere stratégie de lutte contre le PG passe par le traitement adéquat de tous les cas de
paludisme détectés par le personnel soignant. Le traitement recommandé par I’OMS chez la
femme enceinte est fonction du trimestre de la grossesse et de la forme clinique en cause.

v Accés palustre simple [130, 131, 128]

= 1°" trimestre de grossesse

En 1% intention, le traitement doit se faire par ’association de la quinine (8 mg/kg, 3 fois par

jour) et de la clindamycine (10 mg/kg, 2 fois par jour) pendant 7 jours. La monothérapie a
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base de quinine est conseillée en cas d’indisponibilité ou de prix inabordable de la
clindamycine. En cas d’échec du traitement de 1¢ intention, il est recommandé en 2¢me
intention une association a base d’artésunate (4 mg/kg par jour en seule prise) et de
clindamycine (10 mg/kg, 2 fois par jour) pendant 7 jours.
= 2fMe ot 36Me trimestres de grossesse

En 1°¢ intention, le traitement se fait avec les combinaisons thérapeutiques a base
d'artémisinine (CTA). En 2°™ intention, il est recommandé d’utiliser soit de l'artésunate (4
mg/kg par jour en seule prise) associée a la clindamycine (10 mg/kg, 2 fois par jour), soit de
la quinine (8 mg/kg, 3 fois par jour) associéee a de la clindamycine (10 mg/kg, 2 fois par jour)
pendant 7 jours. L’utilisation de la monothérapie est possible en cas d’indisponibilité de la
clindamycine.

v Paludisme grave [128]
Quel que soit le trimestre de grossesse, le traitement se fait par voie parentérale en
intraveineuse ou intramusculaire avec de 1’artésunate. Ce traitement parentéral se fait pendant
au moins 24 heures jusqu’a ce que le patient puisse supporter le traitement oral. Le traitement
oral se fera ensuite avec un CTA pendant 3 jours. En cas d’indisponibilité de 1’artésunate, le
traitement peur se faire par de I’artéméther en 1% choix ou de la quinine en 2" choix.

» Stratégie préventive
Dans les zones d’endémie stable, la majorité des infections palustres est asymptomatique. La
lutte contre le paludisme passe donc essentiellement par la prévention [95].

v" Moustiquaire imprégnée d’insecticide a longue durée d’action (MIILDA)

Principaux outils de lutte anti vectorielle, les MIILDA sont recommandées par I’OMS aux
femmes enceintes dés le tout début de la grossesse, tout le long de la grossesse jusqu’a
I’accouchement et méme en période post-partum. De nombreuses études ont démontré

I’efficacité des MIILDA sur la réduction de la morbidité et de la mortalité liées au PG [4, 6, 7,
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132-134]. Une étude réalisée par ter Kuile et al. dans I’ouest du Kenya a montré en 2003 que
les femmes ayant utilisé des MIILDA chaque nuit au cours de leurs premiéres grossesses ont
un risque diminué de 25 % d’avoir des enfants prématurés ou de faible poids de naissance
comparativement aux femmes n’en n’ayant pas utilisé [4, 135]. Actuellement, les MIILDA
constituent le seul outil de prévention pendant le 1° trimestre de grossesse [122]. Bien qu’on
ait remarqué une augmentation du taux de couverture des MIILDA au fil des années en ASS,
ce taux demeure toujours faible (< 42%) comparativement aux 80% de couverture
recommandés par I’OMS [136, 137]. Une sous-utilisation de cet outil de prévention laisse
donc les femmes enceintes vulnérables pendant la grossesse et particulierement au 1°
trimestre de grossesse.

v' Traitement préventif intermittent pendant la grossesse (TPIg)

En 1984, une chimioprophylaxie a base de chloroquine était recommandée par ’OMS
pour lutter contre les consequences du PG. Devant la mauvaise observance et la résistance
croissante des parasites a la chloroquine, ’OMS a mis en ceuvre une nouvelle méthode de
prévention reposant sur des traitements intermittents [23]. La stratégie préventive
médicamenteuse la plus efficace depuis lors est le traitement préventif intermittent pendant la
grossesse (TPIg). Le TPIg est basé sur 'utilisation d’un médicament antipaludique administré
en doses de traitement a des intervalles prédéfinis entre chaque prise [4]. La Sulfadoxine-
pyriméthamine (SP) est actuellement le médicament antipaludique a dose unique le plus
efficace pour prévenir le PG dans les régions d'ASS ou la transmission des infections par P.
falciparum est stable avec une faible résistance a la SP. La SP est contre-indiquée au 1¢'
trimestre de la grossesse a cause de possibles effets tératogenes sur le foetus [138-140].
L’OMS recommande depuis 2012, 1’administration du TPIg a partir de la 13°™ semaine
d’aménorrhée, en traitement directement observé par un personnel soignant, d’une dose

curative (3 comprimés) de SP. Les femmes enceintes doivent recevoir un minimum de trois
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doses avec un mois d’intervalle au minimum entre deux prises et ce jusqu’a 1’accouchement
quel que soit leur statut infectieux palustre [4, 95, 140]. Maintes études ont prouvé 1’efficacité
du TPIg a la SP sur la santé de la mere et du nouveau-né. Il réduit considérablement la
prévalence de I’anémic maternelle, du paludisme placentaire et du faible poids de naissance
du nouveau-né [4, 141-146]. Jusqu’en 2012, la recommandation était d’un minimum de deux
doses de TPIg pendant le suivi prénatal. Malgré son impact bénéfique pendant la grossesse et
la simplicité de la stratégie, le taux de couverture d’un minimum de deux doses de TPIg reste
assez faible en ASS (en moyenne 50% en 2017) [137, 147] pour de multiples raisons qui sont
logistiques, financieres, politiques, et humaines [148, 149].

v" Vaccination

De nombreuses études ont montré la protection conférée aux femmes enceintes par les
anticorps anti-VAR2CSA [99, 150-152]. Le développement d’un vaccin a utiliser en pré-
grossesse afin de protéger les femmes en age de procréer est en cours de réalisation [151,
153]. Ce vaccin a pour but de reproduire des anticorps anti-VAR2CSA qui inhibent la
capacité adhésive des hématies parasités empéchant ainsi 1’accumulation du parasite dans le
placenta et donc les conséquences du PG chez la femme enceinte et le feetus. Il pourrait donc
étre d’une grande utilité de par la protection des primigestes mais également de toutes les

femmes dés le tout début de leur grossesse.

2.2. Généralités sur le Bénin
2.2.1. Contexte géographique
Le Bénin est un pays d’Afrique de I’Ouest situ¢ dans la zone tropicale
entre 1’équateur et le tropique du cancer. Il partage des frontiéres avec

le Niger au Nord, le Burkina-Faso au Nord-Ouest, le Togo a 1’Ouest,
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le Nigéria a I’Est et 1’Océan Atlantique au Sud. Le territoire a une superficie de 114 763 km?

et s’étend du Nord au Sud sur 700 km.

2.2.2. Contexte sociodémographique

Male Benin - 2018 Female

100+
95 - 99
90 - 94
85 -89
80 - 84
75779
70 -74
| 65 - 69
60 - 64
55 -59
50 - 54
45 - 49
40 - 44
35-39
30-34
B 25 -29
20-24
15-19
10 - 14

La population béninoise est estimée en 2013 a

10 008 749 habitants résidents dont 51.2 % de
femmes selon le dernier recensement général de
la population et de 1’habitation (RGPH-4).

Les femmes en age de procréer représentent 18 %

5-9

de la population totale du pays (INSAE-EDSB-V) U
905 724 543 362 181 0 0 181 362 543 724 905
Population (in thousands) Age Group Population (in thousands)

et la majorité de la population (52,7 %) vit en zone

rurale [154]. Figure 4: Pyramide de la population béninoise, 2018

2.2.3. Contexte économique

Le Bénin est un pays a faible revenu. Les dépenses de santé représentaient 4,6 % du produit
intérieur brut (P1B) du pays en 2014 [155]. L’activité économique dominante est I’agriculture

occupant 45,1 % de la population active.

2.2.4. Contexte sanitaire

Le taux brut de natalité est de 40,5 %o et le taux global de fécondité est de 197 %o chez les

femmes agées de 15-49 ans (INSAE-EDSB-V).

2.2.5. Indicateurs de santé au Bénin
2.25.1. Indicateurs maternels

Le Tableau 2 regroupe les principaux indicateurs de santé maternelle disponibles pour le
Bénin, spécifiquement pour le département de I'Atlantique dans lequel notre éetude s'est

déroulée (INSAE-EDSB-V).
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Tableau 2: Principaux indicateurs de santé maternelle au Bénin issus des données de ’EDSB-V (2017-

2018)

Indicateurs de santé maternelle

Bénin

Département de

I'Atlantique
Suivi prénatal
Aucune CPN 10,90% 1,20%

1 CPN 6,50% nd

>4 CPN 52,10% nd

1% CPN précoce (< 4 mois de grossesse) 50,60% nd

Nombre médian de mois de grossesse a la 1°¢ CPN 3,7 nd
> 1 échographie obstétricale 49,40% 67,10%
Anémie pendant la grossesse (<11 g/dl) 57,70% 60,20%

Accouchement
Dans un établissement de santé 83,90% 97,70%
Césarienne 5,10% 8,90%
Indicateurs de mortalité

Mortalité maternelle 391/105 NV nd
Problemes d'acces aux centres de santé 60,40% 66,50%
Financiers 53,30% 57,70%
Distance géographique 31,10% 27,60%

Outils de prévention

Possession d'une moustiquaire Traitée ou non 92,80% 95,60%
a Imprégnée 91,50% 94,60%
Utilisation déclarée de la moustiquaire  Traitée ou non 80,40% 86,50%
la veille Imprégnée 79,30% 83,00%
> 2 doses de TPI a la SP 33,40% 37,20%
> 3 doses de TPI a la SP 13,30% 13,60%

Abréviations : CPN, Consultations pré-natales ; nd, non disponible ; NV, Naissances vivantes ; TPI, Traitement préventif

intermittent ; SP, Sulfadoxine-Pyriméthamine.
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2.2.5.2. Indicateurs infantiles
Le Tableau 3 regroupe les principaux indicateurs de santé infantile disponibles pour le Bénin
specifiquement pour le département de I'Atlantique dans lequel notre étude s'est déroulée

(INSAE-EDSB-V).

Tableau 3: Principaux indicateurs de santé infantile au Bénin issus des données de ’EDBSB-V (2017-

2018)
Indicateurs de santé infantile Bénin Département de I'Atlantique
Naissance
Faible poids de naissance 11,60% 11,30%
Indicateurs de mortalité
Mortalité périnatale 33/1000 45/1000
Mortalité néonatale 30 nd
Mortalité infantile 55 nd
Mortalité infanto-juvénile 96 nd
Indicateurs de morbidité
Paludisme TDR 36,40% 23,70%
GE 39,10% 34,20%
Anémie (<11 g/dl) 71,50% 67,50%

Abréviations : nd, non disponible ; TDR, Test de diagnostic rapide du paludisme ; GE, Goutte épaisse.
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Ill. PROBLEMATIQUE
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3.1. Situation du probleme

Les infections submicroscopiques (IS) prennent une importance majeure en santé publique
car suspectées de participer a la transmission du paludisme [156-158] et donc de freiner
I’élimination mondiale du paludisme. Les études réalisees jusque-la, en zone d’endémie, ont
montré la forte prévalence des infections submicroscopiques en population générale [15]. Une
étude prospective montre que la survenue précoce de ces infections pourrait augmenter le
risque d’anémie maternelle et de faible poids de naissance du nouveau-né [18].

Dans un contexte d’élimination du paludisme au niveau mondial, il est nécessaire de
comprendre tous les freins pouvant influer sur la réussite de ’atteinte de cet objectif. Dans les
zones de forte transmission, les pays en sont encore a 1’objectif de réduction de la
transmission de la maladie avant de passer a 1I’étape d’¢limination. Les IS semblent constituer
I’un des freins a la réduction de la prévalence de la maladie dans les pays les plus a risque de
par leur contribution a la transmission du paludisme aux moustiques et leur possible impact
sur la santé de la meére et de I’enfant. La problématique actuelle repose donc sur (i) le
diagnostic des IS; (ii) une meilleure compréhension des IS, considérées jusqu’alors
d’importance secondaires dans la lutte contre le paludisme ; (iii) la dynamique réelle des IS
non détectées et donc non traitées pendant toute la grossesse et (iv) I’impact des stratégies de

lutte actuelles sur les IS.

3.2. Objectifs de la these

L’objectif de ce travail de these est d’analyser aux différents trimestres de la grossesse, la
dynamique, les déterminants et I’impact des stratégies de lutte actuelles sur les infections par
P. falciparum, plus spécifiquement les infections submicrocopiques. Plus spécifiquement, il
S’agit de:

- Caractériser la dynamique des infections par P. falciparum (submicroscopiques et

microscopiques) aux différents trimestres de la grossesse;
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- Etudier les déterminants influencant la dynamique du réservoir de ces infections

par P. falciparum;

- Evaluer I’'impact des stratégies de prévention notamment le Traitement Préventif

Intermittent sur ces infections.

Cette these s’est déroulée dans le cadre d’un projet de recherche coordonné par I’Unité

mixte de recherche (UMR) 261 de I’Institut de recherche pour le développement (IRD) et
mené au Bénin entre 2014 et 2017. Il s’agit du projet RECIPAL.
Le projet RECIPAL “ REtard de Croissance Intra-utérin et PALudisme ” a permis le suivi
mensuel d'une cohorte de 411 femmes enceintes recrutées depuis la période pré-
conceptionnelle jusgqu'a l'accouchement. Ce projet a recu un financement de I'Agence
Nationale de la Recherche (ANR-13-JSV1-0004, financement 2013-2018) et de la fondation
Simone Beer sous l'auspice de la Fondation de France (00074147, financement 2017).

Nous avons également travaillé sur des données du projet EVALMOUS “EVALuation

de I’utilisation et de I’efficacité des MOUStiquaires par les femmes enceintes et les membres
de leur foyer en début de grossesse au Bénin”. Ce projet qui est une étude ancillaire du projet
RECIPAL a permis le suivi d’un sous-échantillon de 240 femmes enceintes du projet
RECIPAL afin d’évaluer I’impact des moustiquaires sur les infections par P. falciparum
survenant au cours du premier trimestre de grossesse. EVALMOUS a été financé par
Expertise France —Initiative 5%” (Mission n°15SANIN110).
La figure 5 présente le protocole des études RECIPAL et EVALMOUS incluant les
principaux déterminants et événements de santé évalués. L’événement de santé principal
étudié était le statut infectieux palustre (submicroscopique et microscopique) au cours de la
grossesse avec un accent particulier sur le premier trimestre de grossesse.

Dans un premier article publié dans « Clinical Infectious Disease » en 2019, nous

avons décrit la dynamique des infections par P. falciparum, aussi bien submicroscopiques que
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microscopiques, au cours de la grossesse. Nous avons ensuite déterminé les principaux
facteurs de risque de survenue des infections par P. falciparum pendant les trois trimestres de
grossesse. Cela a permis de dégager un groupe de femmes a fort risque de survenue
d’infections par P. falciparum au cours de la grossesse, plus particulierement au premier
trimestre de la grossesse.

Dans un second article sous presse dans « Clinical Infectious Disease » en 2020, nous
avons évalué D’impact du TPI sur les infections par P. falciparum, aussi bien
submicroscopiques que microscopiques, au cours de la grossesse. Nous avons ainsi pu déceler
I’impact du délai de la prise de la premiére dose du TPI sur le nombre d’infections
submicroscopiques et microscopiques par P. falciparum au cours de la grossesse.

Au cours de la these, nous avons également publié un article faisant suite aux résultats
analyseés lors de notre master 2 en nous basant sur le projet EVALMOUS. Il a été publié dans
« BMC Public Health » en 2018 (Annexel). Dans cet article, nous avons évalué 1I’impact de
I’utilisation et de 1’efficacité des moustiquaires imprégnées sur les infections microscopiques
par P. falciparum survenues au cours du premier trimestre de grossesse. Nous avons ainsi
montré la nécessité d’associer les indicateurs d’intégrités physique et biochimique des
moustiquaires aux indicateurs de possession et d’utilisation déclarée lors des études
d’évaluation de I’efficacité des moustiquaires. Nous avons également constaté que les femmes
n’étaient pas protégées de maniere optimale contre les risques d’infections par P. falciparum

au cours du premier trimestre de grossesse.
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Mode de vie

(consommation de tabac, d’alcool, -
ATCD d' HTA, ATCD de diabéte) Nombrede CPN Age gestationnel

s . . Période gestationnelle [
Période pré-conceptionnelle / 8 \ L
P\
Caractéristiques sociodémographiques ) quectif)n pa]}lstl'e ) / 4
(age, ethnie, statut marital, (submicroscopique, microscopique) A h
niveau d'éducation, profession) | ccouchement }%\
\ )
Antécédents gynéco-obstétricaux 1" trimestre 2% trimestre 3 trimestre Facteurs constitutionnelsduNné w
(eycle menstruel, gestité, parité) (terme de naissance, sexe, poids, taille...)
Statut nutritionnel
(IMC, Anémie) TPLSP Statut infectieux palustre
MIILDA . (mére, placenta)
Caractéristiques environnementales (utilisation, intégrités (couverture, nombre de doses,
(saison, zone de résidence) physique et chimique) temps d'administration dela 1°* dose)
. : ,
Statut infectieux palustre . .
(submicroscopique, microscopique) Prévention anti-palustre
Statut nutritionnel Autres affections : . ‘
Traitement(s) palustre(s) antérieur(s
(gain pondéral gestationnel, (HTA gestationnelle, ©p © 1)
anémie gestationnelle) Diabéte gestationnel,
Eclampsie)

ATCD: antécédent; CPN: consultation prénatale; HTA: hypertension artérielle; IMC: indice de masse corporelle; MIILDA: moustiquaires imprégnées d'insecticide alongue durée d'action;
TPI-SP: traitement préventif intermittent  la sulfadoxine-pyriméthamine; Nné: nouveau-né;

Figure 5: Conception des cohortes RECIPAL et EVALMOUS
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IV. METHODOLOGIE
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4.1. Zone d’étude
Notre projet de these se base sur une cohorte mere-enfant de 1’étude RECIPAL et d’une de

ses études ancillaires EVALMOUS. RECIPAL s’est déroulé entre juin 2014 et septembre
2017 et EVALMOUS a débuté en juin 2015 et pris fin en octobre 2016. Les deux études se
sont déroulées au Sud du Bénin, dans les communes mitoyennes de S6-Ava et d’Abomey-
Calavi, situées a 25 km de Cotonou, capitale économique du pays. Quatre arrondissements
(S6-Ava, Vekky, Houédo dans la commune de S6-Ava et Akassato dans la commune
d'’Abomey-Calavi) ont été sélectionnés pour 1'étude. Cette sélection s’est faite en fonction (i)
de la densité de la population dans les arrondissements, (ii) du nombre moyen de
consultations prénatales et daccouchements mensuels dans les principales maternités
publiques de ces arrondissements et (iii) pour des raisons logistiques via la proximité des
laboratoires de 1’équipe de recherche.

La commune de S6-Ava est une zone rurale et lacustre tandis que Abomey-Calavi est une
zone semi-urbaine et terrestre. Les principales sources rémunératrices sont 1’agriculture (mais,
manioc...) et la péche respectivement a Abomey-Calavi et a S6-Ava.

Au Sud du pays, le climat est subéquatorial avec deux saisons des pluies s'étendant d'avril
a juillet et de septembre a novembre, avec une pluviométrie annuelle moyenne d'environ 1200
mm. La commune de S6-Ava, cité lacustre située au niveau du lac Nokoué, connait chaque
année une période de crue qui s'étend généralement d'aolt a novembre.

Le paludisme est pérenne toute I'année et sévit de facon hyper endémique dans la zone
d’étude. La transmission du paludisme y est continue et intense avec des pics généralement
observés apres les saisons pluvieuses. Le Sud du Bénin est une zone de paludisme stable.
L’espéce parasitaire du paludisme la plus fréquente est Plasmodium falciparum (97% des cas)
[159] et le taux d'inoculation entomologique moyen est de 2,1 piqlres infectantes
d'anopheéles/personne/100 nuits [160]. Les principales espéces de vecteur de paludisme sont

Anopheles arabiensis, Anopheles gambiae ss et Anopheles funestus [71, 161, 162].
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4.2. Population et design d’étude

La population d’étude est constituée des femmes en &ge de procréer, vivant en zone
d’endémie et recrutées en population générale. Un suivi mensuel a domicile des femmes s’est
fait pendant la période pré-conceptionnelle constituant ainsi la cohorte primaire. Une fois
enceintes, les femmes entraient dans la cohorte secondaire. Le suivi de la cohorte secondaire
dans I’étude RECIPAL s’est poursuivi jusqu’a I’accouchement a la maternité ; dans le cadre
de I’é¢tude EVALMOUS, apres leur inclusion lors d’une visite a domicile avant grossesse, les
femmes une fois enceintes étaient visitées 2 fois a domicile pendant le premier trimestre de
grossesse a 1 mois d’intervalle minimum. Dans le cadre des deux projets, des communications
orale et écrite ont été utilisées pour fournir des informations complétes a la femme et a son
conjoint. Les formulaires de consentement étaient traduits en langue locale pour une meilleure
compréhension.
Un total de 1214 femmes en age de procréer ont été recrutées et suivies mensuellement a
domicile dans la cohorte primaire de 1’étude RECIPAL. Parmi elles, 411 sont passées dans la
cohorte secondaire de 1’étude (c’est-a-dire qu’elles sont tombées enceintes et ont pu étre
suivies pendant leur grossesse). Une population de 273 femmes enceintes a bénéficié d’un
suivi complet a la maternité lors des consultations prénatales jusqu’a 1’accouchement au cours
de I’étude RECIPAL. Un sous-échantillon de 240 femmes enceintes a été inclus dans la
cohorte secondaire de 1’étude EVALMOUS dont 203 suivis complets pendant le premier
trimestre de grossesse.
Les critéres d’inclusion des femmes dans I’étude RECIPAL étaient les suivants :

e Avoir un dge compris entre 18 et 45 ans ;

e Avoir un test de grossesse urinaire négatif le jour du recrutement ;

e N’avoir suivi aucune contraception durant la période de suivi ;
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e N’avoir aucun antécédent médical connu d’hypofertilité (aménorrhée primaire ou
secondaire, incapacité a concevoir depuis 10 ans ou plus, maladie abortive) ;

e Avoir un désir de maternité ;

e N’avoir aucun voyage prévu pendant plus de 2 mois au cours des 18 mois suivant
I'inclusion ;

e Accepter le protocole de I'étude RECIPAL et donner son consentement éclairé.

Les critéres d’inclusion des femmes dans 1’étude EVALMOUS étaient les suivants :
e Appartenir a la cohorte RECIPAL ;
e Accepter le protocole de I'étude EVALMOUS et donner son consentement éclairé

écrit.

4.3. Cadre de I'étude

L'objectif principal de 1I’étude RECIPAL était d'évaluer les conséquences du paludisme
précoce au cours de la grossesse sur la santé de la mére et de I'enfant. Plus spécifiquement, il
s'agissait : (i) d'évaluer I'effet des infections palustres microscopiques et submicroscopiques
par P. falciparum au cours des 3 premiers mois de grossesse sur la croissance feetale, la durée
de la grossesse et I'anémie maternelle; (ii) de déterminer si l'effet du paludisme sur le foetus
était modifié par le statut nutritionnel de la femme qui constitue un autre déterminant
important de la croissance fcetale.

L’étude EVALMOUS a été congue pour mesurer I’utilisation et ’efficacité des
moustiquaires des femmes enceintes au premier trimestre de grossesse. Plus spécifiquement, il
fallait: (i) définir des indicateurs d’utilisation, d’intégrité physique et d’efficacité chimique
des moustiquaires ; (ii) €tudier la relation entre ces trois indicateurs et 1’infection palustre

gestationnelle au premier trimestre de grossesse.
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La figure 6 présente les deux études et montre leur complémentarité dans 1’atteinte des

difféerents objectifs de notre these.

Projet RECIPAL

Paludisme gestationnel et retard de croissance intra-utérin

Inclusion Grossesse Accouchement
(N=1214) (N=411) (N=273)
- Pré-conception 1°T trimestre 2éme tpimestre gme trimestre
Inclusion Grossesse Fin 1°* trimestre
(N=576) (N=240) (N=203)
Projet EVALMOUS
Utilisation et efficacité des MIILDA pendant le 1°* trimestre de
grossesse

N: effectif des femmes; MIILDA: moustiquaire imprégnée d'insecticide a longue durée d’action

Figure 6: Présentation des études RECIPAL et EVALMOUS

4.4. Protocole de recueil de données
Le suivi a été pre-conceptionnel puis gestationnel. La méthodologie utilisée dans 1’étude

RECIPAL est originale. Sa conception a permis (i) le recrutement de femmes avant la
grossesse, donnant ainsi 1’opportunité de détecter les infections palustres microscocopiques et
submicroscopiques avant et au début de la grossesse, d’avoir des informations sur différentes
expositions précoces avant la grossesse et en tout début de la grossesse, (ii) la datation précise
de I’age de la grossesse grace aux échographies réalisées, (iii) d’étudier I’impact de ces
différentes expositions précoces sur le déroulement de la grossesse et la survenue de
conséquences néfastes sur la santé de la mere et le développement du feetus. Cette approche
méthodologique a également permis d’étudier partiellement I’implémentation des stratégies
de prévention contre le paludisme au Bénin et de mettre en évidence les possibles freins

majeurs liés a la mise en ceuvre de la stratégie de lutte contre le paludisme gestationnel.
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L’étude EVALMOUS a permis d’avoir des informations sur ’utilisation, 1’intégrité physique
et D’efficacité biochimique des MIILDA utilisées par les femmes enceintes au début de la

grossesse.

4.4.1. Période pré-conceptionnelle (cohorte primaire)

v RECIPAL

Les femmes ont été suivies mensuellement pendant 24 mois au maximum dans la
cohorte primaire de 1’étude RECIPAL.

A Tlinclusion dans [’é¢tude RECIPAL, un recueil systématique des données
sociodémographiques (age, statut marital, lieu de résidence, ethnie, niveau d’éducation, statut
professionnel de la femme et du conjoint), anthropométriques (poids, taille, périmétre
brachial...), économiques (biens possédés, moyens de communication utilisés) et les
caractéristiques de I'habitat (électricité, eau...) était réalisé chez les femmes recrutées. Un
dépistage pour I’infection palustre était également réalisé par la GE et la PCR ainsi qu’un
dosage du taux d’hémoglobine (Hb).

Suite a leur inclusion dans RECIPAL, les femmes étaient suivies mensuellement a
domicile par des enquéteurs formés (infirmiers et/ou sages-femmes), assistés par des relais
communautaires. Ils collectaient, au cours de ces visites mensuelles, des informations sur la
date des derniéres régles (DDR) et réalisaient un test urinaire de grossesse (One-Step;
International Holding, Germany).

Apres 12 mois de suivi sans dépistage d’une grossesse, les femmes recevaient des
conseils médicaux pour aider a la conception. Elles étaient invitées a la maternité pour un
examen gynécologique précis en cas de signes en faveur d'une infection génitale. Aprés 24
mois, le suivi des femmes qui n'avaient pas pu concevoir s'arrétait. Elles étaient ensuite
orientées, si elles le souhaitaient, vers un gynécologue pour une évaluation de leur fertilité.

v' EVALMOUS
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Les femmes incluses dans RECIPAL et répondant aux critéres d’inclusion
d’EVALMOUS ¢étaient incluses dans 1’é¢tude EVALMOUS. A I’inclusion, une premiére visite
a domicile avait lieu avec le recueil de données sociodémographiques, d’indicateurs des
MIILDA (possession, utilisation, intégrité physique) utilisées par les femmes et les membres
de leur foyer. Les donnees cliniques et biologiques étaient recueillies aupres de 1’étude

RECIPAL.

4.4.2. Période gestationnelle (cohorte secondaire)

v RECIPAL

Une fois enceintes, les femmes de la cohorte secondaire étaient suivies mensuellement a la
maternité en consultation prénatale (CPN) et par 1’équipe de RECIPAL jusqu’a
I’accouchement. Un test de dépistage du VIH était effectué chez les femmes a la premiére
CPN. Des données cliniques, anthropométriques, obstétricales et liées a la prévention
d’affections pendant la grossesse (utilisation de MIILDA, administration du TPIg,
supplémentation en micronutriments, fer et acide folique) étaient collectées a chaque CPN.
Par ailleurs, un dépistage du paludisme par une GE et une PCR ainsi que la recherche d'une
infection urinaire par I'utilisation d'une bandelette urinaire étaient systématiquement réalisés a
chaque CPN mensuelle. En cas de survenue de symptdmes en faveur d’un paludisme, les
femmes consultaient en urgence. Un test de diagnostic rapide du paludisme (Pf+pan rapid
test SD Bioline Ag, IDA foundation, Netherlands; BioSynex, France) était alors effectué et la
femme était automatiquement prise en charge dés confirmation de la maladie. Un échantillon
de sang veineux était prélevé aux 1% et au 3°™ trimestres de grossesse afin de doser le taux
d’Hb.

Au moins cing échographies-doppler étaient réalisées pour chaque femme enceinte, la
premicre étant réalisée avant 15 semaines d’aménorrhée pour une datation précise de la
grossesse. L’estimation de 1’age gestationnel (AG) s’est faite en semaines d’aménorrhée.
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L’AG de datation final retenu était basé sur les résultats de la date des derniéres regles (DDR)
ou de I’échographie. Il correspondait a I’AG basé sur la DDR si la différence entre les deux
mesures (DDR-échographie) était inférieure a 7 jours et a I’AG basé sur I’échographie de
datation dans le cas contraire (différence supérieure a 7 jours).

A D’accouchement, les données anthropométriques du nouveau-né etaient recueillies ainsi
qu’un échantillon veineux de la mére, du cordon et du placenta a la recherche d’une infection
palustre.

Les équipes de la maternité et de 1’étude travaillaient harmonieusement en collaboration pour
le suivi prénatal des femmes. Un suivi gestationnel était considéré complet lorsque la femme
était suivie jusqu’a 1’accouchement. Un suivi était considéré incomplet, dans les deux
périodes du suivi, en cas de perte de vue (2 a 3 visites consécutives manquées avant
conception et aucune information disponible pendant plus de 3 mois au cours de la grossesse),
de migration hors de la zone d'étude, et en absence de données a l'accouchement, le plus

souvent a la suite d'une fausse couche.

v' EVALMOUS

Au cours du 1° trimestre de grossesse, les femmes incluses dans I’étude EVALMOUS
bénéficiaient de deux visites a domicile (une au début et une autre en fin de trimestre) avec le
recueil des mémes informations qu’a la visite pré-conceptionnelle. A la derniere visite (fin du
1°" trimestre), la MIILDA de la femme enceinte et 1’'une des MIILDA du foyer, tirée au sort
(si applicable), étaient récupérées (si accepté par la famille) puis testées au laboratoire pour
une évaluation biochimique. Par ailleurs, les MIILDA retirées dans chaque foyer étaient
automatiquement remplacées par de nouvelles offertes par 1’étude.

Le suivi EVALMOUS était considéré complet lorsque la femme avait bénéficié des 3 visites

prévues dans le protocole. Le suivi était considéré incomplet en cas de fausses couches, de
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migrations hors de la zone d’étude, de perdues de vues (derniére visite gestationnelle non

réalisée) ou de retraits de consentement.

La figure 7 récapitule les procédures de suivi et de collecte des données dans le cadre de notre

these.
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Inclusion

Période pré- Période
conceptionnelle gestationnelle
A \
|
1¢r trimestre
e B e S B B e B
Vi Va2 V3 V4 Vs Vo6 \'%4 V8
\ / Visites EVALMOUS \

ﬁnclusion

> RECIPAL

e Données
sociodémographiques et
économiques

e Caractéristiques du
logement et de
I’environnement

e Biens d’équipement du
ménage

e  Antécédents obstétricaux

e Anthropométrie de la
femme (poids, taille...)

e Dépistage infection
palustre (GE-FS/PCR)

e Dosage du taux d’'Hb

Visites a domicile mensuelles
e Test urinaire de grossesse,
DDR/aménorrhée
e  Anthropométrie/3 mois
e Apports alimentaires (x2)

> EVALMOUS

e Localisation GPS

e Données de possession,
utilisation, intégrité
physique de la MIILDA

)

GE : Goutte épaisse

Hb : Hémoglobine

V : Visite de grossesse

TDR : Test de diagnostic rapide
PC : Périmetre cranien

-~

Données de possession,
utilisation, intégrité
physique de la MIILDA
(visites début et fin du 1¢r
trimestre)

Données d’efficacité
chimique des MIILDA (fin
du 1°r trimestre)

/

CPN mensuelles RECIPAL

Suivi clinique, nutritionnel...

5 échographies obstétricales (1% entre 9 et 14 SA)
Dépistage infection palustre (GE-FS/PCR)
Dosage du taux d’Hb (CPN2&6)

Dépistage du VIH (CPN1)

Suivi passif (consultation d’urgence)
TDR+/- GE si température > 37,5°C ou antécédent de

fievre (<24h)

Accouchement
Meére : dépistage infection palustre (GE-FS/PCR)

Nouveau-né : anthropométrie (poids, taille, PC), dépistage

infection palustre sang du cordon (GE-FS/PCR)
Placenta : poids, infection palustre (Apposition-FS, PCR)

FS : Frottis sanguin

DDR : Date des derniéres regles
MIILDA : Moustiquaire imprégnée d’insecticide a longue durée d’action
Acc : Accouchement

PCR : Polymerase chain reaction

GPS : Global positioning system

SA : Semaine d’aménorrhée

Figure 7: Procédures de suivi et de collecte de données des études RECIPAL et EVALMOUS
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Le Tableau 4 présente la comparaison des caractéristiques générales des femmes de 1’étude

EVALMOUS aux autres femmes de I’étude RECIPAL non incluses dans EVALMOUS. Les

femmes des deux groupes étaient similaires pour quasiment toutes les caractéristiques

sociodemographiques mais également pour le statut infectieux avant grossesse. Une

différence est par contre notée au niveau ethnique. Une majorit¢ des femmes d’ethnie

« Toffin » ne sont pas incluses dans 1’étude EVALMOUS (85%) en comparaison de celles

incluses dans 1’étude (65%). Cette différence peut s’expliquer par la taille de I’échantillon

plus large des femmes de I’étude RECIPAL faisant suite a la durée plus longue de 1’étude

comparativement a 1’étude EVALMOUS. Le recrutement a donc permis d’inclure un plus

grand nombre de femmes, la majorité des femmes incluses vivant en zone lacustre et étant

d’ethnie Toffin.

Tableau 4: Comparaison des caractéristiques généerales des femmes enceintes des études EVALMOUS et

RECIPAL (N=411), 2014-2017, Bénin

Caractéristiques

Femmes enceintes de
I'étude RECIPAL
incluses dans
EVALMOUS (N=240)

Femmes enceintes de
I'étude RECIPAL non
incluses dans
EVALMOUS (N=171)

Moyenne (min-max) ou proportion (IC 95%)

p-value

Age (années)

< 3 grossesses

Gestite > 3 grossesses

Statut marital Cohabitation

Mariee
Niveau Ilettrée
d'éducation Lettrée
. Toffin
Ethnie Autres ?
Infection Négative
palustre avant ~ Submicroscopique
conception Microscopique

26,6 [26,0-27,4]

37,8 [30,6-45,5]
62,2 [54,5-69,3]

4,6 [1,9-7,2]
95,4 [91,2-98,0]

67,1[61,1-73,1]
32,9 [26,9-38,9]

65,0 [58,9-71,1]
35,0 [28,9-41,1]

73,0 [65,8-79,4]
22,6 [16,7-29,7]
4411,7-7,1]

27 [26,1-27,8]

40,6 [33,4-48,2]
59,4 [51,8-66,6]

8,2 [4,9-13,5]
91,8 [86,5-95,1]

75,9 [68,8-81,8]
24,1 [18,2-31,2]

84,7 [78,4-89,4]
15,3 [10,6-21,6]

65,9 [58,4-72,7]
25,3 [19,3-32,4]
8,8 [5,4-14,2]

0,66

0,6

0,13

0,19

0,01

0,17

Abréviations : N, effectif de femmes ; min, minimum ; max, maximum ; 1C95%, Intervalle de confiance a 95% ; 2 Autres

groupes ethniques inclus (Fon, Aizo, Yoruba, Adja, Goun, Ahoussa, Mahi et Sahoue).
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4.5. Techniques de laboratoire

4.5.1. Diagnostic microscopique de l'infection palustre
Le diagnostic microscopique s’est fait par goutte épaisse - frottis sanguin. La parasitémie

microscopique a été quantifiée par la technique de Lambaréné qui consiste en la lecture de la
totalité de 1’étalement sanguin effectué a partir d’une goutte de volume calibré [163-165].
Cette technique a un seuil de détection estimé a 5 parasites/pl et a une sensibilité meilleure
que celle de la goutte épaisse classique [163].

Au cours de 1’étude, chaque lame a été lue par deux microscopistes qualifiés et indépendants.
Les résultats des prélevements étaient reportés en aveugle par chacun des microscopistes. Un
microscopiste senior n’était sollicité qu’en cas de discordance entre les résultats des deux

microscopistes.

4.5.2. Diagnostic submicroscopique de I'infection palustre
La détection des infections par P. falciparum a également été faite par une réaction de

polymérisation en chaine quantitative en temps réel (qPCR) qui a ciblé le geéne 18S de I’ADN

ribosomial [166, 167].

4.5.3. Dosage du taux d’hémoglobine
Le taux d'hémoglobine était déterminé par une méthode photométrique a l'aide d'un

hémoglobinometre (HemoCue®) nécessitant 8-10 pl de sang.

4.6. Gestion des événements morbides

Les évenements morbides survenus chez les femmes enceintes étaient pris en charge par
I’étude conformément aux recommandations du Ministére de la Santé du Bénin. Les cas de
paludisme simple et d'anémie modérée (taux d'Hb entre 7 et 11 g/dl) étaient pris en charge au
niveau des maternités de I'étude. Par contre, les cas de paludisme grave et d'anémie sévere
(taux d'Hb < 7 g/dl) étaient référés vers I'nbpital de zone en premiere intention. En cas
d’insuffisance du plateau technique a I’hopital de zone ou d’événements morbides au cours de
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I’étude RECIPAL, la référence des participantes se faisait vers les centres hospitalo-
universitaires de Cotonou: la clinique universitaire de gynéco-obstétrique (CUGO) du centre
national hospitalo-universitaire Hubert-Koutoukou-Manga (CNHU-HKM) et le centre
hospitalo-universitaire (CHU-MEL). Tous les médicaments administrés pour le traitement des
infections/affections détectées au cours de 1’étude (paludisme, schistosomiase urinaire,
infections sexuellement transmissibles, anémie), ainsi que les affections en relation avec la
grossesse et survenues au cours du suivi ont été pris en charge financiérement par le projet.

A T’inclusion, pendant la période pré-conceptionnelle, les femmes infectées par P. falciparum,
qu'elles soient symptomatiques ou non, ont été traitées par de 1’artéméther-luméfantrine
(96/480 mg) deux fois par jour pendant 3 jours. Les femmes anémiées (taux d'Hb < 120 g/L)
ont recu des comprimeés de fer (200 mg) et d'acide folique (10 mg) deux fois par jour pour un
traitement de 3 mois. Les femmes tres dénutries (IMC <17 kg/m?) avant conception, ont
bénéfici¢ de conseils alimentaires, d’un monitorage mensuel du poids et ont été orientées vers
des structures de référence pour un bilan étiologique.

Pendant la grossesse, en cas de paludisme non compliqué au 1° trimestre, les femmes étaient
traitées avec de la quinine par voie orale (10 mg/kg/8 heures) pendant 7 jours. En dehors de la
premiere prise, 1’observance au traitement n’a pas été vérifiée. En cas de paludisme sévere,
l'artésunate par voie intraveineuse a été utilisé jusqu'a ce que le traitement oral soit toléré
(relais par les combinaisons thérapeutiques a base d'artémisinine). Les infections aux 2: et 3¢r
trimestres ont été traitées avec de l'artéméther-luméfantrine pendant 3 jours. Les femmes
recevaient 200 mg de sulfate de fer, deux fois par jour pendant 3 mois en cas d'anémie
modérée ou étaient référées vers un hopital de référence en cas d'anémie sévere. Par ailleurs,
selon les recommandations nationales, toutes les femmes ont regu une supplémentation en fer
(200 mg/jour) et en acide folique (5 mg/jour) jusgu'a I'accouchement pour prévenir I'anémie

gestationnelle.
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Le diagramme de flux de I’étude est présenté par la figure 8.

" Etude RECIPAL J Etude EVALMOUS |
Pré-conception Pré-conception
————————————————— *
N=1214 N=576
¥
Grossesse Grossesse
N=411 | TTTTTTTTTTTT > N=240
Accouchement Suivi complet a la fin du
N=273 premier trimestre
N=203
260 singletons
12 jumeaux
1 triplet

Figure 8: Diagramme de flux de I'étude

4.7. Gestion des données

La gestion des données (base de données, saisie, monitorage et nettoyage) des femmes avant

et pendant grossesse a ¢té effectuée dans chaque étude par I’équipe de coordination de 1’étude.
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Les données ont été saisies sur le logiciel Access (Microsoft, version 2007) pour 1’étude
RECIPAL et pour I’étude EVALMOUS, une base de données a été créée sur le logiciel Epi
Info.

Sur EVALMOUS, le médecin superviseur se chargeait de la vérification hebdomadaire des
CRFs, comme sur RECIPAL, ainsi que de la double validation des données saisies avec
I’établissement d’un rapport notant les différentes incohérences. Ce rapport permettait des lors

la correction des erreurs directement avec les agents enquéteurs.

4.8. Analyses statistiques

Un nettoyage de notre base de données brute a été realisé. Nous avons ensuite crée toutes
les variables nécessaires a nos analyses.
Notre variable d’intérét était I’infection palustre qui a été définie comme suit :
Tout d’abord I’infection palustre était une variable ordinale a trois catégories (négative,
submicroscopique ou microscopique). Elle a été définie a chaque visite réalisée et a chaque
trimestre de grossesse (< 14 SA, 15-27 SA, et > 28 SA pour respectivement le premier,
deuxieme et troisieme trimestre de grossesse) en nous basant sur les résultats des tests de
diagnostics que sont la GEDP, le TDR et la PCR.
A chaque visite, I’infection était définie comme « négative » quand la GEDP ou le TDR et la
PCR étaient négatifs. Elle était « submicroscopique » quand la GEDP ou le TDR était négatif
et la PCR positive. Elle était « microscopique » quand la GEDP ou le TDR était positif.
A chaque trimestre, 1’infection était « négative » quand la GEDP ou le TDR et la PCR étaient
négatifs a toutes les visites du trimestre. L’infection était submicroscopique quand la GEDP
ou le TDR était négatif et la PCR positive a au moins une visite du trimestre. Elle était
microscopique quand la GEDP ou le TDR était positif a au moins une visite du trimestre.
Le nombre d’infections palustres ¢était la somme de toutes les infections palustres
(microscopiques et submicroscopiques) contractées par la femme pendant une période de la
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grossesse. Le nombre d’infections palustres submicroscopiques était la somme des infections
palustres submicroscopiques contractées par la femme pendant une période de la grossesse.
Une fois qu’une base de données propre a €té obtenue, nous avons exécuté nos différentes
analyses pour I’atteinte de nos objectifs. En premier lieu, nous avons a chaque fois réalisé une
analyse descriptive de notre population d’étude avant de répondre aux différents objectifs. La
description a porté sur les caractéristiqgues générales des femmes de 1’étude a savoir les
caractéristiques sociodémographiques, les caractéristiques liées a 1’exposition de la femme
(statut infectieux, utilisation des moyens de prévention contre le paludisme ...). Les variables
qualitatives ont été estimeées par des fréquences avec leur intervalle de confiance a 95% et les
variables quantitatives par des moyennes avec les valeurs minimales et maximales. Le test de
Chi2 et le t-test ont été utilisé pour comparer respectivement les proportions et les moyennes
entre les différents groupes de femmes.

Pour I’analyse de nos données, nous avons mis en ceuvre des modeles de régression adaptés a
la question posée dans chaque article. Les tests d’hypotheses adaptés a chaque modele de
régression utilisé ont été réalisés. Ces modeles sont justifiés pour chaque article dans la partie
« Discussion ». Nos analyses ont porté sur les 273 femmes enceintes qui ont accouché dans le
cadre de I’étude RECIPAL. Nous avons d’abord testé¢ en analyse univariée, la relation brute
existant entre la variable d’intérét liée a chaque article et les variables explicatives. Toutes les
variables ayant une valeur p inférieure a 0,2 dans les analyses univariées ont été incluses dans
les modéles multivariés. Dans nos analyses multivariées, un ajustement sur les variables
explicatives définies est réalisé dans nos différents modéles de régression. Ensuite, nous
avons utilisé une procédure de sélection pas-a-pas descendante et les variables ayant une
valeur p inférieure a 0,1 ont été retenues dans les différents modéles multivariés finaux. La
version 13 de Stata pour Windows (Stata Corp., College Station, TX) a été utilisée pour toutes

les analyses statistiques.
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4.9. Aspects éthiques
Les projets RECIPAL et EVALMOUS ont été approuvés par le comité éthique de

I'Institut des Sciences Biomédicales Appliquées (ISBA) de Cotonou et ont regu la clairance
éthique du comité consultatif de déontologie et d'éthique de I'IRD. Ainsi, deux types de
consentements éclairés étaient signés, 1’un dans le cadre du projet RECIPAL permettant le
suivi des femmes avant et pendant la grossesse et I’autre dans le cadre du projet EVALMOUS
pour le suivi des femmes et I’utilisation des MIILDA avant la grossesse et au premier
trimestre de grossesse. Avant chaque inclusion, I'étude était expliquée a la participante, en
francais ou en langue locale (Toffin, Aizo, Fon) pour celles qui ne comprenaient pas le
francais. En cas d'accord de participation aux études, une notice d'information était remise a la
femme et le consentement éclairé signé par la femme (ou par un témoin impartial en cas
d'illettrisme) était recueilli. Une copie des documents était remise a la femme et l'autre
conservée au niveau du site de I'étude. Pendant toute I'étude, le retrait de consentement des

femmes de 1’étude était volontaire et libre.
4.10. Implication personnelle dans le projet
Au cours de ma these, j’ai :

- Valorisé les resultats de mon master 2 portant sur EVALMOUS, que j’ai supervisé
sur le terrain dans le cadre de mon stage de M2, par la rédaction et la publication

d’un article scientifique;

- Réalisé un nettoyage des données de 1’étude RECIPAL portant sur les infections

submicroscopiques ;
- Construit ma base de travail ;
- Réalisé toutes les analyses statistiques pour répondre aux objectifs de la thése;

- Reédigé deux articles scientifiques portant sur les infections submicroscopiques

survenues au cours de 1’étude RECIPAL.
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L'ensemble de mon travail de these a éteé réalisé sous la supervision du Dr Gilles Cottrell et du
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V. RESULTATS
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5.1.  Article 1: Hounkonnou CPA et al. Dynamics of Submicroscopic Plasmodium

falciparum Infections Throughout Pregnancy: A Preconception Cohort Study in

Benin. Clin Infect Dis. doi:10.1093/cid/ciz748.

5.1.1. Problématique de |'article

Les conséquences néfastes du paludisme gestationnel sur la santé maternelle et périnatale sont
déja connues depuis des décennies [20, 23-25]. Des études ont également montré
I’association entre les infections microscopiques palustres survenant au 1° trimestre de
grossesse et la survenue de mauvais indicateurs de santé¢ maternelle et foetale comme 1’anémie
maternelle et le FPN [118, 119, 168]. Malgré cela, en 2018, environ 11 millions de femmes
enceintes étaient encore exposees au paludisme en Afrique sub-saharienne (ASS) [169].

Par ailleurs, des méthodes de diagnostic moléculaire récentes (PCR) beaucoup plus sensibles
que les méthodes usuelles (GE et TDR) révélent une forte prévalence des infections a P.
falciparum dites « submicroscocopiques » en population générale [15] et plus précisément
chez les femmes enceintes [18]. Ceci amene a porter un nouveau regard sur la proportion
réelle des femmes considérées jusqu’alors comme « non infectées » par P. falciparum. En
effet, ces infections submicroscopiques sont asymptomatiques et passent donc inapercgues lors
des diagnostics classiques. Or, certaines études récentes suggerent que la survenue précoce de
ces infections au cours de la grossesse pourrait étre également associées a des risques
d’anémie maternelle et de FPN [18, 32, 33]. Ces infections prennent donc une importance
majeure en santé publique.

L’objectif de cet article était d’étudier plus précisément la dynamique ainsi que les facteurs de
risque des infections par P. falciparum, aussi bien submicroscopiques que microscopiques

tout au long de la grossesse. La particularité de notre étude est I’accés aux femmes des le
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début de la grossesse donnant ainsi la possibilité d’étudier le 1°" trimestre, période critique de

la grossesse, cette période de la grossesse étant rarement étudiée en ASS.

5.1.2. Résumé et commentaire de I'article

5.1.21. Resultats
Caractéristiques générales des femmes ayant accouché au cours de I’étude RECIPAL
Les femmes étaient majoritairement jeunes avec une moyenne d’age a 26,8 ans. La prévalence
des infections submicroscopiques avant grossesse était de 24.9%. En moyenne, les femmes
¢taient vues a 7 SA pour leur premi¢re CPN, accouchaient a 39 SA et ont bénéficié d’environ
8.3 CPN durant le suivi. Environ 9 femmes sur 10 (97.8%) ont déclaré posséder une MIILDA,
9% d’entre elles étaient primigestes et les trois-quarts d’entre elles appartenaient a 1’ethnie
Toffin.
Infections palustres durant le suivi et facteurs de risque
La prévalence des infections submicroscopiques avant et a toutes les visites de la grossesse
étaient environ deux fois supérieure a celle des infections microscopiques. Une plus forte
proportion d’infections aussi bien microscopiques que submicroscopiques est observée au
cours des premiéres CPN correspondant au premier trimestre de grossesse par rapport au reste
de la grossesse. Nous avons noté I’existence d’une interaction de second ordre entre
I’infection avant grossesse, 1’Age maternel et le trimestre de grossesse. Comparées aux
femmes agées (>26 ans) sans infection avant grossesse, les jeunes femmes (<26ans) ayant
contracté une infection palustre, submicroscopique ou microscopique, avant la grossesse sont
plus a risque de développer une infection tout le long de la grossesse avec un risque plus élevé

au premier trimestre et qui diminue au deuxiéme puis au troisieme trimestre de grossesse.

73



5.1.2.2.  Discussion

Nous avons décrit la dynamique des infections palustres chez les femmes enceintes de
la cohorte RECIPAL. La description brute de la dynamique des infections chez la population
a risque que sont les femmes enceintes est assez complexe. En effet, du fait de leur
vulnérabilite, les femmes enceintes sont protégées par les MIILDA et le TPIg. L’existence de
ces moyens de protection, jugés efficaces dans la lutte contre le paludisme, influe
obligatoirement sur la dynamique des infections le long de la grossesse. L’influence du TPIg
sur cette dynamique se refléte trés bien sur la courbe de la dynamique des infections par visite
avec une baisse conséquente des infections a partir du 2°™ trimestre (moment théorique de
début de prise du TPIg). Pour tenir compte de cet impact des MIILDA et du TPI sur la
dynamique des infections palustres aux différents trimestres de grossesse, nous avons réealisé
une analyse multivariée ajustée sur leurs utilisations par les femmes enceintes et d’autres co-
variables d’ajustement.
Dans nos analyses, 1’événement d’intérét principal est I’infection palustre aux trois trimestres
de grossesse. Un modele de régression adapté pour tenir compte de cette dépendance
potentielle des données est le modéle mixte.
Afin d’identifier ’effet propre de chaque variable explicative sur le statut infectieux de la
femme, qui dans notre cas est ordonné (négatif, submicroscopique et microscopigue), nous
avons opté pour une régression logistique ordinale. Nous avons donc jugé pertinent de mettre
en ceuvre un modele logistique ordinal mixte.
Le modeéle de régression logistique ordinal (modéle classique) se base sur une hypothéese de
risques proportionnels qui est restrictive lorsque ’hypothese est violée. Il existe cependant
une extension de ce modele ne nécessitant pas la validation de I’hypothése de risques

proportionnels [170, 171].
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Nous avons tout d’abord testé, par un test de Brant [171], I’hypothése des risques
proportionnels. L hypothése des risques proportionnels étant respectée, le modele classique a
été utilisé pour nos analyses.

La réalisation du mode¢le d’analyse a permis d’obtenir un odds-ratio par facteur d’ajustement.

Les résultats obtenus avec le modéle sont consignés dans le tableau ci-dessous.

Tableau 5: Déterminants associés a la survenue d'une infection palustre trimestrielle, régression

binomiale négative, N=273, RECIPAL 2014-2017, Bénin

Infection palustre trimestrielle

iabl
Variables ORa IC 95% pvalue

<26ans+pas d’infection
palustre avant 1 0,005
grossessestrimestre1

<26ans-infection palustre
submicroscopique avant 7,41 [2,71-20,23]
grossessestrimestre1

<26ans-infection palustre
microscopique avant 19,61 [4,47-85,94]
grossessestrimestre1

<26ans-infection palustre
microscopique avant 5,29 [1,01-27,58]
grossessestrimestre2

<26ans+infection palustre
submicroscopique avant 3,2 [0,82-12,38]
grossessestrimestre2

<26ans+pas d’infection
palustre avant 1,71 [0,70-4,17]
grossessestrimestre2

<26ans+infection palustre
submicroscopique avant 1,87 [0,52-6,75]
grossessestrimestre3

Terme d’interaction au
2eme degré: ages
infection palustre avant
grossessex trimestre

<26ans+infection palustre
microscopique avant 1,18 [0,24-5,81]
grossessestrimestre3
<26ans+pas d’infection
palustre avant 1,33 [0,48-3,70]
grossessestrimestre3
>26ans+no malaria before

pregnancy-trimestre1 0,98 [0,48-1,98]

>26ans+infection palustre
submicroscopique avant 2.6 [1,04-6,52]
grossessestrimestre1

>26ans+infection palustre
microscopique avant 0,43 [0,03-5,57]
grossessestrimestre1
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>26ans+infection palustre

microscopique avant 2,39 [0,31-18,34]
grossessestrimestre2
>26ans+infection palustre
submicroscopique avant 2,14 [0,66-7,00]
grossessestrimestre2
>26ans+pas d’infection
palustre avant 1,48 [0,61-3,58]
grossessestrimestre2
>26ans+infection palustre
submicroscopique avant 1,25 [0,35-4,44]
grossessestrimestre3
>26ans+infection palustre
microscopique avant 4,5 [0,35-58,03]
grossessestrimestre3
>26ans+pas d’infection
palustre avant 1,5 [0,54-4,17]
grossessestrimestre3
0 1 0,015
1 0,33-1,18
Nombre de doses de TPI 0,63 [0,33 !
2 0,32 [0,15-0,66]
3 0,38 [0,13-1,07]
Infecti lustre ] Négative 1 0,002
nlection palustre ‘e Submicroscopique 2,11 [1,14-3,90]
trimestre précédent ) .
Microscopique 0,88 [0,31-2,47]
Ethnie Toffin 2,13 [1,29-3,52] 0,003

L’interprétation des résultats de ce modele n’est pas aisée. En effet, L’OR obtenu met en
contraste, pour un seuil donné de la variable a expliquer, le rapport des risques des catégories
au-dessus du seuil versus les catégories inférieures de la variable d’intérét.

Prenons I’exemple du nombre de doses de TPI pour interpréter les résultats obtenus avec ce
modele de régression. Les catégories de notre infection palustre trimestrielle (variable
d’intérét) sont « negative », «submicroscopique » et «microscopique », la catégorie
« négative » étant la référence. L’interprétation se fera par exemple comme suit : Comparées
aux femmes ayant eu 0 dose de TPI pendant la grossesse, celles ayant eu 2 doses ont 68%
moins de risques de contracter une infection trimestrielle négative qu’une infection palustre
trimestrielle submicroscopique ou microscopique combinée. L’hypothése de proportionnalité

des risques étant respectée, on dira également que comparées aux femmes ayant eu 0 dose de
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TPI pendant la grossesse, celles ayant eu 2 doses ont 68% moins de risques de contracter une
infection trimestrielle microscopique qu’une infection palustre trimestrielle négative ou
submicroscopique combinée. Cependant, 1’interprétation qui nous intéresse concerne 1’OR de
chaque classe unique notamment celle des infections submicroscopiques par rapport a la
catégorie de référence (négative), et 1’évaluation directe de 1’effet propre de la prise de 2
doses de TPI sur la survenue des infections submicroscopiques par rapport a 1’absence
d’infection uniquement (catégorie de référence) est donc difficile. Ces ORa ne nous
permettant pas d’atteindre notre objectif d’évaluer I'impact des facteurs de risque sur la
dynamique propre des infections submicroscopiques, nous avons décidé de rendre ces
résultats plus compréhensibles [172]. Pour cela, nous avons estimé les probabilités prédites,
par notre modeéle de régression, de survenue de I’infection palustre chez les femmes en
fonction du statut infectieux submicroscopique avant grossesse et de leur age.

La découverte d’un groupe a haut risque de survenue d’infections palustres pendant la
grossesse avec un risque plus élevé au premier trimestre montre la nécessité de cibler les
jeunes femmes en age de procréer dans la lutte contre la maladie. Nous avons démontré la
vulnérabilité¢ des femmes au premier trimestre de grossesse. D’un point de vue de santé
publique, cibler cette population de jeunes femmes en age de procréer pour une stratégie
préventive permettrait de réduire considérablement le fardeau de la maladie chez les
personnes les plus vulnérables que sont les femmes enceintes et les nouveau-nés. Ces
stratégies préventives devraient cibler la pré-grossesse mais également la grossesse
notamment le 1°" trimestre. En pré-grossesse, la vaccination des jeunes femmes en age de
procréer, si elle s’avere efficace, pourrait étre une bonne stratégie [151, 153]. Le 1* trimestre
de grossesse devrait étre couvert par une méthode préventive supplémentaire aux MIILDA
pour une meilleure protection des femmes enceintes. La mise en place de telles stratégies

devra passer par I’organisation de séances d’information et de sensibilisation mais également
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I’adhésion du personnel de santé et de la population a ces stratégies. En effet, il faudrait
pouvoir avoir acces aux jeunes femmes en pré-conception et également des les tous premiers
mois de la grossesse dans un contexte ou la majorité des femmes ne consultent qu’a partir du

2°™M trimestre de grossesse [123-126].

5.1.3. Hounkonnou et al., Clinical Infectious Disease 2019
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Background.  In the context of ghvbal malarts ellmination efforts, spectal attention 15 being pald to submicroscopic Plasmodium
Sfalcrparum infections. In pregnant, sub-Saharan African women, such infections are more prevalent than microscopic infections,
and are thought to have adverse effects on both mothers' and newborns' health. However, no study has studied the dynamics and de-
terminants of these infectbons throughowt pregnancy. Retard de Crotssance Intra-wterin et Paludisme (RECIPAL), a preconception
cohort study carmied owt in Benin between 2014 and 2017, represented a unlque opportunity to assess this issue.

Methods. We used data from 273 pregnant Beninese women who were followed-up from preconception to delivery. We studled
the dymamics of and factors Influencing submicroscoplc (and microscopic) P faiciperum Infections during the 3 trimesters of preg-
nancy, using an ordinal kglstic mixed model

Resulis.  The incidence rate of submicroscopic P faloiparom infections during pregnancy was 12.7 per 100 person-months (95%
confidence imterval [CI] 10.8-14.9), compared to &7 per 100 person-months (95% CI 5.5-8.1) for microscopic infections. The
prevalences were highest In the first timester for both submicroscopic and microscopic infections. After adhestment for potential
confounding factors, we found that those of young age and those with a submicroscopic P falciperum infection prior to pregnancy
were at ignificantly higher risks of submicroscopic and microscoplc infections throughowt pregnancy, with a more pronounced ef-
fect in the first trimester of pregnancy.

Conclusions. The first trimester of pregnancy 1s a particulardy high-risk perbod for P felclparem infection during pregoancy,
especially for the youngest women. Malarla prevention toods covering the preconception period and eardy pregmancy are urgently

needed to better protect pregnant women and their newhoms.

Eeywords.  dynamic; submicroscopic P falcipanem infections; pregnancy; preconception cohort; sub-Saharan Africa.

Approximately 30 million pregnant women are exposed o ma-
laria every year [1. 2] tn sub-Saharan Africa Many studies have
highlighted the impact of malarta in pregnancy (MiF), with ad-
verse consequences such as maternal anemia, prematurity, and
low birth weight | 3-6] assocated with a high risk of maternal and
Infant mortality [7]. To protect women against MIF, the Word
Health Organtzation recommends different strategies, such as
intermittent preventive trestment in pregnancy (IFTp) with
sulfadoodne-pyrimethamine and Insecticide-treated nets, which
heave led to substantisl Improvements in birth outcomes [E-10]
and reductions of malaria-related mortality and morbidity rates
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[11). However, these policies remain suboptimal, in particular
because the first trimester of pregnancy currently remains un-
profected for different ressons. Fistly, IPTp with sulfsdoxdne-
prrimethamine is contraindicated in the first tnmester duee to
peoasthle teratogenic effects [12]. Secondly, 1n sub-Saharan Africa,
pregnant women habiiually sttend thelr first antenatal comsul-
tation onby in the second trimester [13, 14]. Therefore, litfle is
knowm aboust the actual infection risk during the first trimester,
which is likely an under-profected period [ 15, 16]. This s critical,
since malaria in early pregnancy has been shown to be assodated
with deleteriows pregnancy cutonmes [17-19).
Moreover, in the last decade, several studies have revealed a
high prevalence of camrage of submicroscopic Infections, de-
tected by polymerase chain reaction (PCE)-based molecular
methods that are more sensitive than the standand malaria de-
tection tools, and shedding mew light on the real prevalence of
malaria infections |20), especially In pregnant women [Z1].
In additton, such submicroscopic infections—espedally those
ooourring early in pregnancy [21] are suspected to adversehy of-
ferct womens' and newborns' health [21-23], but are nevertheless
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wsually ssympiomatic and, thus, remain unireated during
Pregnancy.

The Retard de Crotssance Intra-uterin et Paludisme
(RECIPAL) stisdy, a cohort study of malaria in pregnant women
followed-up from preconception to delivery in Benin, was a
unique opportunity o assess the dynamics and determinants of
submicroscoplc (and microscopic) infections throughout preg-
nancy, particularly in the first trimester.

Sy Design

RECIFAL 1s a preconception cobort study that assessed the effects
of malaria Infection {micrsooplc and submicroscopic) during
pregnancy on the mother and the fetus. The study design has been
described dsewhere [15). Briefly, it was conducted in southern
Benin from fune 2014 to Augest 2017. A todal of 1214 women of
reproductive age (WHA) were recrutted (primary cohort). The
subsample of women who became pregnant was then iollowed -up
monthly in the stsdy’s health facilities throughout pregmancy,
until deltvery (secondary cohort). Durng the study, infections
with Plasmodium finkctpariem were detected by both thick blood
smears (TBSs) and PCRs. Only infected women (detected by TBS
and rapid diagnostic test [RDT], when applicable) were treated.
PCH:s were performed later. The project provided all treatments
given for amy infection ocourming during pregnancy |24].

FPreconcepton Fellow-up: Primary Cobort
The study was introduced to the kocal suthortties and various ap-
proaches were used o recruit WERA, Including repeated aware-
ness sesslons, partidpation of the community's leaders, and
door-to-door recrutiment. Another study (Clinical development
of 8 VAR2CSA-based Placental Malarla Vaccine [PlacMalVac]),
which concerned the development of a Variant surface antigen
2 chondrodtin sulfate A-based vaccine against placental malaria,
was Implemented In the same area and Induded exdustvely
primigravidae [25]. The women enrolled in the vaccine-related
study were no konger eligible for RECIPAL

At enrollment, demographics, socloeconomic characteristics,
and reproductive histories were collected and all women were
screened for malaria. Women were visited at home monthly to
record the first day of the last menstrial perod and a urinary
pregnancy test was performed on all women who did not have a
until pregnancy was confirmed with a maximusm of 24 months

Cestational Follow-up- Secomdsry Cohort

Once the pregnancy was conflirmed, the women were illowed -up
muonthly until deltvery. Clinical, obstetrical, and anthropometric
data, as well as malaria infection soeening data, were collected
A gestational age (GA) estimation was based elther on the kst
‘menstneal period or first ulirasound scan [26]. A TBS and an RDT
were performed in the case of a fever or malaria-like sympioms.
According to recommendations in Benin (at least ? doses during
pregnancy). [FTp was given from the second trimester

Laborgiory Procedares
P falctperum was (1) quantified by the Lambaréns technbque,
with a detection threshold estimated at 5 parasites/plL [24, 27]:
and (Z) tested by real-time quantitative PCR that targeted the
185 ribosomal ribonudelc actd gene [28, 29]. A negative control
with no DMA template was run in all reactions. The RDT used
was the Pf + pan rapid test (SD Bloline Ag. IDA Foundation;
BaoSymex) [15].

Ethics Statement

The Ethics Committee of the Institut des Sclences Blomédicales
Appliquées approved this study, as did the Ministry of Health
in Benin. Before any enrollment, the study was explained in the
local kanguage to the woman, and her freely given consent was
obtaimed.

Statisiical Axslysis
Our main objective was to study the dymamics and the deter-
minants of submicroscopic (a5 well as microscopic) P faiolp-
arum Infections during pregnancy, with a particular focus on
thee first timiester.

Owr analysis sample was the 273 women fiollowed-up from
preconception until deltvery, allowing for the definition of
their P falciparum infection status during the 3 trimesters of
PrEgmancy.

Owur dependent varlable was a time-dependent, ordinal
vartable with 3 classes (negative, submicroscopic, and micro-
scopic Infection statws), summarizing the P falcparum Infec-
tion status of the woman in each trimester. This vartable was
bauilt in 2 steps. First, at each visit, the P falciparum infection
was defined as megative if all tests (TBS, PCR, and RDT, when
applicable) were negative; & 3 submicroscopic Infection If the
TBS (and RDT, when applicable) was negative but the PCR
was positive; and as a microscoplc Infection if the TBS or RDT
(when applicable) was posttive whatever the PCR was positive
or negative.

Second, In each trimester, the P jaloiparum infection status
was defined as the sum of P falciparum infections during the
visiis of the timester. Thas, for a given trimester, the P falop-
arum infection status of 8 women was elther:

1. Megative (no P falciparum infection), If the woman was diag-
nosed as negative at all visits during the trimester;

2. A submicroscopic P folcparum infection, if the woman was
dizgnosed as having a submicroscopic infecton during at
least 1 visit and was not diagnosed as having a microscoplc
Infection at any visit during the trimester; or

3. A microscoplc P ofakciperum infection, if the woman was
dizgnosed as having a microscoplc infection during at least
1 visit during the trimester.

An example 15 shown (Figure 1) of a hypothetical pregnant
women who would have attended 8 visits during the 3 timesters.
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Infectio stahis per imestervarshis, '3 ypotheticsl et woman who would have Sttended 2 visits In the frst

trimester, 3 visits In the sscond rimester, nd Tvisits in the Tirg Mmester 13t the 2 visis In th irst Fimester (e wOman was Sagnosed = nagatve, In the second trimester
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As explanatory variables, we consbdered soclodemographiic
characteristhcs, Including maternal age (2 dasses, according to
the median of our sample: 26 years old), marital stabes, residence
area, ethnicity, and education level. We also consldered clinical
characteristics, iIncheding the presence of a B fiulciparem infec-
tion before pregnancy (e, at inclusion in the primary cohort;
negative, submicroscoplc, microscopicl; gravidity; number of
[FTp doses during pregnancy until the current trimester (Hme-
dependent varizble varying according to the trimester); trimes-
ters of pregnancy (=14 weeks of pestation [wg], 15-27 wg, and
228 wy for the first, secomnd, and third trimesters, respectivelyl;
P faictperum infection status from the previous trimester (set to
negative for the first trimester); and season at delivery.

Siatistical Madel

Since our dependent variable was a repeated {at the 3 irimesters)
ordinal variable, we performed a classic, ordinal, logistic, mized
maodel to assess the determinants of P faloperum infection

status’ dynamics scoording to the trimesters of pregnancy. The
hypothests of the parallel lines was tested and was not viokated

for any covariate The variables for which the P values were
less than 0.20 In & wnivariate analysls were Introduced 1n the
multhrariate model

A preliminary analysis showed a possible interaction be-
tween having a P jaloparum infection before pregnancy and
maternal zge, which depended on the trimester of pregnancy.
For this reason, we introduced In cur model a second-order
Interaction term between P fislciparum infections before preg-
nancy, maternal age, and trimester.

We performed a step-by-step backward selection to eliminate
the nonsignificant, independent variables imtrodisced in the in-
ttizl mubttvartate model The varables for which the P values
were bess than 0L05 were retained in the final multivariste model

In an ordinal kegistic mixed model, the estimated odds ratios
are cumulative, and then do not allow for a comparison of
the risk of 3 submicroscoplc {or microscopic) Infection status

1214WRA - 411 pregnancies " 273 dellveries
recruted
o -. e e
* 36 oo = T2 misgarrages
o ow-up vish ot
Prapgramsy - 2 herapautes
- 272 withdrawal of abordons r
EARSRAE .
- 128 migrotons PR
! e B
— -tEfemlny | - 4B withdrawal of
proklems
Bt = AT mipradens
- 8 other reasons

FgureZ  Fow chart ol Retand de Crolssance nira-ulerin 21 Paludisme [RECIPAL] study, June 201 4-fogust 7117, Benin. Abbreviation WRA, women of epmducive age.
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versus a negative status according to the covartates. Therefore,
we dertved from the model the predicted probabilities (nisk) of
a P faictperum infection stabes according to the submicroscopic
infection status before pregnancy and maternal age.

Stata version 13 for Windows (Stata Corp., College Station,
TX) was wsed for all statistical analyses.

RESULTS

During follow-up (Figure 2, 1214 WERA were Included. Among
them, 411 women (33.8%) became pregnant and 273 (66.4%)
deltvered with a complete follow-up. 'We compared the 138
lost to follow-up and the 273 pregnant women Incheded
our analysts sccording to maternal age, gestational rank, and
P falciparum infection status before pregnancy, and found no
sigmificant difference (Supplementary Table 1). Cut of the 138
pregrant women lost to follow-up, the maln casses were mis-
carriages (52.17%) and withdrawals of consent (33.33%).

Pregnant Womens' Characleristics and Malarda Imlection During the
Falkow-up

Table 1 presents the general charactertstics of the pregnant
women. More than three-quarters of the women were under
30 years of age, and 8.8% of them were primigravidse. The first
amtenatal consultation occurred, on average, at 7.1 wg and the
mean GA at delivery was 39.2 wg. The majority of pregnant
women (743%) belonged to the Toffin ethnic growp. Almost
1 In 4 women [24.9%) were carrylng submicroscoplc P fielcip-
arem Infections before pregnancy. All but 10 women recetved at
least 1 dose of [FTp during the follow-up. Out of the 263 preg-
nant women who recetved [FTp, the average GA at the first in-
take of IPTp was at 23 wg £ 5 wg.

Figure 3 shows the evolution of submicroscopic and micro-
scophc P faloiparum infections from preconception to deftvery
in the study. At each visit, the proportion of submlcroscopic
P falciparum infections was higher than the proportion of mi-
croscopic P falciperum infections. Both submicroscoplc and
microscopic P faloipariem infections were at thelr highest level
during the first trimester. The overall incidence rates of submil-
croscopic and microscopic P fialciparum infections during preg-
nancy were 12.7 (95% confidence interval [CI] 10.8-14.9) and
6.7 (95% CI 5.5-8.1) per 10 persons-months, respectiely

Figure 4 shows the proportions of women with microscopic
and submicroscopic infections at each trimester. The propor-
tion with submicroscopic infections was abways higher than the
proportion with microscopic Infections (29.3% vs 20.2% for the
first trimester, respectively; 29.1% vs 17.3% for the sscond tn-
mester, respectively; and 20.5% vs 17.2% for the third trimester,
respectively).

Factors Comributing bo the Prasmodium felciparum Infection Dymamics
In the final multivarate model, the statistcally sigmifi-

cant factors contributing to P faiciperum infection status

Table 1. Gemeral Chareciensics of te Pregeasi Women Followed-up
Uwill Dellvery n the Retsrd de Crodssance Intra-wiedn et Palodisme
(RECIPAL) Study, N = Z72, Benln, 214-A117

Maan 2 SD or
Charactonstics Total proportion 135% Cl
Apa, years ] 681489
<13 BE 01 1EE-25 40
230 166 E0.4 IS8 E-58.1)
=30 B3 12aNE 1248
Gestational aga at tha 73 T 226
frst ANC, wg
TN possassion 2ET 378 |35 2-39.0
Primigravids 24 B.El53-12 8
Saoondigravits a0 14.6110.5-19.4]
Muttigravids 09 TEEITLI-E1D
Ethnici group, n b
Toffn 03 A.2EI58.E-T12F
Fon n T7I5.0-1LE
L] 38 14.28N120-165]
Othars i1 2.71.5-E.8
Education leel, n 73
Wterabe 186 714 |65 T-TE.E}
Litmrate 7B IB.EI23E-34.2
Frofassional status, n 73
Aot 281 BE.E 32 4-97E}
Mot aotiva B 2.8015-58]
I training 4 1.615-3.8l
Marital stabs, n 73
Cohabitation 1B E.E ld.2-102)
Marriad 256 53.4i83.7-95.9
R falzparum mfaction before ]
pregranay, n
Megative 1BE EE.5 83 1-72.1)
Submicroscopic EE 2451201308
Microsoopic 7 e2l3.3-848
Gastational aga at delfeany wy ] 32427
Murnber of AN visits | schaduled 73 831 13
and urscheduledad]
during pragnancy
Murnber of IPTp doses 73
o Lo 2.712.0-E7]
1 B4 1eENEs =0
z m E2.EI56.7-58.2)
=] 38 13.8 0103188
- WL, | zzrmuitwszn, O], zzmisence manal, Flz misrmsst pra-
—— in pengrancy; ITH, in i neta; P drics Pl
iak 50, mimrard  wy. weska of gusistion.

{submicroscoplic and microscopic) dynamics were ethaicity
{P = .04), cumulative member of IPTp doses (P = .01}, and sub-
microscopic P falciparum infection status for the previous trl-
mester (P « 001). In addition, the second-order Interaction
term between maternal age, P faldparum infection status before
pregnancy, and trimester was also significant (P < 001).

The predicted probabilities of having a P falciparum infection
acoording to maternal age and having a P faloparem infection
before pregnancy were performed (only the results reganding
the submicroscoplc infection class are shown, in Flgures 5 and
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Agare2 Dynamics of Plasmodium ficjarm ifections befors and dwing pregrancy, Aetard de Crolsance niz-lern e Paledisme [MECPAL) 30042017, Berin,

&). Figures 5 and & show, regpectively, the predicted probabil-
Ittes of having submicroscopic and microscopic Infections for
each trimester. Younger women with 3 submicroscopic P fialop-
arim infection before conception had the highest probability
of harboring a submicroscopic or microscopic P falciparum
infection throughouwst pregnancy. Mare spectfically, this interac-
tion between age and infection status before pregnancy was sig-
nificant at each trimester. The highest risk was found in young
women with a submicroscoplc infection before pregnancy at
each trimester, and this risk was higher in the first and second
trimeesters, compared to the third trimester.

To our knowledge, RECIPAL 15 the first bongitudinal study
of malaria in sub-Saharan Africa to follow women from pre-

conception right through to delivery. This was an excellent

opportunity to study the dynamics of submicroscoplc (as well
& microscoplch P ofalciparem infections and thetr determin-
ants throughoust pregnancy, starting from the first trimester. We
observed that the proportions of women with submbcroscoplc
P falciparum nfections were consistently higher than those of
women with microscopic P falciparum infections during preg-
nancy, with a cumulative incidence rate for submicroscopic in-
fections that was twice that of microscopic infections. This is
consistent with several other stiudies in pregnant women [21,
30-32). In addmion to this confirmation of previows findings,
the study revealed that the proportion of infected women was
highest in the first trimester.

We also found that belng 2 young age and having a submd-
croscophec Infiection prior to pregnancy were assoctated with
increased rsks of both submicroscoplc and microscopic infec-
tions In the different timesters of pregnancy. The first result

R b

a=0827

p=0.0E0

w 03T

Froporiion ofinfected pregnant
women {4

Trimester 1

p=0.283

I . I . .r

»
p=l 560

Trimeser 2 Trimeser 5

»'Women with submicroseopic infection status; submicroscopic infections anly

= Women with micrascnpis infaction status: at laast ane microscopic infection

Figare &, Proportion of women with submicroscopic and microscopis Infsction
[RECIPAL) V142017, Benin. Palues are from Chi-quare tests.,

Siaius In each iMmesier of pregrancy, Astam oe Crolssance Inira-wienn et PaudiEme

Submicrosoopic Infections im Pregnancy « CID 2009:XX (XX XXXX) - 5

83

OEOE oy G UG Jasn S Uy REumies &G A0 RERGG Nt L VR BRI 0 b O SO - o0 b - LI A B Sy LG o e o L i -5 B (L § [P LA £



4
n=nas '.i.l':'ﬂ.lfliﬂl

W

PR pellns
ikl i] [
p=il BF
-
) wr 5 et
ﬁ I !
& -

Pradieted protablities of submlcrosccgle £
foiciarum inferticn during pregnancy
i

Trimeszer 1

Trimweior 2

Trme gter 3

=00 vears wmnen win2oed beloe conseplon
<¢0 ¥EOrS women wnineched ootore concepdon

#SUT VIS WD wEh subTeeTSeenpIe mirclinn el aneenphion
=4 wEars wamen el submicroeccpic mkechan e corcaplinn
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15 well known. Indeed, possible explanations could be that (1)
younger women, In which priml- and secondigravidae are
overrepresented [25], have low or no Immunity to the relevant
parasite antigens, compared to the older group [12, 33-35]; and
(2) women exhibited different behavior, with respect to malaria
prevention tools during pregnancy (the use of bed nets, for ex-
ample), In relation to age. To our knowledge, the relationship be-
tween having a submicroscopic infection before pregnancy and
the risk of infectbon during pregnancy has never been shown,
This extends preliminary results of the RECIPAL study on mi-
croscopic Infections [36] that showed that women infected be-
fore pregnancy were more 3t risk of having an infection in the
first trimester. This finding 1s important in public health terms,
since it suggests that the preconcepiion pertod should be con-
sidered as a vulnerable period, jest as much as pregnancy itself
A recent study that was conducied on another subset of primi-
gravidse [25]in the same area showed that infections ocourring
during the first trimester were predominantly (70% ) composed
of persisient P fnlciparum genotypes that were contracted be-
fore pregnancy. This seems to confinm that infections, even at a
submicmoscopic level (and then unirested, as most probably not
acocompanied by symptoms), that have ooourred before preg-
nancy may persist until {at least) the early stage of pregnancy
[34]. and then be 2 source of Infection during the first trimester

Additionally, a more thorough analysis showed (1) an inter-
action between those 2 factors (young age and P falciarum in-
fection status before pregnancy); and (2) a different impact of
the interaction iself, depending on the trimester of pregnancy.
Orverall, the effects of these factors and thelr Interactions were
found to be highest In the first trimester, and then to gradu-
ally decrease in the second and third trimesters. Specifically, the
youngest women with submicroscoplc infections before preg-
nancy remained at significantly higher fsks of P faiciparum
infection (both submicroscoplc and microscopic) during all 3
trimesters, compared to the oldest women with no infection be-
fiore pregnancy.

Whereas the importance of P falcparum infections (sub-
microscopic and microscopic) during pregnancy was already
knowm [15, 21-23, 31], we found that the first trimester was a
pericd of a higher prevalence of B faiciparum infections than
the rest of pregrancy. Due to the critical importance of P falop-
arum Infections on early pregnancy [3, 16-18, 37| aggravated
by the subopiimal protection of pregnant women during this
perind, this result highlights the excess risks faced by pregnant
women and, therefore, the necessity of Improved protection In
this period.

As expected, we found a significant impact of the number
of IPTp doses on the risk of having a P falciparem infection.
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The proportions of women with microscoplc and submicro-
scoplc Infections decreased after the first trimester, and the
minimum was reached in the third irimester. Mevertheless, we
ohserved a consistently higher proporiion of submicroscopic,
companed to microscopic, F falctparum infectbons, and the pro-
portion of women with a submicroscopic infection remained
non-negligible throughout pregnancy. In this stsdy, more than
three-quarters of the women recefved at least 2 doses of IPTp
{only 14% had 3 doses), which 5 higher than the coverage
reported in Benin [38] and Africa [11], probably due to the
manthly follow-up.

e also found that ethnicity was assoclated with 3 woman's
P falciparum infection status. This could be related to a higher
exposure o Ancpheles by the Toffin, who are located in the lake
area that 15 more favorable for tramsmission of the paraste
A woman with a submicroscopic Infection at a given trimester
({first or second) was also significantly more susceptible to in-
fection (submicroscoplc/microscoplc Infection) in the next -
mester This suggesis that infectons frequently persist during
Pregnancy.

Dwerall, the results highlight the particular rode of submicno-
scoplc infections in the dynamics and perststence of P falop-
arim infectbons during pregnancy.

Our study has some Hmitstions. First, the relatively high
mumber of those lost (o follow-up during pregnancy (mainly

becase of miscarriages, migrations, and withdrawal of con-
sent due to some refusals of blood andior placental sampling
[39]).This could lead to a selection blas. However, a comparison
of those lost to follow-up and our analysis sample showed o
significant differences. Additionally, the proportion of primad-
gravidae was low, compared to the proportions in other African
malarla studies (B.79% vs the 15-25% usially mentioned) [21,
30, 31). This could be explained by the PlachalVac vaccine-
related study, which was conducted simultaneously in the same
area and Incsded exchsively primigravidae [25]. This under-
representation of primigravidae may have led to a lack of power
and may explain wiy the pomigravid group did mot show sig-
nificant differences with musltigravidse, bat ts unlikely to have
impacted our results to a large degree.

In conclusion, the EECIPAL study allowed ws to study
the complete dynamics of submicroscopic (a5 well as micro-
scopic) infecttons throughout pregnancy, with a particular
focus on the first trimester. It also made & possible to eval-
uate various factors contributing to these dynamics, and their
complex interactions. We demonstrated for the first time the
existence of a large reservolr of submicroscopic infections In
the first trimester, sarting from the very beginning of preg-
nancy. This i1s of public health importance, since Infections
in early pregnancy are known to be assoclated with serious
pregonancy outcomes. In addition, our results seem to confirm
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thie ink between submicroscoplc infections before concep-
tion and Infections occurring both I early pregnancy and

throughout pregnancy. Finally, we found that the youngest
women with submicroscopic Infectbons before pregnancy

were 2 particularty high-risk group for infection not only in
the first trimester, but also in the rest of pregnancy. Hence,
focusing on research concerning preconception prevention
strategles s paramount, including the development of a vac-
cine for nulligravidae [40). to protect women/fetuses against
the damaging consequences of MIF
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5.2.  Article 2: Hounkonnou CPA et al. Sub-optimal Intermittent Preventive

Treatment in pregnancy (IPTp) is associated with an increased risk of
submicroscopic P. falciparum infection in pregnant women: a prospective

cohort study in Benin. Clin Infect Dis. doi:10.1093/cid/ciaa1355.

5.2.1. Problématique de l'article

Le moyen de prévention actuellement recommandé par I’OMS chez la femme enceinte en
ASS, en plus de la MIILDA, est le TPIg a base de sulfadoxine-pyriméthamine (SP). Le TPIg a
la SP consiste en une administration de 3 comprimés de SP & partir de la 13°™ semaine
d’aménorrhée (SA) a intervalle d’un mois jusqu’a I’accouchement. Ce traitement a montré
son efficacité dans la protection de la femme enceinte et du nouveau-né contre les effets
négatifs du paludisme gestationnel. Au Bénin, les recommandations nationales préconisent
1’administration du TPIg a partir de la 16°™ SA.

Le constat d’une variabilité dans la mise en ceuvre de cette recommandation aux niveaux
nationaux (a I’intérieur des pays) et régional (entre les pays de la région Afrique de I’Ouest)
nous a interpelés. Nous nous sommes donc intéressés a 1I’implémentation réelle du TPIg au
Bénin, ainsi qu’a I’'impact de son implémentation actuelle sur la protection des femmes
enceintes contre les infections palustres en général mais plus spécialement contre les
infections submicroscopiques.

Traditionnellement, les valeurs de la p-value sont basées sur des tests bilatéraux. Nous
avons inclus dans notre deuxieme article les valeurs obtenues selon une hypothese bilatérale.
Néanmoins, notre hypothése de travail est clairement unilatérale : le TPI diminue le hombre
d’infections palustres au cours de la grossesse. Le TPI réduit par conséquent la survenue des

conséquences liées aux infections palustres pendant la grossesse ; cette hypothése a été établie
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par de nombreuses études [6, 136-141]. Dans le résumé ci-dessous, nous avons donc reporté

les valeurs de la p-value unilatérale pour une meilleure compréhension de nos conclusions.

5.2.2. Résumé et commentaire de I'article

5.2.2.1. Résultats

Parmi les 273 femmes ayant accouchées, plus des % ont regu au moins deux doses de
TPIg pendant leur grossesse. Le nombre d’infections palustres moyen chez les femmes ayant
recu le plus grand nombre de doses de TPl (>2) pendant la grossesse était inférieur a celui des
femmes ayant recu une dose ou aucune (2,7 contre 3,2 infections, p=0.03).

La prévalence des infections submicroscopiques est toujours plus élevée que celle des

infections microscopiques indépendamment de la période de la grossesse et du nombre de
doses recues pendant le suivi. Plus de la moitié des femmes de 1’étude étaient présentes en
CPN & un &ge gestationnel ol elles étaient éligibles & la 1°© prise de TPI et ne ’ont pourtant
pas regu.
Une premiére dose tardive de TPIg (>21,2 SA) ainsi qu’un faible nombre de dose de TPI (0 et
1 dose) ont été associés a un nombre accru d'infections par P. falciparum (IRRa=1,3 ; p=0,049
et IRRa=1,5 ; p=0,004 respectivement). La prise tardive de la premiere dose de TPIg est
¢galement associée a un nombre plus élevé d’infections submicroscopiques par P. falciparum
(IRRa=1,7 ; p=0,04). Le nombre de doses de TPIp-SP n'était pas associé au nombre
d'infections submicroscopiques (IRRa = 1,2, p = 0,27). Le nombre de doses de TPI et le
moment de la premiére prise étant liés, nous avons regardé I’impact de la premiere prise chez
le groupe de femmes ayant eu deux doses de TPIg (63% des femmes de 1’étude). Nous avons
ainsi pu confirmer I’augmentation de risque induite par la premiére prise tardive du TPIg
pendant la grossesse. Le risque de survenue d’un nombre élevé d’infections par P. falciparum
et d’infections submicroscopiques est respectivement de IRRa = 1,48, p = 0,04 et IRRa =
2,11, p=0,04.
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Du fait de notre hypothese de travail unilatérale et de la taille non négligeable de 1’impact

représenté par le rapport des taux d’incidence ajustés, nous avons de solides arguments en

faveur du fait que le retard dans 1’administration de la 1°"® dose de TPI est un facteur de risque

d’infection aussi bien microscopique que submicroscopique chez les femmes enceintes.
5.2.2.2.  Discussion

Notre but était d’évaluer I’impact de 1’utilisation du traitement préventif intermittent a
la Sulfadoxine-Pyriméthamine (TPI-SP) sur la survenue de I’infection palustre pendant la
grossesse. Pour cette évaluation, nous avons utilis¢ comme variable dépendante le nombre
d’infections palustres survenues aprés la 17°™ SA pendant la grossesse. Le nombre
d’infections palustres nous permettait de prendre en compte toutes les infections survenues
chez les femmes pendant toute la période ou le TPI est utilisé, i.e. du début du deuxiéme
trimestre de grossesse a 1’accouchement. Un modéle de comptage de type Poisson semblait
donc pertinent pour la réalisation de nos analyses. Cependant, le modele de Poisson fait une
hypotheése d’égalité de la variance et de la moyenne. Cette hypothése n’étant pas toujours
plausible, une alternative consiste en 1’utilisation du modéle de régression binomiale négative
qui avec 1’ajout d’un terme aléatoire permet de tenir compte de la possible surdispersion des
données. Nous avons donc décidé d’utiliser une régression binomiale négative pour nos
analyses statistiques.

L’implémentation actuelle du TPI n’est pas optimale pour permettre une stérilisation
compléte du foyer infectieux du paludisme pendant la grossesse. La prise tardive de la 1
dose de TPl (>21,2 SA) entraine un sur-risque d’infections palustres (microscopiques et
submicroscopiques) pendant la grossesse. De plus, I’existence d’une infection palustre
submicroscopique au 1°" trimestre de grossesse augmente le risque de survenue d’infections
aux 2°™ et 3°™ trimestres de grossesse indépendamment de la prise de TPI. Ces éléments

prouvent que I’implémentation actuelle du TPI est source d’une protection sous-optimale des
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femmes enceintes pendant la grossesse, surtout au 1° trimestre, ce trimestre se trouvant étre
une période de vulnérabilité extréme de la femme enceinte. Du fait de la mauvaise protection
des femmes au 1 trimestre de grossesse et des bienfaits d’une prise précoce de la 1% dose de
TPI sur la protection des femmes enceintes, il devient nécessaire d’évaluer 1’efficacité d’une
nouvelle molécule de TPI pouvant étre administré des le 1° trimestre de grossesse. Des
¢valuations sur la possibilité d’utilisation des ACT notamment de 1’association moléculaire
dihydroartémisine-pipéraquine (DHA-PQ) au premier trimestre de grossesse est en cours
[173-175]. La validation de cette molécule en tant que TPl permettra une administration
précoce du TPI apres la mise en ceuvre de stratégies permettant d’avoir acces aux femmes des
les lers mois de leur grossesse. La mise a contribution des agents de santé communautaires,
en plus du personnel soignant exercant dans les centres de santé, pourrait permettre un ciblage

aisé des femmes et une administration précoce en communauté du TPIg [176].

5.2.3. Hounkonnou et al., Clinical Infectious Disease 2020
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Abstract

Background: Harmmful matemal and neonatal health outcomes result from malara in
pregnancy, the prevention of which primarily relies on intermittent preventive treatment with
sulfadoxine-pynmethamine (IPTp-SP). WHO recommends |PTp-SP in sub-Saharan Africa,
but implementation is highly heterogeneous and often sub-optimal in terms of the number of
doses and their timing. In this study, we assessed the impact of this heterogeneity on malaria

in pregnancy, mainly with respect to submicroscopic Plasmodium falciparum.infecbons.

Methods: We used data from 273 Beninese women followed throughout pregnancy.
Screening for P. falciparum infections, wsing both microscopy- and polymerase chain reaction
(PCR} -based methods, was performed monthly, and information on IPTp-SP dose was
collected. Gestational age was estimated by repeated ultrasound scans. Using a negative
binomial model, we investigated the effect of IPTp-5P doses and timing, after 17 weeks of
gestation, on the number of P. falciparum infections, focuging on submicroscopic infections

detectable only by PCR.

Results: At least two IPTp-SP doses were taken by 77.3% of the women. The median
gestational age at first IPTp-SP doze was 22 weeks. A late first IPTp-SP doge (>21.2 weeks)
was marginally associated with an increased number of P. falciparum infections (adjusted
incidence rate ratio [alRR] =1.3; p=0.098). The number of IPTp-5P doses was not associated

with the number of submicroscopic infections (alRR=1.2, p=0.543).

Conclusion: & late first IPTp-5SP dose fail to provide optimal protection against P. falciparum,
especially submicroscopic infections. This highlights the need for a new antimalarial drug for

IPTp that could be taken early in pregnancy.

Keywords: Submicroscopic P. falciparum infection, pregnancy, intermittent preventive

treatment, prospective cohort, sub-Saharan Africa.
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Introduction

In 2018, around 11 million women were exposed in sub-Saharan Africa (53A) fo
malaria in pregnancy (MiP) [1], the adverse effects of which have been well documented [2-
6]. To protect pregnant women from MIP in areas of stable malara fransmission the WHO
recommends combined strategies including intermittent preventive treatment in pregnancy
with sulfadoxine-pyrimethamine (IPTp-5P) [7—9]. IPTp-SP has succeeded in .reducing

malaria-related mortality and morbidity [10].

IPTp-5P iz recommended for all pregnant women (infected or not), although contra-
indicated in the first trimester because of posaible teratogenic effects. It comprizes repeated
administrations one-month apart, of a curative dose of SP starting at the beginning of the
second trimester of pregnancy (13 weeks of gestation (wg)) and continuing until delivery. In
2004, WHO recommended two doses of IPTp-5P during pregnancy to be taken at antenatal
care (ANC) visits. It was revised eight years [ater fo at least three recommended doses [7].
Since itz implementation, there iz substantial. evidence that IFTp-SP helps to prevent the
adverse effects of MiP [11, 12]. At the initiation of our study in Benin in 2014, the national
guidelines recommended two doses of IPTp-SP after the 16™ wg [132, 14]. This was medified

in 2016 to recommend three doses [13].

Deszpite this clear policy, IPTp-SP implementation iz highly heterogeneous across
SSA. Thus IPTp-SP coverage varies greatty between countries and districts [13]. In 2017-
2018, across different Benin districts, for example, coverage of at least two doses varies from
21.7% in.Borgou to 55.6% in Mono with an average of 33.4% for the whole country [13].
Furthermore, pregnant women's gestational age (GA) at first ANC visit varies greatly, leading
to variations in both timing and number of IPTp-SP doses. In West African countries like
Benin, there is little data on IFTp-SP heterogeneity in termg of timing and number of doses
and only few studies in 55A have assessed this guestion [16]. Such heterogeneity probably
has conseguences on women's protection against MiP, and is thus an important factor to

assess. Moreover, the high prevalence of camage of submicroscopic P. falciparum infections
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[17], especially in pregnancy [18], confributes to the transmission of malaria [19] and
increases the rigk of infections during pregnancy [20]. Investigating the impact of the
heterogeneity of IPTp-SP implementation on the occurrence of submicroscopic infections

during pregnancy is thus essential.

The °“REtard de Croissance Intra-uterin et PAlLudisme (RECIPAL)" study, a
prospective cohort with the follow-up of women from early pregnancy to delivery in Benin
allowed to study in detail IPTp-SP implementation (number of doses and. timing) and its
impact on P. falciparum infections, both microscopic and submicroscopic, throughout

pregnancy.

Methods

Study design

The RECIPAL study was conducted from June 2014 to August 2017 in southem Benin
and was designed as a preconcepiion cohort [21]. Women of reproductive age were first
enrolled and followed-up monthly unbil they became pregnant. The pregnant women were
then followed up at monthly ANC visite. During these visits, clinical, cbstetrical and mialaria
infection screening data (by thick blood smear [TBS]) were collected. Dried blood spots were
alzo collected monthly for PCR assays that were performed after the follow-up. Additionally, a
TBS and a rapid diagnostic test (RDT) were performed in case of acute iliness for rapid
diagnosis and treatment. Five ultrasound scans were completed, the first conducted between
9 and. 14 wg, ensuring accurate estimates of GA. IFTp-3FP adminigtrations at the health
center were reported from AMNC medical records of pregnant women. Infected women
(detected by TBS or RDT, when applicable) were given appropriate antimalarial treatment

according to the national guidelines applicable at the time of the study.
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Laboratory procedures

Parasitaemia was i) quantified by the Lambaréné technigue with a detection threshold
estimated at 5 parasites/ul [22, 23] and ii) tested by real-time quantitative PCR that targeted
the 185 rDMNA [24, 25]. A negative control with no DNA template was ran in all reactions. The
RDT used was Pf+pan rapid test SD Bioline Ag (IDA Foundation, Netherands; BioSynex,

France) for immediate diagnosis [21].

Ethics Statement

The Ethics Committee of the “Institut des Sciences Biomédicales Appliguées™ and the
Ministry of Health in Benin approved this study. Before enrolment, the study was explained to
each participant in the local language, and her voluntary informed consent was obtained. All

treatments administered for acute illnesses during pregnancy were paid for by the project.

Statistical analysis

We used a negative binomial model fo assess the effect of IPTp-SP use on the
number of (i) both microscopic and submicroscopic and (i) submicrozcopic P. falciparum
infections occurming during pregnancy with an adjustment for the confounding vanables. The
assumption supporting the analyses was that not only the number of IPTp-5F doses, but also
their timing (especially the first administration), could play an important role in the protection
against P. falciparum infections, [16]. Az shown Figure 1, different scenarios involving these
two variables  show either the potential impact of the number of IPTp-SP doses (first two
scenanoz) orthe impact of the delay between the onzet of pregnancy and intake of the first
dose (last two scenariog) on the protective effect of IPTp-SP during pregnancy, knowing in
addition that timing and number of doses are comelated (the later a woman receives her first

dose, the lower the possible number of doses).

Because IPTp-5P was recommended after 16 wg in Benin at the start of RECIPAL,
we assumed that the first IPTp-SP dose should theoretically have been administered to all
pregnant women from 17 wg. Our outcome variable was thus the number of P. falciparum

5
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infections detected between 17 wg and delivery. In order to estimate the impact of the timing
of the first IPTp-SP dose, a binary variable « earlyllate first dose of IPTp-3P » was defined
according to the first quartile of the digtribution of the women's GA at first dose (around 21.2

wag).

P. falciparum infection was defined, at each visit, as follows: "negative” if all tests (TBS,
PCR, and RDT when applicable) were negative, “submicroscopic™ if TBS (and RDT when
applicable) were negative whereas PCR was positive, and “microscopic™ if TBS or RDT {when
applicable) was positive. Then, to assess the impact of IPTp-5SP use on MiP, the number of F.
falciparum infections occuming during the pregnancy was defined as the sum of P. falciparum
infections (either submicroscopic or microscopic) at all the visits for each pregnant woman. In
a second step, we resfricted the sample to the women who did not present any microscopic
infections during their pregnancy (L.e. either negative. or submicroscopically infected at all

vigits) 1o evaluate the IFTp-SP effect on submicroscopic infections.

We defined two IPTp-SPrelated ewplanatory wvanables: i) the number of doses
received (“0-1" vs “2-3") ower the pericd of theoretical IPTp-SP protection during pregnancy
(from 17 wg to delivery) and i) the timing of the first dose ("before 21.2 wg™ vs “afier 21.2

wg).

The potential . confounding factors included matemal socio-demographic
characteristics; P. falciparum infection during the first trimester of pregnancy (=14 wg)
defined as “negative™ at each visit, “submicroscopic™ if only submicroscopic infections were
diagnosed during the frimester and “microscopic™ if at least one microscopic infection was
detected during the trimester; uze of Insecticide Treated bed Mets (Yes/MNo); gravidity and the
seazon at delivery. To take into account the different number of ANC vigits for the detection of
P. falciparum infections for each woman during the follow-up, the log of the number of visits

was used as an offset in the model.
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Yarables were eliminated by a step-by-step backward selection procedure. We retained
variables with a p-value less than 0.1. Statistical analyses were camied out with STATA

software version 13.1.

Results

Of the 273 pregnant women, 10 (3.7%) did not receive any IPTp-SP. One, two and
three doses of IPTp-SF were taken by, respectively, 19%, 63% and 14% of the women

throughout pregnancy.

Pregnant women's characternsiics

Table 1 shows that matemal age, gestational rank and mantal status were similar
between women &z a function of the number of IPTp-SPodoses (0-1 versus 2-3). Women
were on average 26 years old. Women with at least bwo doses had more AMC visits after the
17" wg, were more educated, and had a lower average number of infections than the ones

with 0-1 IPTp-5F dose during pregnancy (2.7 vs 3.2).

Figure 2 shows the proportion of P. falciparum infections during pregnancy before and
after the first IPTp-SP dosze according to the number of doses. Whatever the period of
gestation, the proportion of submicroscopic infections was always higher than microscopic
infections (chi2 test, all p=0.001}). We ocbserved a higher proportion of P. falciparum infections
(both microzcopic and =submicroscopic) in pregnant women who had one dose of IPTp-SP

(32.7%) compared to those with at least two (13.9%) (p<0.001).

Owverall, the median GA at first IPTp-5P dose was 226 wg. Median GA was
respectively 27.6, 22.6 and 20.4 wg for women who had one, two or three IPTp-SP doses
during pregnancy. Regardiess of the number of doses (Figure 3), at least 70% of women had
their first IPTp-SP dose administered after 17 wg (right-hand graphs). However, most women

had their previous visit at a GA at which they were eligible for IPTp-5P but did not receive it
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(left-hand graphs). Indeed, 75% of the women who had one IPTp-SP dose could have

received it earlier.

Factors comtributing to the number of P. falciparum infections

In Table 2 (final multivariate model), a low number of doses and a late first dose of
IPTp-3P were associated with a higher number of P. falciparum infections after 17 wg
(p=0.009 and p=0.098, rezpectively). In the 173 women who received two IPTp-3F doses, a
late first IPTp-SP dose was also positively associated with a higher number of P. falciparum

infections (p=0.084, Table 3).

We then focuszed the analysis on the women with no microscopic infection after 17 wg.
These women were similar to those who had at least one microscopic infection according to
gravidity, socicdemographic characterigtics, number of ANC vigits after 17 wg (on average 5)
and the timing of the first dose. In contrast, most of them (83.4%) had at least two [PTp-SP
doses during pregnancy vs 69% in pregnant women who harbored at least one microscopic
infection (Takle 4} In this subsample, the  proportion of women with at least one
submicroscopic infection after 17 wg was 52 9% (83/157), the remaining being uninfected at

all visits.

In this sub-sample, the same factors coniributed fo the number of submicroscopic
infections except, the number of IFTp-5P doses (tables 5 and 6). In addition, the association
between aqlate GA at first IPTp-SP dose (> 212 wg) and an increased number of

submicroscopic infections seemed to be more pronounced than in the total sample.
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Discussion

Many clinical frials have demonstrated the efficacy of IPTp-SP in MiP in Africa. Most
studies [9, 15, 26, 27] have described the impact of the number of doses but very few have
described the impact of the timing of IPTp-SP [16], especially with respect to submicroscopic
infections. We showed that a sub-optimal number of IPTp-SP doses, as well as a delay in
administration of the first dose of SP are associated with an increased nisk of P. falciparum

infection, particulary submicroscopic, during pregnancy’.

The proporbon of women with at least two |PTp-SP doses (77.3%) was higher than
the coverage officially reported in the study area based on the Demographic and Health
Sunvey (39.2% in 2017-2018) [15]. This may be partially due to the regular visits planned in
thizstudy. The proportion of pregnant women who received 3 doses (13%) was below the
WHO report esimations for the whole SSA (16% in 2015.and 19% in 2016) [10]. In Benin, the
official recommendation of three IPTp-SP dozes was implemented in 2016, near the end of
the RECIPAL study, which probably explains (at least partially) this low proportion. Of
important note, although the two-dose recommendation was implemented 10 years ago in
Benin, there were still 253% of pregnant women who received no or only one dose, in a study
with on awverage &8 ANC _visite and monitoring since the first {trimester.
We observed alzo that women received on average their first dose much later than
recommended by the Benin national guidelines (median 22.6 wg vs 16 wg as recommended)
[15]. Such & delay could imply that women did not attend ANC visits early enough to have
their first. dose on time, but our data contradict this assumption, showing that the vast majority
of women (around 75%) attended an ANC visit at a time (GA) at which they were indeed
eligible to receive the first dose, but were not given the drug. This raizes the question of the
health staffs understanding of and adherence to the IPTp-SP policy. Several reasons are
reported in the terature conceming inappropriate administration of the first IPTp-5P dose the
miost plausible argument being stock-outs [28, 29]. During the study, there were indeed some

5P stock-out issues, but in such situation, 5P was provided to the women by the study, then
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thiz could not adequately explain such a late first dose. Thus, sub-optimal IPTp-SP

administration iz a reality and unfortunately a common occumence.

We assessed the consequences of this sub-optimal administration on the protection of
women against MiP. We confirmed that a low number of IPTp-SP doses was significanthy
associated with a higher rizk of P. falciparum infection during pregnancy; which is consistent
with the literature [9, 15, 26, 27]. In addition, the late timing of the first dose was associated
with an increased risk of infection, independently of the number of doses. A delayed first dose
(a= well as a low number of doses), shortening the duration of the period of protection against
infection, leaves women more vulnerable to MiP [16]. Additionally, our results have shown a
non-negligible proportion of women infected during their pregnancy, even in those who
received two or three doses of IPTp. One possible hypothesis could be the resistance of the
parasites to SP, but in Benin the majority of mutants. contain triple or quadruple mutations
which do not seem fo cause a lack of efficacy of SP [34]. Resistance to 3P therefore does not

seem to be the major hypothesis explaining this.

Cwur focus on the subsample of women with no micrescopic infections is particularly
valuable as they would be classified “negative” by the usually diagnostic methods (TBS or
RDT). Interestingly, we found that most of them (53%) had at least one submicroscopic
infection after 17 wg, making these women a potential reservoir of malara transmission [19]
with an increased nsk of adverse conseguences [18, 30, 31]. Our results suggested that a
higher number of IPTp-5F doses was less efficient in clearing submicroscopic infections than
microscopic infections. In addition, taking the first dose comparatively early seems important
for prevention of the occurrence of both submicroscopic and microscopic infections. As the
study period overlapped with the period during which the Beninese national policy was
revized to apply the new WHO sirategy (3 doses or more), it would clearly be interesting to

strengthen our results by other studies with the current recommendations of IPTp-5P3+.

Furthermore, we also found a substantial impact of P falciparum infections
(gubmicroscopic and microscopic) detected in the first timester (a known critical and non-

10
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optimally protected period [20, 32, 33]) on the number of P. falciparum infections occurting
after 17 wyg, independently of IPTp-SP administration. An explanation could be that those
women may be the most exposed during the overall pregnancy. Thiz result suggests that a
preventive measure starling eary in pregnancy or even before pregnancy such as malaria
vaccine would be of paricular public heslth relevance. Thug, initiatives like IPTp community
delivery (by community health workers) may be an interesting option for improving early IFTp
administration [34, 35]. Later, it could lead fo an easier access to IPTp in the community with

a drug =afe in the first trimester [36].

Our study has limitations. First, our conclusions about the 'sub-pptimal |IPTp-SP
implementation may not be generalizable. However, such sub-opiimal levels of IPTp-SP
implementation have been reported in muliiple Benin districts [15] as well as in several other
S5A countries [37-39]. This suggests that sub-optimal administration, in terms of number of
doses as well as adequate timing (the two being linked).i2 probably not just a local but could
alzo be national or even regional issue. The monthly monitoring conducted ag part of the
study protocol increazsed the number of ANC wvisits compared to real-life settings, and could
thus be considered as a second limitation since it could have impacted on IPTp-SP
implementation. However, in this case in real-life, the gaps in IPTp-SP implementation may

be more pronounced than in this study with a likely higher impact on MiP.

Our study has also several strengths. The follow-up of women since the eary
pregnancy allowed the collection of prospective data related to IPTp-5P administration
(numberand timing of doses) and avoided the memory bias inherent to retrospective studies.
The study design also allowed for the detection of first timester malaria infections, revealing
their impact on the occumence of infections from the second frimester onwards despite IFTp-
SP. Moreover, accurate GA dating substantially increased the fidelity of our results. Finally,
diagnosis by PCR allowed fo assess the impact of IPTp-5P administration on the reservoir of

submicroscopic infections, which remain untreated routinely, as usually asymptomatic.

11
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We highlighted the association between a sub-optimal IFTp-SP administration and the
increased risk of MiP. An important result is that a late first dose of IPTp-5P decreases the
prophylactic effect of IFTp-SP and precludes the full clearance of P. falciparum infections
(both submicroscopic and microscopic) during pregnancy. It iz therefore urgent, as a public
health target, to increase access to eary IPTp administration, preferably with a drug tolerated
during the first trimester of pregnancy. The major challenge will be to reach pregnant women
in 554 early in the first months of pregnancy, a time when they are generally reluctant-to

attend AMC visit.

DEDT JBQEND M7 LD JGSEN BUIES B G| By B LINuS ) Snbeuy s A0 707 £ AGH G5 £ L BEEY PEEE DL Tk ADE /B R B =800I BAR By ENL 00T NGy DLLS DB B S (il Wi j P B BCILM OO

103



Notes

Authors' confributions:

Study conception and design: MA, AM., MC., and V.B. (Principal InvestigatoryData
collection: M.A., EXY., NF., D5, BY. and V.B./Statistical analyses: C.P.AH. and
G.C/Manuscript writing: C.P.AH, V.B., M.C_, and G.C./Biology and molecular analyses:

MTHN,AM, D5, BY. and M_F. /Al authors read and approved the final manuscript.

Acknowledgmenis:

The authors acknowledge all the women and their families; the health center; the field
workers and the local authorities of S6-Ava and Akassato Disfricts who participated in the
Retard de Croissance Intra-uterin et Paludisme (RECIPAL) study, the RECIPAL team
including researchers, engineers, technicians and managers; the Sorbonne University for
PhD scholarship of C.P.AH.; the doctoral network of *Ecole des Hautes Etudes en Sante

Publique™ (EHESP) and Mr Adrian J. F. Luty for procfreading the article before submission.

Financial support:

This work was supported by the French Agence Maticnale de la Recherche (grant number:
ANR-13-15V1-0004) and the Fondation Simone Beer under the auspices of the Fondation de

France (grant number: 00074147).

Potential conflict of Interest:

Mo conflict declared. All authors report no potential conflict of interest. All authors have
submitted the ICMJE Form of Potential Conflicts of Interest. Conflicts that the editors consider

relevant to the content of the manuscript have been disclosed.

DEDT JBQEND M7 LD JGSEN BUIES B G| By B LINuS ) Snbeuy s A0 707 £ AGH G5 £ L BEEY PEEE DL Tk ADE /B R B =800I BAR By ENL 00T NGy DLLS DB B S (il Wi j P B BCILM OO

104



References

1. WHO. World malaria report 2019. :232.

2. Coftrell G, Mary J-Y, Barro D, Cot M. The importance of the pericd of malarial infection
during pregnancy on birth weight in fropical Africa. Am J Trop Med Hyg. 2007, 76:549-54.

3. Schantz-Dunn J, Mour NM. Malaria and Pregnancy. A Global Health Perspective. Rev
Obstet Gynecol. 2009;2:186-92.

4_Ayoola OO0, Whatmore A, Balogun WO, Jamett OO0, Cruickshank JK, Clayton PE. Matemal
malaria status and metabolic profiles in pregnancy and in cord blood: relationships. with birth
size in Migenan infants. Malar J. 2012;11:75.

3. Huynh B-T, Cottrell G, Cot M, Briand V. Burden of malaria in early pregnancy: a neglected
problem? Clin Infect Dis Off Publ Infect Dis Soc Am. 2015;60:595-604.

6. Guyait HL, Snow RW. The epidemiclogy and burden of Plasmodium. falciparum-related
anemia among pregnant women in sub-Saharan Africa. Am J Trop Med Hyg. 2001;64:36—44_

7. OMS. Document d'orientation en matiére de poliiques ‘de MOMS: Traitement préventif
intermittent pour le paludisme lors de la grossesse a la sulfadoxine-pyriméthamine — TPIp-
SP. WHO.
hitps/feerw who.intmalaria’publications/atozifpolicy_brief_ipip_sp_policy _recommendationfrf
. Accessed T Aug 2019.

8. WHO. A sirategic framework for malaria prevention and control during pregnancy in the
African  region. WHO. hitpJhaaw who int'malariafpublications/atoz/afr_mal_04_01/enf.
Accessed 10 Sep 2019.

9. Kayentao K, Gamer P, van Eijk AM, Naidoo |, Roper C, Mulokozi A, et al. Intermittent
preventive therapy for malaria during pregnancy using 2 vs 3 or more doses of sulfadoxine-
pyrimethamine and risk of low birth weight in Africa; systematic review and meta-analysis.
JAMA. 2013,309:594604_

10. WHO. Pointz essentielss Rapport sur le paludisme dans le monde 2017. WHO.
hittp:/faraw_who.int'malana/mediafword-malaria-report-2017fr. Accessed 13 Mar 2019.

11. Eizele TP, Larsen DA, Anglewicz PA, Keating J, Yukich J, Bennett A, et al. Malaria
prevention. invpregnancy, birthweight, and neonatal mortality: a meta-analysis of 32 national
cross-sectional datasets in Africa. Lancet Infect Dis. 2012;12:942-9.

12. Menendez C, Bardaji A, Sigaugue B, Sanz 5, Aponte JJ, Mabunda S, et al. Malaria
prevention with IPTp during pregnancy reduces necnatal mortality. PloS One. 2010;5:29438.

13. Henry M, Florey L, Youll 5, Guiman JR. An analysis of counfry adoption and
implementation of the 2012 WHO recommendations for intermittent preventive treatment for
pregnant women in sub-Saharan Africa. Malar J. 2018;17:364.

14, d'Almeida TCDA, Agboton-Zoumenou M-A, Garcia A, Massougbodji A, Briand V', Imonou
¥, et al. Field evaluation of the intermittent preventive freatment of malaria during pregnancy
(IPTp} in Benin: evolution of the coverage rate since its implementation. Parasit Vectors.
2011;4:108.

15. INSAE. Enquéte Démographigue et de Santé du Bénin, 2017-2018.

14

DEDT JBQEND M7 LD JGSEN BUIES B G| By B LINuS ) Snbeuy s A0 707 £ AGH G5 £ L BEEY PEEE DL Tk ADE /B R B =800I BAR By ENL 00T NGy DLLS DB B S (il Wi j P B BCILM OO

105



16. Huynh B-T, Fievet M, Briand Y, Borgella 5, Massougbodji A, Deloron P, =t al.
Conzsequences of gestational malaria on birth weight: finding the best timeframe for
intermittent preventive freatment administration. PloS One. 2012 7:e35342.

17. Okell LC, Ghani AC, Lyons E, Drakeley CJ. Submicroscopic infection in Plasmodium
falciparum-endemic populations: a systematic review and meta-analysis. J Infect Dis.
2009;200:1509-17.

18. Cottrell G, Mousgsiiou A, Luty AJF, Cot M, Fievet M, Massougbodji A, et al
Submicroscopic Plasmodium falciparum Infections Are Associated 'With Matemal Anemia,
Premature Births, and Low Birth Weight. Clin Infect Diz Off Publ Infect Dis Soc Am.
2015;60:1481-8.

19. Lin JT, Saunders DL, Meshnick SR. The role of submicroscopic parasitemia in malaria
transmission: what iz the evidence? Trends Parasitol. 2014;30:183-90.

20. Hounkonnou CPA, Briand V', Fievet N, Accrombessi M, Yovo E, Mama A, et al. Dynamics
of Submicroscopic Plasmodium falciparum  Infections Throughout | Pregnancy: A
Preconception Cohort Study in Benin. Clin Infect Dis. doi- 10,1093/ cidcizr48.

21. Accrombessi M, Yovo E, Cottrell G, Agbota G, Gartner A, Mariin-Prevel ¥, et al. Cohort
profile; effect of malaria in eary pregnancy on fetal growth in Benin (RECIPAL
preconceptional cohort). BMJ Open. 2018;8:e019014.

22 Accrombessi M, Yovo E, Fievet N, Cottrell G, Agbota G, Gariner A, et al. Effects of
Malaria in the First Trimester of Pregnancy on Poor Matemal and Birth Cutcomes in Benin.
Clin Infect Dis Off Publ Infect Dis Soc Am. 2018.

23 Swysen C, Bruls M, Oyakhirome 5, Drakeley C, Okech B, Carter T, et al. Development of
standardized laboratory methods and guality processes for a phase Il study of the RTS,
SIAS01 candidate malaria vaccine. Malar 4. 2011;10:223.

24_Tran TM, Aghili A, Li 5, Cngoiba A, Kayentao K, Doumbo 5, et al. A nested real-time PCR.
assay for the guantification of Plasmodium falciparum DMA exiracted from dried blood spots.
Malar J. 2014;13:393-393.

25. Diallo A, Ndam NT, Moussiliou A, Santos SD, Ndonky A, Borderon M, et al. Asymptomatic
Camiage of Plasmodium in Urban Dakar. The Risk of Malaria Should Mot Be Underestimated.
PLOS OME. 2012;7e31100.

26 Diakite OS5, al et Supenorty of 3 over 2 doses of intermittent preventive treatment with
sulfadoxine-pyrimethamine for the prevention of malaria during pregnancy in mali. a
randomized confrolled trial. https/fwww.ncbionlm nih govipubmed/21765069. Accessed & Sep
2019,

27. Gutman J, Mwandama D, Wiegand RE, Ali D, Mathanga DP, Skarbinski J. Effectivensss
of intermittent preventive treatment with sulfadoxine-pyrimethamine during pregnancy on
matemnal and birth outcomes in Machinga district, Malawi. J Infect Dis. 2013;208:907-16.

28. Hill J, Hoyt J, van Eijk AM, D'Mello-Guyett L, Ter Kuile FO, Steketee R, et al. Factors
affecting the delivery, access, and use of interventions to prevent malara in pregnancy in
sub-Saharan Africa: a systematic review and meta-analysis. PLoS Med. 2013;10:e1001488.

289 Webster J, Kayentao K, Bruce J, Diawara Sl, Abathina A, Haiballa AA, et al. Prevention of
malaria in pregnancy with intermittent preventive treatment and insecticide treated nets in
Mali: a quantitative health systems effectiveness analyzis. PloS One. 2013;8:e67520.

15

DEDT JBQEND M7 LD JGSEN BUIES B G| By B LINuS ) Snbeuy s A0 707 £ AGH G5 £ L BEEY PEEE DL Tk ADE /B R B =800I BAR By ENL 00T NGy DLLS DB B S (il Wi j P B BCILM OO

106



30. Adegnika AA, Verwei) JJ), Agnand)i ST, Chai SK, Breitling LP, Ramharter M, et al.
Microscopic and sub-microscopic Plasmodium falciparum infection, but not inflammation
cauzed by infection, iz associated with low birth weight. Am J Trop Med Hyg. 2006;75.7958—
803,

31. Malhotra |, Dent A, Mungai P, Muchiri E, King CL. Realtime guantitative PCR for
determining the burden of Plasmodium falciparum parasites during pregnancy and infancy. J
Clin Microbicl. 2005;43.3630-5.

32. Accrombessi M, Fievet N, Yovo E, Coitrell G, Agbota G, Massougbodji A, et al
Prevalence and Associsted Risk Factors of Malara in the First Trimester of Pregnancy: A
Preconceptional Cohort Study in Benin. J Infect Dis. 2018, 2171305917

33. Hounkonnou C, Djénontin A, Eghinola 5, Houngbegnon P, Bouraima A, Soares C, et al.
Impact of the use and efficacy of long lasting insecticidal net on malaria infection during the
first trimester of pregnancy - a pre-conceptional cohort study in southem Benin. BMC. Public
Health. 2018;18:683.

34, WHO. WHO recommendations on antenatal care for a positive pregnancy experience.
WHO. http:/feww who_intreproductivehealth/publications/matermnal_perinatal_health/anc-
positive-pregnancy-expenencefen/. Accessed 12 Aug 2019,

35 TIPTOP - Advancing Prevention of Malana. i Pregnancy. TIPTOP.
hitps/fwww tiptopmalara.orginews!. Accessed 30 Mar 2020.

36. McGready R, Nosten F, Bames Kl, Mokuolu O, White MJ. Why is WHO failing women
with falciparum malaria in the first timester of pregnancy? The Lancet. 2020;395:779.

37, Annuaire  stafistigue buwkina faso 2017 - - Recherche Google.
hitps/fwww google comizearch?g=Annuaire+statisiqgue+burkina+faso+ 201 T+-&ie=utf-
B&oe=uti-B&client=firefox-b-ab. Accessed 24 Aug 2020.

33. Enquéte démographique et - de s=samté burundi 2018 - Recherche Google.
hittps:/fwww_ google comisearch ?g=EnquC 3% AbLte+d%C 3% AImographique+et+de+sant®
C3%A9+burundi+2013&e=utF-88ce=utf-8&client=firefox-b-ab. Accessed 24 Aug 2020.

39. Enguéte démographigue et de santé cameroun 2018 - - Recherche Google.

hitps/fwww.google.comizearch?g=EnguC3%Adte+d%C 3% AImographigue+et+de+santie
CI%AY+cameroun+2018+-&ie=utf-B&oe=uff-B&client=firefox-b-ab. Accessed 24 Aug 2020.

16

DEDT JBQEND M7 LD JGSEN BUIES B G| By B LINuS ) Snbeuy s A0 707 £ AGH G5 £ L BEEY PEEE DL Tk ADE /B R B =800I BAR By ENL 00T NGy DLLS DB B S (il Wi j P B BCILM OO

107



Abbreviations

ANC:

IFTp:

IPTp-SP:

pyriméthamine

MiP:

PCR:

P. falciparum -

qPCR.:

RECIPAL:

SP:

S5A:

TBS:

Wa:

WHO:

Antenatal care

Intermittent Preventive Treatment in pregnancy

Intermittent Preventive Treatment in pregnancy with sulfadoxine-

Malaria in Pregnancy

Polymerase Chain Reaction

Plasmodium falciparum

quantitative Polymerase Chain Reaction

REtard de Croissance Intra-uterin et PALudizme

Sulfadoxine-Pyriméthamine

Sub-Saharan Africa

Thick Blood Smear

Week of Gestation

World Health Organizaticn

17

DEDT JBQEND M7 LD JGSEN BUIES B G| By B LINuS ) Snbeuy s A0 707 £ AGH G5 £ L BEEY PEEE DL Tk ADE /B R B =800I BAR By ENL 00T NGy DLLS DB B S (il Wi j P B BCILM OO

108



Figure legends

Figure 1: Example of four hypothetical scenanos illustrating the different possible impacts of
number of deses and iming of IPTP-SP on the pregnant women's protection against P.

falciparum infection

Legend:

We assumed that the theoretical protection penod of the pregnant women started from the
17th wg. Scenarios 1 and 2 consider two pregnant women taking respectively three and one
dosas of IPTP-5P, with the first dose at the same time. The effect of IFTP-5P remains high
for the first woman, but 'decreases over time for the second one, showing the likely
relationship between the number of doses and the protective effect during pregnancy.
Scenarios 3 and 4 show two pregnant women with the same number of IPTP-5P doses but a
different timing for the first dose. Scenaric 4 (late first dose) implies a longer unprotected
period between 17w.g. and the first dose, and therefore a greater susceplibility to P.
falciparum infection, illustrating the possible relationship between the timing of the first dose

and the protection of women against P. falciparum infections.

*: Theoretical maximum pencd of IPTP-5P doses coverage; # Unprotected pened;,  ++ -
Evolution of the IPTP-5F effect on the protection of pregnant women against infection with P.

falciparum infections
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Figure 2: Proportion of P. falciparum with or without infection before and after the first IPTp

dose for the 273 pregnant women, RECIPAL 2014-2017, Benin

P: p-value comesponding to the chi-square test

Figure 3: Distribution of the gestational age, at the visit preceding the first IPTP-3P dose and
at the visit of the first IPTP-SP dose, according to the total number of the IPTP-SP dose per

women during pregnancy, RECIPAL 2014-2017 (M=263), Benin

Legend:

The numbers at the right of the 17th wg comespond to (i) the proportion of visits where
pregnant women were eligible to receive IPTP-SP but did not (left-hand graphs) and (i) the

proportion of pregnant women who received their first IPTP-SP dose after the 17th wg.
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Table 1: General characteristics of the 273 pregnant women included in the analysis
comparing those who had 0 or 1 IPTp (n=62) versus 2 or 3 IPTp {n=211) during the

pregnancy. RECIPAL cohort, 2014-2017, Benin

Pregnant women  Pregnant women
who received 0 or who received 2 or
1 IPTp dose (N= 3 IPTp doses
Characteristics 62) {N=211) p-value
Mean or Mean or
proportion (C1 95 proportion (Cl 95
%) %)
Age (years) 262[251-2T74] 26.9[262-27.6] 0.34
. < 3 pregnancies 339 [22.7-46.8] 40.3[33.847.1]
Gestational rank 0.36
na »= 3pregnancies  66.1[53.2-77.0) 59.7 [52.9:66.2]
tal stat Cohabitation B.1[3.3-18.3) 6.2 [3.6-10.4]
M I = Married 919[81.60967] 93.8[B0696.4] 059
- Toffin B39[722912) Ti.1[64.5-76.8]
Ethnicity Others 16.1[8.7-27.8]. . 28.9[23.1-35.4] 0.04
. Iliterate 806 [68.5-B88] 6B T[62.1-T4.6]
Education level 0.07
" Ve Literate 1930111-39.4] 31.3[25337.9]
Number of ANC Bﬂ“‘;’ﬁ"w‘; and . 5512024 27[24-29] 0.42
visits After 17 wg 494857 52[5.1-54] 0.001
Proportion of women with-at least
one P. falciparum infections
(microscopic+ submicroscopic) 83.9% 63.2% 0.13
during pregnancy®
Mumber of P! falciparum infections
{microscopic+ submicroscopic) 32[26-3.7] 27[2530] 0.0v7

during pregnancy*

Abbreviations: I-F'Tp, intermittent preventive treatment im pregnancy; M. number of pregnant women;
RECIPAL, Retard de croissance intra-utérin et paludisme; AMC, antenatsl consultation; Cl, confidence
interval; wg, weeks of gestation; p-values comespond fo the t-test and chi-square tesis for respectively

continuous and categonical vanables.

¥ Proportion of women with at least one P. falkciparum infections (microscopict submicroscopic)

detected at scheduled and emergency ANC visits during pregnancy

*: Mumber of P. falciparum infections for women with at least one infection during pregnancy
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Table 2: Factors associated with the number of P falciparum infections
(microscopic+submicroscopic) after the 17th week of gestation (Multivariate negative
binomial model, N=273), RECIPAL 2014-2017, Benin

Variables Mumber of P. falciparum infecticn(s)

M alRR Cl 95% p-value

Microscopic P. falciparum infection

at the first fri ter of nancy 55 1.52 [1.07-2.153] 0019

Submicroscopic P. falciparum

infection at the first fimester of 79 1.75 [1.28-2.38] =0.001
pregnancy
Total number of IFTp 383 21 1
doses during the
pregnancy D&1 62 1.50 [1:41-2.03] D.009
Ethnicity Toffin 202 1.62 [1.12-2.33] 0.010
Timing (wg) of the first =212 68 1
IPTp intake =212 205 1.34 [0.95-1.88] 0.095

Abbreviations: M, number of pregnant women; RECIPAL, Retard de Croissance Intra-utérin et

Paludisme; alRF, adjusted incidence rate ratio; wg. weeks of gestation.

21
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Table 3: Factors associated with the number of P falciparum infections

{microscopic+submicroscopic) after the 17th week of gestation for women receiving 2

IPTp doses durning the pregnancy (Megative binomial model, N=173), RECIFPAL

2014-2017, Benin

Yariahles

Number of P. falciparum infection(s)

N alRR Cl 95% p-value
Microscopic F.
falciparum at the first
tri ter of 35 1.99 [1.28-3.11] 0.002
pregnancy
Submicroscopic P.
falciparum infection
at the first tri ter of )| 1.99 [1.32-2.99] 0.001
pregnancy
Ethnicity Toffin 125 191 [1.20-3.04] 0.007
Timing of =212 wg 40 1
the first
IPTp dose =212 wg 133 148 [0.95-2.32] 0.084

Abbreviations: M, number of pregnant women; RECIPAL, Retard de Croissance Intra-utérin et

Paludisme; alRR, adjusted incidence rate ratio; IFTp, intermittent preventive ireatment in pregnancy;

wig., weeks of gestation.
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Table 4: Comparison of the characteristics of pregnant women with or without

microscopic P. falciparum infection, N=273, RECIPAL 2014-2017, Benin

Pregnant women Pregnant women
without microscopic  with at least one
F. falciparum microscopic F.
L infections during  falciparum infection *
Characteristics the pregnancy during the p-value
{N=157) pregnancy (MN=116)
Mean or proportion  Mean or proportion
(Cl 95 %) {Cl 95 %)
Age (years) 27327 0-27 8] 261 [25.7-26:3]) 0.04
. Toffin 682 [60.4-75.0] 81.9 [73.7-88.00
Ethnicity Others 3118[240396] 18120263 001
=3
Gravidity preg;a;mes 369 [18.2-556.7] 41.4 [295-46 1] 0.46
pregnancies 63.1 [44.3-81.8] 58.6 [53.9-70.5]
) Cohabitation 6.4 [3:4-11.5] 6.9 [3.5-13.3]
Marital status ™ \parieq 936[885966] 031[867065 086
) lliiterate 68.8 [61.0-75.6] 75.0 [66.2-82 1]
Education level e rte 312[244-390] 250[179-338  0Z6
Total number of ANC visits after 0.06
17 wg 5048523 h3ilb05A] .
Total number of 0&1 16.6 [11.5-23.3] 3.0 [232-40.1]
IPTp doses 0.005
during the 283 834 [76.7-88.5] 69.0 [59.8-76.8] ;
pregnancy
Timing of the =212wg 274 [209-35.0] 21.6[14.9-30.1] 0.97
first IPTp dose =212 wg 726 [65.0-79.1] 78.4 [70.0-85.1] i

Abbreviations: M., number of pregnant women; RECIPAL, Retard de Croissance Intra-utérin et

Paludisme; alRR, AMC, antenatal care; wg, weeks of gestation.

"Student's tiest and x2 test were used for comparing continuous and categorical varables,

respectively.

Women with at least one submicroscopic infection afier 17 weeks of gestation in the group of women

with at least one microscopic

infection during pregnancy were B84.4%

(B8/118).
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Table 5. Factors associated with the number of submicroscopic P. falciparum
infections after the 17th week of gestation during the pregnancy (Multivariate

negative hinomial model, N=157).

Sub-sample of pregnant women without

microscopic P. fafciparum infections from the 17® wg, RECIPAL 2014-2017, Benin

Mumber of P. falciparum

Variables _ infection(s)
N alRR Cl 95% p-value
Submicroscopic P. falciparum
infection at the first timester of 49 202 [1.23-3.31] 0.005
pregnancy
Total number of IPTp 283 13 1
doses during the %
pregnancy 0&1 122 [0.64-2 34] 0543
Ethnicity Toffin 107 1.76 [0.96-3.24] 0.068
Timing of the first IPTp =21.2 wg 43 1
dose =212 wg 114 172 [0.94-3.14] 0.081

Abbreviations: wg. weeks of gestation; M. number of pregnant women; RECIPAL, Retard de

Croissance Intra-uterin et Paludisme; alRR, adjusted incidence rate ratio; IPTP, intermittent preventive

treatment in pregnancy.

24
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Table 6. Factors associated with the number of submicroscopic FP. falciparum
infections after the 17th week of gestation for women receiving 2 IPTp doses during
the pregnancy (Negative binomial model, N=105). Sub-sample of pregnant women

without microscopic P. falciparum infections from the 171 wg, RECIPAL 2014-2017,

Benin
) Mumber of P. falciparum infection(s)
Variables N alRR CIG5%  povale

Submicroscopic P. falciparum at the
first trimester of pregnancy 36 206 [1.10-3.87] 0.024
Ethnicity Toffin 71 193 [D90-4.13] 0.091

Timing of the first IPTp =212wg 25 1

dose >M2wg 80 2:41 [0.90-4.94] 0.087

Abbreviations: M, number of pregnant women; RECIPAL, Retard de Croissance Infra-utérin et
Paludisme; alRR, adjusted incidence rate ratio; [PTP, intermittent preventive treatment in pregnancy;

wq. weeks of gestation.
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5.3. Article 3: Hounkonnou C. et al. Impact of the use and efficacy of long

lasting insecticidal net on malaria infection during the first trimester of
pregnancy - a pre-conceptional cohort study in southern Benin. BMC

Public Health. 2018;18:683.

5.3.1. Problématique de |'article

Les mesures de lutte contre le PG consistent en 1’utilisation de MIILDA dés le début de la
grossesse, 1'utilisation du TPIg et le traitement des cas de paludisme [4, 5]. La majorité des
¢tudes montre I’effet positif du TPIg sur les indicateurs de santé maternel et feetal. Cependant,
le TPIg est contre-indiqué au 1°" trimestre de grossesse, montrant ainsi 1’absence de traitement
préventif au cours de cette période. La MIILDA reste donc le seul outil de prévention
disponible pouvant étre utilisé au 1°" trimestre de grossesse.

Des études ont montré que les infections par P. falciparum étaient plus fréquentes en début
qu’en fin de grossesse et que leur survenue précoce (avant 4 mois de grossesse) était associée
a un fort risque de survenue d’anémie maternelle et de FPN [118, 119, 168]. Par ailleurs, en
ASS, la majorité des femmes consulte a partir du deuxiéme trimestre de grossesse [123, 124]
pour des raisons souvent socio-culturelles. On se rend donc compte de la vulnérabilité des
femmes en ASS face aux infections par P. falciparum au 1°" trimestre de grossesse.

De plus, certains résultats contradictoires montrent un décalage important entre la possession,
I’utilisation déclarée des MIILDA et la prévalence de l’infection palustre au Bénin [2]
exposant la nécessité d’étudier les indicateurs habituellement utilisés pour estimer la
protection réelle conférée par les MIILDA contre les infections microscopiques,

habituellement détectées.
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Aucune étude, n’a cherché a montrer I’impact réel de 1’utilisation des MIILDA au cours de la
grossesse et plus précisément pendant le premier trimestre. Par ailleurs, la seule utilisation
d’indicateurs recueillis uniquement sur la déclaration des utilisateurs nous semblait biaisée.
Dans cet article valorisant les résultats du Master 2, nous nous sommes proposés d’étudier la
protection réelle conférée par les MIILDA pour lutter contre I’infection microscopique par P.
falciparum, détectée en routine, au 1% trimestre de grossesse.

Pour ce faire, nous nous sommes bases sur les indicateurs usuels mais également appesantis
sur d’autres indicateurs de MIILDA, I’intégrité physique et I’efficacité chimique, qui ne sont
pas habituellement utilisés lors de 1’appréciation de I’efficacité de cet outil de lutte.

Les données analysées dans cet article proviennent de 1’étude EVALMOUS qui a permis un
suivi des femmes et la collecte des données sur les MIILDA pendant le 1°" trimestre de

grossesse.

5.3.2. Résumé et commentaire de I'article
5.3.2.1. Résumé

Les femmes a I’inclusion avaient en moyenne 26,6 ans avec un minimum de 18 ans et un
maximum de 40 ans. Environs % des femmes étaient multigestes, les primigestes et
secundigestes étaient majoritairement les plus jeunes avec une moyenne d’age de 23 ans. Les
2/3 des femmes vivaient en zone lacustre et étaient d’ethnie Toffin.

Une bonne possession des MIILDA a été observée au cours de 1’¢tude. Environ huit femmes
sur dix ont déclaré utiliser leur MIILDA la semaine précédant les visites au cours de 1’étude.
Approximativement 60 % des MIILDA inspectées avaient une bonne intégrité physique mais
a peine 6 % de ces MIILDA ont atteint le seuil de bio efficacité chimique recommandé par

I’OMS.
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L’infection microscopique par P. falciparum a été détectée chez 18,3% des femmes enceintes
au cours du 1°" trimestre de grossesse. Le taux d’incidence de I’infection par P. falciparum
était de 7,18 cas pour 100 personnes-mois (IC 95%: 5.36-9.62).
Dans I’analyse multivariée, nous avons prouvé que les indicateurs d’utilisation des MIILDA
par les femmes enceintes, d’intégrité physique et de bio efficacité chimique des MIILDA
étaient liés au délai de survenue de la premiére infection par P. falciparum au cours du 1%
trimestre de grossesse (HRa=0,38; 1C95% : [0,18-0,80] ; p<0,001; HRa=0,59; 1C95% :
[0,29-1,19] ; p=0,07 et HRa=0,97; 1C95% : [0,94-1,00]; p=0,04 respectivement pour
I’utilisation, 1’intégrité physique et la bio efficacité des MIILDA). Nous avons également
confirmé, en tenant compte de toutes les infections survenues au cours du suivi, que ces
indicateurs protégeaient la femme enceinte contre la survenue d’un nombre élevé d’infections
microscopiques par P. falciparum au cours de cette période critique de la grossesse
(HRa=0,40 ; 1C95% : [0,20-0,78 ]; p<0,001; HRa=0,44 ; 1C95% : [0,24-0,81] ; p=0,07 et
HRa=0,98 ; 1C95% : [0,95-0,99 ]; p=0,04 respectivement pour I’utilisation, I’intégrité
physique et la bio efficacité des MIILDA).

5.3.2.2.  Discussion
Cet article valorisant les résultats du master 2 nous semble intéressant pour la bonne
compréhension de 1’implémentation des MIILDA au premier trimestre de grossesse dans la
zone d’étude de RECIPAL. Il tient uniquement compte des infections microscopiques par P.
falciparum mais démontre de la protection non optimale des femmes enceintes par cet outil de
prévention pendant cette période critique de la grossesse.
Notre but était d’étudier I’effet de trois indicateurs que sont I’utilisation, 1’intégrité physique
et I’efficacité biochimique des MIILDA sur I’infection palustre gestationnelle au premier
trimestre de grossesse. Le premier trimestre de grossesse est défini du début de la grossesse

jusqu’a 14 semaines d’aménorrhées révolues. Pour cela, nous avons étudié 1’effet de ces trois
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indicateurs sur le délai de survenue de la premiere infection palustre mais également sur le
nombre d’infections palustres au premier trimestre de grossesse. Nous avons donc mis en
ceuvre un modele de Cox et une régression de Poisson. Notre variable d’intérét est la premicre
infection palustre et le nombre d’infections palustres au premier trimestre de grossesse pour la
mise en ceuvre respective des modeles de Cox et de Poisson. Le modele de Cox nous
permettait d’avoir des informations sur le délai de survenue de la premiére infection palustre
pendant la grossesse. Dans le but de compléter les informations du modéle de Cox qui ne tient
compte que de la premiére infection dans sa mise en ceuvre et donc exclu les autres infections
survenues au cours du trimestre, nous avons realisé une régression de Poisson en prenant en
compte toutes les infections survenues au premier trimestre de grossesse. Ces modeles
complémentaires ont permis de noter I’importance d’associer la possession et I’utilisation des
MIILDA a leur intégrité physique et bio efficacité pour une protection optimale des femmes

enceintes au premier trimestre de grossesse.

5.3.3. Hounkonnou et al., BMC Public Health 2018
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Abstract

Badeground: Malaria in pregriancy i pevalent in Sub-3aharan Africa. The firg timester of pregnancy is a critical
periad and the best preventive measure is Long Lasting Insscticidal Mets {LUN]) Unfortunately, few studies have
been conducted which foouses on the usage and effiacy of LLIN on malaria pravention during the first trimester.
Methods: We asses=ed the use and efiectivenss of LUM in early pregrancy in Benin and its impac on malaria
infiection risk. We followed-up a cohort of 240 pregrant women from pe-conception to the end of the first
trimester of pegnancy in Southern Benin Parastological, matemal and LLIM data wene actively collected babore, at
the beginning and end of the first trimester of pregrancy. A Cox regresion model was wsed 1o determine the
relatiorship betweean the fime to onset of the first malaria infection and the use, physical integrity, and bo-efficacy
of the LLIN, adjusted for relevant covariables.

Results: The good wse, gond physical integrity and biokagical efficacy of LUM were assocated with 3 decreased rek of
oocurence of the fist malaria infection in early pregnancy (HRa = 0.38; (01 8-0.80); p <000 ; HRa =0.5% (029119 p
< (07 HRa=097; (194—100F p= 004 mspectiveld, after adjustment fior other covariates. Primnisecundigravid ity and
mialaria infection bahore pregrancy wene assodated with 3 risk of sarier orsst of malaria infection
Condusion: The dassically used LLN% indicatars of possession and use may not be sufficent tocharactenze the true
pratection of pregrant waomen in the first timeser of pregnancy. Indictors of physcal integrity and bio-aficacy
shiould be integrated with those indicato s in avaluation studises.
Keywords: Gestational malaria, First trimester, Long lasting impegnated nets, Use, Physcal integrity indicatar,
Biological effiacy indicator
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Malarks in pregrancy rsults in an increased risk of low
bisth weight (LBW) [1-3], nustemal anemts and perinotal
mortality [1, 4. Wodd Health Organization (WHCO) hoas
implentented a prevention policy spedific to this valnembe
population [5, 6, based on sulfsdocine- pye methanmine (SP)
intermittent preventive trestment in pregmant women
(IPTp) and the use of Long Lasting Impregroted MNets
(LLIN} from the onset of pregrancy. The [PTp comprises
monthly intakes of 2 cumstive dose of SP duding antenstal

care visits from the second trimesier of pregrancy for all
pregrant women (whether infected or not). Numemss
studies heve shown the effectivenes of [FTp in improving
e termal and child health outeomes [7—10]. Howevee [PTp
iz contraindicated in the fst wimeser of pregroncy leaving
women in the st trimester unprotected by this control
sl . Moreover, several shsdies hove shown that the fisst -
mester of pregnancy ks a critical period during which mal-
ara infection k& asocated with an increased rigk of low
birth welght and matemal anemds [11-13]. LLIN i the only
preventive tool avallsble for pregrant women during this
pedod. However it s koown that winme s atte nd
the maternity dinke moetly after the fist trimester of preg-
nancy in sub-Saharmn Afrca [14]. Comsequently, the fist
trimester of pregrancy & a pedod badly covered by the
malaris prevention policy. There i evidence for the efficacy
of LLIN in preventing malaris infction during pregrancy
[15], to imsprove babies” birth weight [16]. No shedy has vet
focused on the specific protection conierred by LLIN in the
firgd trimester of pregnancy. In this work, using data from
ithe follow-up of a pre-conceptional cohort carried ot in
South-Benin in A015-1016, we evalusted the asocttion
between the indicators of uwse, physical integrity and
big-efficacy of LLING used by pregnant women and malada
incidence during the first trimester of pregrancy.

Methods

Study design

EVAIMOUS & a cohort shsdy nested in the RECIPAL
project, carded out in Sowth Benin [17]. Between June
2014 and Auvgust 2017, 1214 women of childbearing age
and willing to beconse pregnant (primary cohort) were in-
claded in a cobort follow-up. All women were screened
for malada using thick blood smear (TBS) at their incu-
slon and monitored monthly wing a udnary pregnancy
test untl the identification of 411 pregrant women anong
them (secondary cohom). The pregrant women were then
monitored monthly untl delivery at the maternity dinic,
where they benefited from a dinical, parasitological (by
TBS), mutritional and ulrssound Dllow-up. Lambaene
technigue was used to quantify parasitsemia and the de-
tection threshold with this method has been estimated to
be 5 pamatespl [18]. In addition, in the event of fever or
symploms suggedive to malark, pregnant wWomen were
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screened udng Rapld Disgnostic Tests (RDT) and treated
with Anemisinin-based Combiraton Theraples (ACT)
when tested pogitive for malarks scconding to the mations]
guidelines [19].

EVALMOUS study held between Lst fune 2015 and 31st
October 2006 and almed to assess the efectiveness of
mosquito nets used by pregnant women and other mem-
bers of their household in preventing malirta. The fist
576 women from the RECIPAL pomary cobort who
agreed to participate were included in EVALMOUS shudy
before their pregrancy and the frst 240 of them to be-
come pregrant were followed throughout the Bt trimes-
ter of pregrancy. Waomen were visited at three home
visite a first visit was perfomned before pregrancy and
two vidis during the st timester of pregrancy. During
these visits, a gquesionmaire was adminigered to the
waoren in onder to evaluate the indicators related to LLIM,
namely: possession, use and physical integrity. At the last
visit the mosquito net used by the pregrant women was
taken for laboratory testing to asmess their bio-eficacy and
replaced by new ones provided by the study. Physical in-
tegrity and bio-efficacy of the LLINs were determined by
the Aeld workers wiing the stand ard WHO pootocol [20].

Variakbles

Outeome variable

Malaria infection during the first tdmester of pregnancy
was defined as a postive blood smear and lor 2 positve
EDT before 15 weeks of gestation (estimated by eady
ultrasound scan). Timing of malaria infection was deter-
mined based on gestational age.

Independent variables

At each visit during the study (before pregnancy and dur-
ing the fimt tAmester of pregnancy), the use of mosguito
net was defined a8 a hinary varbable, “good”™ if LLIN was
reported to be used every day of the week preceding the
visit and if it was propedy installed afier inspection by the
investigator.

The physical integrity of nets was characterized by a
hale index (hi) esulting from the duamdedzation of the
haoles according to WHO protocal [20]. A mosguito net
with a hi between () and & was considered as in “good”
condition, a hi between 65 and 642 as in an “accepiable”™
state and a hi greater than 643 a8 in a "bad™ state.

Bio-efficacy of LLIN was based on both kdod (lmodk--
down &) min) and 24 h-death (mortality after 24 h) of
fennale Anmopheles gambiae "Klmumu strain™ 2-5 days
after exposure to LLIN through standand WHO cone. A
LLIMN was declared bio-effective when the kdod mte
induced by this LLIN k& greater than or equal to 95% or
when the maortality rate induced by it is greater than or

equeal to RO [20].
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Statictical analysis
Firat, we did a descriptive m}yﬂ. of the geneﬂ] charac-

teristic of the women at baseline (sdodemographic, the
charactedstics of the LLIN: and the malaria before

pregnancy).

Univariable analysis

We stsdied the relationship between the dme to onset
of the first malarks infection in the fst trimester of
pregnancy and each of the independent variables by a
univariable Cox regression mode. For esch covariate,
the proportiomal dsk hypothesis was verified wsing the
overall *p” of the Schoenfeld residue-based test For the
contimuows covarktes, the linearity hypothesis was veri-
fied The compadson between the Kaplan-Meler ourves
of the diferent categodes of qualitative variables was
carded out by a log rank test.

Multivaralle analysis

The malida infection and the LIIN: indicators were
available for 19 pregrant women out of the 2. We
companed the 19 pregnant women induded in the mul-
tivariable analysis and the 50 excleded women acoond ing
to the age (t-test), the gestational rank, the residence
area and the malaria infection before pregrancy. The
compadson of the age in the two groups was performed
by a ttest whereas the categorical vadables were com-
pared using a Chi2 test.

A multhvariable Cox regression model was used. Adjust-
ment factors were age (in years) of the pregrant women
{quanttative variable recoded in quartles); the gestational
rank (less than 3 pregronces/more than 3 pregnancies;
madtal stabiss (unmarded marcied); pre-pregrancy mal-
ada infction during the pre-pregnancy vidt ethnidty
{ Toffind othery level of education (lterate/dliterate); ooou-
patonal sans (emplovedfunemploved) and residential
apea (lake ares Tand area).

Fimst, all covadates were introduced in the model and a
backward step-by-step drategy was periormed to eliminate
non-significant cofactors At the end of the analysis, only
the cofictos msodated with the vamable to be ecplained at
the 5% p-value threshold were retained in the fmal model
in addition to the LLIN indicator varisbles As we congd-
ered in this sudy one-sded alternative hypotheses (le. bet-
ter we, betier physical integrity and better bio-efficacy
would confer protection against malari), we used
one-sided povalues with a threshold of significanee at 5%

During the study, six pregrant women had at least 2
mabria infections dudng the first trimester of preg-
nancy. [n order to assess the detemndmants of the -
ber of infections, we performued a multivartable Polsson
regression model, regressng the same covarkates (a5 in
the Cox model) on the number of infections in the fimt
trimester. [n addition, in order to take into account the
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different number of measiures between the women, an
offeet (the log of the number of vidis) has been intmo-
dusced in the mwsdel.

The amalyses were carded out with STATA software
version 131 (STATA Corporation, Texas).

Results

Five hundred and seventy-six ant women were
included in the EVALMOUS study. Figure 1 shows the
fAow char dudng follow-up of thee women We
inchided 240 pregrant women. At the end of the eight-
een months of follow-up, the proporton of doop-owt,
migcarriages, and refisals was 042%; 833 and 5% re-
spectively. The hicassays were carried out in the labora-
tory an 324 LLINS at the end of the fist trimester

The chamctedstics of the pregrant women included in
the study are shown in Table 1. Among the 240 women,
the prevalence of malark infction before pregnancy was
441% and the propomion of infected pregnant women
dﬂrlng the fimt tHmester of [Pregrancy wak 1833%. All
wiien except one had an LLIN.

During pregnancy, al but one of the women had
LLINs. Most of pregrant women (83.25%) had wsed their
LLIN properly during the week prior to the visits About
6% of the LLINs inspected were in good physical condi-
tion. On the other hand barely 6% of LLINs tested in the
laboratory were bio-effective. Table 2 recapitulates the
charactedstics of the LLIN%S indicators inspected.

Table 3 shows the different proportions of malaria in-
fection during the different visits of the first trimester of
pregnancy. The median tme between onset of malada
before pregrancy and the beginning of pregnancy was
7.6 months with an interquartlle range of (4.9-85)

Figure 2 shows the probability of non-occumence of
malarks infection in pregrant women a8 a function of
time dudng the first tdmester of pregnancy. The ind-
dence cate of malarts infectons was 718 cates per W)
pera n-months (95% CLE 536-9.62).

The group of women not included in the multhariate
anmalyss did not differ sgnificanily from the incleded
pregnant women, according to the 4 vadables: age, resi-
dence ama, gestational mnk and malaris before preg-
nancy (mespective p-values =0048; 0.2 LM and 058
respectively). Based on those resulis, excluding the 50
women from the multhvarisble model does not seem to
have led to a major selection bias.

The varables selected in the final multvariste model
respected the propomional hazard asumption assump-
tion according to the 5 chisenfeld residials method.

Additional file 1: Table 51 and Table 4 respectively
summarize the univariate Cox regresdon model and the
fimal multivadate Cox model. After adjustment, the use

of LIIN by pregrant women was mangirally significant,
whereas the phydeal integdty, the [LIN% quantitative
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bio-efficacy and malarks infection in pre-pregrancy were
significantly associted with the time to onset of the fist
malarks infection in the st trimester of pregrancy.

We also perfsrmed a Pobsson model to study the effect of
the thiee indicatos of LLIN on the number of malada in-
fections oocurdng dudng the first trimester of pregrancy
adjusted for the same oovaristes. In this amalyss
(Additonal file 2 Tale 52), the thme indicstors of the
LLINs (the wse, the physical imtegrity and the quantitative
blo-efficacy) were sgnificantly assocts ted with the inddence
of malada infction dubdng the Gt tdmeser of pregrancy,
(RRa =04k (020-078; p<0u3; [RRa=Q8k (024
081} p<0004; [REa = 008; (09509 po002 regpect-
ively), conflrming the results of the Cox model.

Discussion

The peculiarity of our study was the abiity to have
followed the women from the pre-conceptional pedod
untl]l the end of the first trimester of pregnancy. This
study identified two @5 of esential results, §) the pe-
fined characterization of the protection given to the
pregnant women by the LLIN against malaria infection
during the fist tdmester of pregrancy and i) new im-
potant elements in the reflection on the different indi-
cators of LLING effldency that characterize properly the
real protection of pregrant women against malaria dur-
ing this critical period.

We observed a general high possession and good use
of LLIN by the study pregrant women. This & probably
an indication of the success of the LLIN mass distribu-
tion campaigns carcied out previgusly in Benin in 2011
and 2014 [n all, the Cox model confirmed our working
hypothesis that the diferent indicators were significantly
related to the delay in malaria infbction. Precisely, good
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Table 2 ndicatos of posseshon, we phydcal integily and chemical efficacy of LUNS inspacted during follow-up, S0-Ava and

Abessang, Benin 201 5-2016 (N=240)
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vse, good physical integdty and the gquantitathe
bio-efficacy of the LLIN were found to be assocated
with a later occurmence of the first maladal infection
during the first trimester of pregnancy. In this model the
physical integrity of the LLIN was asociated only mar-
ghrally significantly with the delay of the fist malarks in-
fection but showed significant asocktons in the
Polsmon e model Five pregrant women had
malark infection twice in our study. Two studies did not
find anmy sssociation between LLIN wsage by pregront
women and the risk of malarts inEcton [21, 22]. Since
the effiectivenes of LLIN to reduce the malaria burden
has been extersively established [23] including in preg-
nant wamen [15, 24—28], those result show probably the

limit of the two clssical indicators of owneship and -
ported LLIN we the previous night to characterize ad-
equately the optinal protection of the pregrant woman
against the ocourrence of a malida infection. All these
elements polnt out the need to consider, in additon to
the clsmical owneship and reported wse indicatoms, the
physical integrity and bio-efficacy indicators should be
taken into account in evalustion studies of LLIN «fi-
clency to reduce the malaria bunden in pregnant womnmen.

In our stedy, the high proportions of good wse and
LLINs with good physical integrty are in favor of a good
physical barder conferred by LLIN to the pregrant
women during the fist trimester of pregrancy. Mever-
theless, a more worrying result was the small minority of

Table 3 Propoation of pregnant wamen infected during the fist tlmester of pregnancy, S8-Awa and Abssatg, Benin 2015-2018

Maxa Pre-pregrancy wmt Wi 1 Wit 2 Wise 3

irfection n %, (S O n %, (95 () n % (5% 1) n %, (5% (1)
Tora Frid FET) ) 180

Y 10 441 (L3 BOY) 14 S {156 0 88 0 £ (2 H; 243 i Qa4 B8k W
A ol of 13 pey v fieflhoww ol chosiirny SIS par i, i 2 mada e folowep e of 38 days (mengearile imark 65-95)
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LUN reaching the bio-efficacy threshold set by the
WHO recommendations. This raises the highly import-
ant question of the dumstion of the LLIN: bio-efficacy in
field conditons. Given that optimal protection by the
LLN is provided by the combination of its physical bar-
rier and chemical efficacy, we can conduede that the ex-
treme mujority of women in the study wem not
optmally protected against makbida in the first trimester
of their pregrancy by the LLIN they used. This impart-
ant condusion would have been missed if only based on
the ownership and usage dasical indicatos.

Table & Faciors asodated with the Bme © onset of the Sra
makaia infection during the fira trimester of regnancy
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Ak sty Bendn 20152016
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A strength of our stsdy is that for the first Hme inoa ol -
afa coho, the women were seen al a pre-copceptional
stage which allowed to follow them on the very beginning
of their pregrancy. This is an important s renght compared
to non preconceplonal studies Although our resulis indi-
cate minimal selection bias the moderate dze of our sm-
ple and the particular facies of the stisdy area (lke zane)
impose some caution on the mpresentathenss of the
resulis.

Conclusion

Our study demonstrated for the first dme an overall
good physical protection against the malaris vector con-
ferred by LLIN in pregrant women in their fisst trimes-
ter of pregmancy, but low chemical protection in our
study area. An impaortant conclesion is tat, in addition
to the tmaditonal indicator of posesion of LLIN: by
pregnant women, it & essential to take into acoount
other indicators such & actual wse, physical integrity
and bic-efidency of LLIN, snce all these indicators re-
flect independently from esch other the real protection
against malaria of this popubton. Further sudies are
then needed to assess the generalizability of our resuls
and alko to control the dumtion of the chemical effect-
ivenes of the LLIN distributed on the territony.
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VI. DISCUSSION
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Au cours de ce travail de thése, nous nous sommes basée sur une cohorte de 273 femmes
enceintes dans le but, d’une part d’étudier finement la dynamique et les déterminants des
infections submicroscopiques par P. falciparum au cours des différents trimestres de la
grossesse avec un accent particulier sur le premier trimestre et, d’autre part, d’évaluer
I’impact des différents moyens de prévention actuellement recommandés pendant la grossesse
sur ces infections. L’aspect particulier de notre étude consiste en un suivi des femmes depuis
la préconception jusqu’a 1’accouchement, permettant ainsi I’obtention de données (en
particulier sur les infections par P. falciparum) des le début de la grossesse.

Les infections submicroscopiques par P. falciparum constituent actuellement un probléme
majeur de santé publique au niveau mondial, dans les zones a basse comme forte transmission
palustres, de par sa contribution (i) a la transmission de la maladie [14, 17], (ii) a
I’augmentation du risque de développement des infections microscopiques [46] mais
également (iii) a la morbidité maternelle et périnatale [18, 32, 33].

Dans un premier temps, nous discuterons de la pertinence de 1’étude des infections
submicroscopiques par P. falciparum pendant la grossesse et de I’apport de nos résultats sur la
compréhension de ce sujet. Suite a cela, nous présenterons les forces et limites de 1’étude, puis
une mise en perspective des résultats et terminerons par une analyse des enjeux de santé

publique qui en découlent afin d’aboutir a quelques recommandations.

6.1. Rappel des principaux résultats obtenus

Cette étude nous a permis de degager des résultats essentiels. Nous avons confirmé
I’existence d’un large réservoir d’infections submicroscopiques par P. falciparum chez les
femmes enceintes pendant la grossesse avec une proportion plus élevée au premier trimestre
comparativement aux deux derniers trimestres de la grossesse. L’existence de ces infections

submicroscopiques avant la grossesse augmente le risque de survenue d’infections
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microscopiques et submicroscopiques tout le long de la grossesse avec un risque plus élevé au
premier trimestre de grossesse. Ceci laisse supposer I’existence de la persistance des
infections de la pré-grossesse pendant les premiers mois de grossesse en plus de potentielles
nouvelles infections acquises au cours de la grossesse. Un groupe particulierement a risque de
survenue d’infections palustres aux différents trimestres de la grossesse a été identifié. Il
s’agit des jeunes femmes (<26 ans) en age de procréer ayant une infection submicroscopique
avant le début de la grossesse. Face a cela, la question des moyens de lutte actuels se pose.
Nos résultats montrent que ’utilisation actuelle des MIILDA, seul outil de prévention pendant
le premier trimestre de grossesse, ne permet pas une protection optimale des femmes au
premier trimestre de grossesse, période critique [122]. La persistance des infections de la pré-
grossesse pendant la grossesse prouve I’inefficacité de la MIILDA a protéger optimalement la
femme enceinte en début de grossesse.

De plus, I’'implémentation et ’utilisation actuelle du TPIg recommandé a partir du deuxieme
trimestre de grossesse est sous-optimale. D’une maniére générale, certains indicateurs des
outils de prévention qui ne sont actuellement pas pris en compte dans 1’évaluation de la
protection des femmes enceintes contre le paludisme nous ont paru jouer un réle important.
Pour les MIILDA, il s’agit en plus de leur possession et utilisation vérifiée, de la nécessité de
tenir compte de leur bonne intégrité physique et efficacité chimique. Pour le TPlg, il s’agit
d’accentuer les pratiques sur la prise précoce de la premiére dose en plus du nombre de doses
recommandé pendant la grossesse. Enfin, nous avons montré la nécessité de comprendre les
freins liés a la mise en application effective des distributions du TPIlg aux femmes enceintes et

de sensibiliser aussi bien les femmes que le personnel soignant.
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6.2. Les infections submicroscopiques par P. falciparum pendant la
grossesse

Dans I’actuel contexte d’élimination du paludisme au niveau mondial, les infections
submicroscopiques par P. falciparum constituent un important probléme de santé publique. La
comprehension de leur dynamique ainsi que des différents déterminants agissant sur cette
dynamique pourrait permettre de trouver des solutions appropriées dans la lutte contre la
maladie. Les données scientifiques existant sur le sujet montrent une participation a la
transmission du paludisme [16, 17, 14], une prévalence plus élevée de ces infections
comparativement aux infections microscopiques diagnostiquées en routine et une participation
probable a la survenue d’issues défavorables de grossesse. Un manque de connaissances sur
ces infections submicroscopiques réside dans le fait que les données existantes ne proviennent
pas d’études congues dans le but d’évaluer I'impact des infections submicroscopiques
survenant des le début de la grossesse sur 1’épidémiologie de la maladie. L’étude RECIPAL,
étant une étude préconceptionnelle, a permis d’obtenir des données scientifiques rigoureuses
sur les infections survenant au cours de la grossesse et en particulier des le tout début de la
grossesse.

Notre étude a montré que la proportion d’infections submicroscopiques était plus élevée que
celle des infections microscopiques tout le long de la grossesse. Ceci est en cohérence avec
les résultats d’autres ¢études prouvant la grande importance du réservoir d’infections
submicroscopiques par rapport a celle prédite par les infections microscopiques [15, 18]. Le
taux d’incidence cumulée des infections submicroscopiques était deux fois plus élevé que
celui des infections microscopiques au cours de la grossesse. D’autre part, la dynamique des
infections submicroscopiques n’était pas constante aux différents trimestres de la grossesse.
Au cours de 1’é¢tude, nous avons constaté que la prévalence des infections submicroscopiques

était plus élevee au cours du premier trimestre de grossesse comparativement aux deuxiéme et
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troisieme trimestres de la grossesse. La différence de risque d’infections palustres aux
différents trimestres de grossesse pourrait s’expliquer par la coexistence de deux
phénomenes : la persistance des infections de la pré-grossesse pendant les premiers mois de
grossesse et ’apparition de nouvelles infections en début de grossesse dues a une exposition
précoce des femmes enceintes au paludisme au cours de la grossesse.

L’hypothése d’une susceptibilité précoce des femmes enceintes a contracter le
paludisme est en accord avec des études menées au Bénin et au Malawi qui ont montré une
plus forte prévalence des infections submicroscopiques survenues avant 4 mois de grossesse
comparativement au reste de la grossesse [18, 178, 179].

Nous avons constaté que les infections submicroscopiques survenant en période pré-
conceptionnelle augmentaient le risque de survenue des infections par P. falciparum du
premier trimestre. Des études réalisées en ASS ont déja suggéré voire montré que les femmes
infectées avant la grossesse étaient plus exposées au risque d'étre infectées au premier
trimestre [121, 178, 180]. Une étude récente, réalisée dans la méme zone d’étude que
RECIPAL au Sud du Bénin, portant sur les femmes nulligestes suivies pendant leur premiere
grossesse, a montré que les infections survenant au cours du premier trimestre étaient
principalement (70%) composées de génotypes persistants de P. falciparum contractés avant
la grossesse [178]. Dans ce méme ordre d’idées, le génotypage des 66 échantillons provenant
de I’étude RECIPAL avec des résultats de PCR positives aussi bien lors de la visite avant la
conception que lors de la premiére visite prénatale a révélé qu'environ 50% des infections
détectées en début de grossesse étaient similaires a celles d'avant la grossesse [181]
témoignant donc d’une persistance des infections de la pré-grossesse pendant les premiers de
la grossesse. Cela confirme que les infections survenues avant la grossesse peuvent persister

jusqu'au début de la grossesse [121, 178, 181]. Ces infections de la pré-conception constituent
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alors une part importante de la proportion d'infections du premier trimestre en plus des
nouvelles infections que les femmes pourraient contracter en cette période.

Par ailleurs, il a été démontré que les femmes enceintes étaient mal protégees au cours du
premier trimestre de grossesse [122, 182]. Ceci est di (i) au faible taux d’utilisation des
MIILDA par les femmes enceintes surtout par les primigestes et (ii) a la mauvaise protection
conférée par les MIILDA utilisées par les femmes au cours de leur grossesse [122]. Les
recommandations nationales stipulent que les MIILDA doivent étre distribuées aux femmes
enceintes lors de leur premiere CPN. La distribution tardive des MIILDA aux femmes lors des
CPN [183, 184] en partie due aux consultations tardives des femmes africaines (souvent a
partir du deuxiéme trimestre de grossesse) [123-125] empéche leur protection optimale au
cours du premier trimestre de grossesse. Au cours du suivi régulier de notre étude, nous avons
quand méme découvert une trés bonne utilisation des MIILDA par les femmes enceintes
(99%) au cours du premier trimestre de grossesse, leur conférant ainsi une protection
physique relativement bonne, sachant que l’intégrité physique de ces MIILDA n’est pas
forcément optimale [122]. Malheureusement, la protection biochimique propre aux MIILDAS
était tres faible (7% des MIILDA des femmes étant bio-efficaces), diminuant ainsi la
protection réelle que doivent procurer les MIILDASs aux femmes enceintes. Cela a permis de
démontrer que la protection des MIILDAS, passant aussi bien par la barriére physique que par
’efficacité biochimique, impacte le délai de survenue de la premiére infection palustre au
premier trimestre de grossesse [122]. Par ailleurs, I’utilisation actuelle des MIILDA
n’empéche pas (i) la persistance des infections submicroscopiques survenues avant grossesse
pendant le premier trimestre de grossesse [181] ou (ii) leur aggravation en infections
microscopiques au cours du premier trimestre de grossesse [178].

L’implication des infections de la pré-grossesse sur le risque de survenue des infections au

premier trimestre de grossesse ainsi que la mauvaise protection des femmes au début de la
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grossesse pourraient donc expliquer, au moins en partie, la forte prévalence des infections par
P. falciparum au premier trimestre de grossesse.

Au cours de la grossesse, nous avons noté une diminution marquée de la prévalence des
infections submicroscopiques a partir du deuxiéme trimestre dans la dynamique des infections
par P. falciparum. Cette diminution du risque de survenue des infections semble coincider
avec la période d’utilisation du TPIg. En effet, le TPIg a la SP est contre-indiqué au premier
trimestre a cause des possibles effets tératogenes sur le feetus [138-140, 185, 186] et
recommandé des le second trimestre de grossesse. Des études ont déja montré le role joué par
le moment d'administration du TPIg sur le risque d’infections palustres pendant la grossesse
[187, 188]. Le TPIg a la SP est reconnu pour ses effets curatif (élimination des parasites
placentaires) et post-prophylactique sur les infections microscopiques au cours de la grossesse
[189, 190]. Nous avons suggeré dans nos résultats que la prise tardive de la premiere dose de
TPIg augmentait le nombre d’infections submicroscopiques a partir du second trimestre de
grossesse. Nous avons également montré une augmentation du risque de survenue d’un
nombre élevé d’infections par P. falciparum apres 17 SA, indépendamment de 1’utilisation du
TPIg, chez une femme ayant un antécédent d’infection submicroscopique au premier
trimestre, suggeérant un déficit d’action du TPIg sur les infections submicroscopiques.

Une maniére d’évaluer un tant soit peu I’évolution des infections apres la prise de TPIg a été
de voir la proportion de femmes infectées pendant et aprés la prise de TPIg. Nous avons ainsi
remarqué que 14% des 263 femmes ayant eu un TPIg pendant la grossesse étaient indemnes
d’infection a la CPN d’une prise de TPIg et ont eu une infection (submicroscopique ou
microscopique) a la CPN suivant la prise dudit TPIg. De plus, 8% des 263 femmes avaient
une infection lors de la prise de TPIg et étaient toujours infectées a la CPN suivant la prise de
TPIg. Ceci montre que le TPIg n’est pas efficace de fagon optimale pour empécher la

survenue de nouvelles infections ou pour nettoyer compléetement toutes les infections déja
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existantes. Des données de génotypages, non disponibles pendant notre thése, permettraient
de voir si les nouvelles infections et les infections persistantes sont dues a de nouveaux clones
de souches parasitaires ou a la réactivation d’anciennes souches parasitaires. Pour avoir une
idée de I’impact du nombre de doses sur la survenue de nouvelles ou la persistance des
infections apres le TPIg, nous avons estimé la proportion de femmes infectées apreés la prise
de deux doses de TPIg. Ce sous-échantillon de femmes ayant deux doses de TPIg correspond
a la majorité des femmes de notre étude, soit 63%, ayant recu le TPIg pendant le suivi. Nous
avons noté que parmi les femmes ayant eu deux doses de TPIlg pendant la grossesse, 7% se
sont réinfectées et 4% ont eu une infection persistante apres une prise de TPIg. Une
proportion non négligeable de femmes ayant recu deux doses de TPI se retrouvent donc
infectées apreés la prise de la SP. Ceci montre le manque d’efficacit¢ de 1’effet post-
prophylactique et curatif de la SP au vu de 1I’émergence des phénomenes de résistance a la SP
en Afriqgue. Du fait que la demi-vie de la sulfadoxine est de 7jours et celle de la
pyriméthamine de 3 jours et de I’augmentation des résistances a la SP en Afrique [190], la
survenue de nouvelles infections ou la persistance d’infections entre deux prises de TPIg (en
médiane 6 semaines dans notre étude) n’est pas étonnant. Dans tous les cas, cela améne a
réfléchir sur la nécessité de recommander une molécule capable d’avoir une action aussi bien
curative que prophylactique sur les infections submicroscopiques et microscopiques afin de
protéger optimalement les femmes pendant la grossesse.

Un autre constat a été la légére augmentation de la prévalence des infections
submicroscopiques vers la fin du troisieme trimestre de grossesse. Cette 1égére augmentation
des infections submicroscopiques pourrait s’expliquer par le faible nombre de doses de TPIg
recues au cours de la grossesse par les femmes enceintes. En effet, ’OMS a recommandé,
depuis 2012, I’administration d’un minimum de trois doses de TPIg pendant la grossesse a

partir du second trimestre de grossesse. Dans 1’étude, la majorité des femmes (63%) ont regu
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deux doses avec 50% de ces femmes ayant une premiére dose apres 22 SA. La durée médiane
entre deux prises de TPIg était d’environ 6 semaines et celle entre la derniére prise de TPIg et
I’accouchement était d’environ 9 semaines réduisant ainsi la fenétre de couverture du TPIg
pendant la grossesse. Les femmes ayant recu trois doses de TPIg (14%) étaient également mal
protégées vers la fin du troisiéme trimestre de grossesse parce que 25% d’entre elles avaient
eu leur troisiéme dose au minimum huit semaines avant 1’accouchement. Ceci pourrait
expliquer la mauvaise protection a la fin du troisiéme trimestre de grossesse se traduisant par
la 1égere hausse des infections submicroscopiques durant cette période.

D’autres facteurs en dehors des stratégies de lutte sont a prendre en considération pour
expliquer la dynamique des infections submicroscopiques au cours de la grossesse.

Nous avons mis en évidence que le jeune age est un facteur de risque de survenue des
infections submicroscopiques et microscopiques au cours de la grossesse et méme avant la
grossesse avec un risque d’infection, en pré-grossesse, respectif de 37,2% contre 27,1%
(p=0,02 avec un test de chi2). Ainsi, le jeune age et ’existence d’une infection avant
grossesse [178, 181] sont des facteurs de risque de survenue d’infection palustre pendant la
grossesse avec un risque plus élevé d’infection palustre au 1°" trimestre de grossesse.
L’implication du jeune age dans le risque élevé d’infection avant et pendant la grossesse
s’explique vraisemblablement par une réponse immunitaire, vis-a-vis du paludisme, moins
efficace chez les sujets jeunes que chez les sujets 4gés. L’association du jeune age au risque
de survenue des infections pendant la grossesse peut étre également lié a la gestité. En effet,
dans le groupe des jeunes femmes, la primigestité voire la secondigestité sont surreprésentés
[178]. Les études ont déja montré le lien entre la gestité et le risque de survenue des infections
par P. falciparum pendant la grossesse [103, 191, 192] démontrant que les primigestes étaient
plus a risque de contracter le paludisme que les multigestes. Par ailleurs, les primigestes ont

une immunité plus faible voire inexistante contre les antigénes du parasite VAR2CSA
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comparativement aux multigestes [81, 82, 193, 194], I'immunité protectrice contre les
VAR2CSA étant acquise au cours des différentes grossesses et conférant ainsi une certaine
protection aux multigestes par rapport aux primigestes.

Une hypothése probable a étudier pourrait étre 1’utilisation faible des moyens de prévention
contre le paludisme (MIILDAs et TPIg) par les jeunes femmes qui sont majoritairement
primigestes comparativement aux multigestes qui ont déja une connaissance du risque
encouru pendant la grossesse et donc des différentes méthodes de protection. Le principal
systeme de distribution des MIILDA aux femmes enceintes se fait a la premiére CPN dans un
contexte ou la majorit¢ des femmes ne consultent qu’a partir du deuxiéme trimestre de
grossesse [123-126]. Les primigestes n’ont donc pas un accés rapide aux MIILDA. Les
femmes multigestes ont par contre déja eu acces aux MIILDA lors de leurs grossesses
antérieures et pourraient continuer d’utiliser ces MIILDA en attendant leurs premieres CPN
pour les nouvelles grossesses. Des études réalisées dans d’autres pays africains ont déja
suggeré une utilisation faible des MIILDA par les primigestes comparées aux multigestes
[180, 184, 195] qui pourrait expliquer 1’existence d’un risque d’infection plus élevé chez les
primigestes. Cette hypothése mérite d'étre confirmée pour permettre un ajustement des
politiques de prévention contre le paludisme.

L’ethnie est également associée au risque de survenue des infections au cours de la grossesse.
L’ethnie « Toffin » pourrait étre un marqueur d’exposition et non un facteur de risque. En
effet, les femmes Toffin sont en majorité situées dans la zone lacustre, zone favorable au
développement des vecteurs et a la transmission du parasite L’ethnie « Toffin » pourrait donc
refléter la surexposition de ces femmes aux vecteurs (anophéles) via 1’environnement (lac)
favorable a leur multiplication. Une étude plus approfondie de leurs habitudes
comportementales, alimentaires voire de la caractérisation de I’ethnie chez les femmes de

I’étude pourrait permettre une meilleure compréhension de ce facteur de risque/d’exposition
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des infections submicroscopiques. Nous n’avons malheureusement pas pu explorer ces pistes
au cours de notre thése.

Un antécédent d’infection submicroscopique a un trimestre donné (1¢ ou 2°™) augmente
¢galement le risque d’infection le trimestre suivant. Des analyses de génotypage, réalisées sur
un sous-échantillon de prélévements, ont montré qu’une proportion des infections détectées
par PCR était similaire lors de deux visites consécutives, montrant une persistance de
I'infection chez certaines femmes pendant la grossesse, en plus de I'existence de nouvelles
infections intercurrentes (Jafari-Guemouri, communication personnelle).

En résumé, la dynamique des infections par P. falciparum aux différents trimestres de la
grossesse est fortement influencée par 1’existence préalable ou non d’une infection avant
grossesse, aussi bien submicroscopique que microscopique. La compréhension de cette
dynamique n’est pas simple et passe par les interactions de 1’dge voire de la gestité, de la
période de I’infection (pré-grossesse, trimestre de grossesse), de l’utilisation correcte des
moyens de prévention déja existants mais aussi probablement par des phénomenes génétiques,

physiologiques et biologiques non explorés dans cette theése.

6.3. Utilisation des stratégies de lutte actuelles dans I'étude RECIPAL

Les moyens de prévention étant les outils qui ont permis jusqu’en 2015 de grandes
avancées dans la lutte contre le paludisme, nous avons jugé important d’évaluer leur
implémentation actuelle afin de comprendre la stagnation observée dans la lutte contre la
maladie. Une bonne utilisation de ces moyens de prévention devrait normalement permettre
de mieux protéger la femme enceinte contre les infections submicroscopiques et
microscopiques au cours de la grossesse.

Le TPIg a la SP reste le seul moyen de prévention médicamenteux existant a ce jour

pendant la grossesse. Les facteurs comportementaux comme le moment de la prise du TPIg
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mais également des facteurs biologiques comme la resistance au meédicament utilisé peuvent
influencer ’efficacité du TPIg. Des études réalisées en Afrique ont démontré que le moment
et la fréquence des infections palustres augmentaient le risque de conséquences néfastes,
maternel et feetales, liés au MiP [86, 196, 197]. De plus, la distribution des infections au cours
de la grossesse est influencée par le moment d’administration du TPIg et plus précisément de
la premiere dose. En effet, une administration précoce de la premiere dose de TPIg avec un
nombre de doses conséquent (au moins 3 doses) a un effet bénéfique sur le risque d’infection
pendant la grossesse et sur leurs conséquences a 1’accouchement [196]. Cependant, au cours
de 1’étude, nous avons détecté un retard dans la prise de la premiére dose de TPIg, la moitié
des femmes de I’é¢tude 1’ayant recu au minimum a 22,6SA quel que soit le nombre de doses
recu pendant la grossesse. Par ailleurs, on note I’existence de 14% d’infections
(microscopiques et submicroscopiques) dans le groupe de femmes ayant recu deux ou trois
doses de TPIg au cours de la grossesse en accord avec les directives nationales de 2 puis de 3
doses de TPIlg recommandées au moment de 1’étude. Une résistance a la SP pourrait, en
partie, expliquer un manque d’efficacité de la SP et donc la persistance des infections malgré
I’administration des doses recommandées de TPIg. Tres peu d’études ont été réalisées au
Bénin pour évaluer la résistance des parasites a la SP. Des études ont montré que la résistance
a la SP est associée a des mutations dans le gene codant pour la dihydrofolate réductase
(pfdhfr) et la dihydropteroate synthase (pfdhps) [198-201]. Différents types de mutations
correspondent a différents niveaux de résistance a la SP. C’est ainsi qu’une mutation simple
présente un faible niveau de résistance, une double mutation présente un niveau de résistance
plus élevé que le simple et ainsi de suite [201]. N J White a montré dans une de ces études que
I'efficacité de la SP en Afrique résulte de la propagation rapide des mutations quintuple [190].
Une étude réalisée au Bénin par Bertin et al a montré que la majorité des mutations

impliquées dans la résistance a la SP retrouvés chez les femmes enceintes sont des mutations
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triples ou quadruples. Toutefois, ces mutations retrouvées ne semblent pas étre impliquées
dans la réduction de I’efficacité de la SP en tant que TPIg [201] parce qu’elles n’étaient pas
corrélées a ’efficacité clinique de la SP évaluée, dans I’étude, par le taux d’infection et la
survenue d’issue défavorable de grossesse apres une comparaison de deux groupes de femmes
ayant soit des parasites mutants soit des parasites sauvages. La résistance a la SP ne pourrait
donc pas étre a priori mise en cause dans ce contexte.
Le moment de la premiere prise de TPIg se révelant étre crucial pour protéger les femmes
contre les infections palustres, les raisons du retard de la premiére prise constaté dans une
¢tude avec un suivi régulier nous a donc interpelé. L’¢tude RECIPAL n’ayant pas été
spécialement congue pour étudier I’implémentation du TPIg, nous n’avons pas pu explorer
toutes les hypothéses pouvant expliquer ce retard. En nous basant sur la littérature, nous avons
pu mettre en avant quelques raisons, détaillées ci-dessous, pouvant expliquer le retard dans
I’administration du TPIg au cours de 1’étude [148, 149, 202, 203].

» Raisons politiques
Une mauvaise communication des directives sur I'utilisation du TPIg pourrait expliquer les
différences observées dans la mise en ceuvre des stratégies de prévention. En effet, les
recommandations sur le TPIg ont été mises a jour par I’OMS entre 2004 et 2012 [189]. Ces
révisions de recommandations n’ont pas permis aux différents pays de s’adapter et ont
stirement entrainé un retard dans la mise en ceuvre des recommandations nationales et ensuite
locales.
Une fois les recommandations nationales décrites, un retard de la diffusion du niveau central
vers les différents niveaux périphériques du systéme sanitaire peut empécher une mise en

application efficace des stratégies de prévention sur le territoire.
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Toutefois, un manque de motivation ainsi qu’un manque de formations continues du
personnel de santé sur les différentes directives et révision des directives pourraient également
étre en cause.
» Raisons logistiques

D’une part, une mauvaise gestion des stocks avec des ruptures fréquentes peut occasionner
des retards voire des absences d’administration du TPIg aux femmes enceintes qui arrivent en
CPN. Une meilleure organisation des systemes de santé et de la chaine de distribution des
moyens de prévention est donc nécessaire. Au cours de notre étude, nous avons constaté des
épisodes de rupture de stock du TPIlg. Malgré ces ruptures, les sages-femmes prescrivaient le
TPIg aux femmes enceintes qui venaient en CPN et I’étude RECIPAL se chargeait de I’achat
des médicaments. Les femmes prenaient donc le TPl malgré les ruptures de stocks. Cela
montre que cette raison évoquée le plus souvent dans la littérature ne peut pas expliquer en
totalité les retards constatés dans 1’administration du TPIg au cours de I’étude. Il est donc mis
en exergue dans cette étude un retard dans la prescription du TPIg aux femmes enceintes, en
I’absence de rupture de stock, qui reste donc a élucider. Néanmoins, dans la vie réelle, ce
retard de prescription serait couplé a un manque d’approvisionnement des centres de santé et
des pharmacies qui entrainerait un retard plus marqué voire une absence d’utilisation du TPI
par les femmes enceintes. En effet, ces femmes enceintes, faute de moyens financiers,
pourraient retarder voire négliger 1’achat du TPIg en cas de prescription par les agents de
santeé.

D’autre part, le manque d’accessibilité géographique aux différents centres de santé surtout
dans les zones rurales empéche les femmes de se rendre souvent en CPN et peut causer des
retards dans I’administration du TPIg aux femmes enceintes. Au cours du suivi, une logistique
a été mise en place par 1’étude pour pallier cet obstacle. Cela a donc permis aux femmes de

pouvoir consulter aussitot que nécessaire. L’efficacité de cette logistique est démontrée par le
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nombre de CPN réalisées au cours du suivi. Les femmes de 1’étude avaient en moyenne 8
CPN réalisées. La distance n’explique donc pas non plus le retard dans 1’administration de la
premicre dose de TPIg au cours de I’étude.

» Raisons économiques
Le paludisme sévit en majorité en ASS ou le niveau socio-économique des populations est
faible. Les plus pauvres sont les plus touchés. Ceci constitue un cercle vicieux. Le manque de
moyens financiers entraine un faible taux de réalisation de CPN par les femmes, induisant
ainsi un faible acces au TPI qui augmente implicitement le risque d’infections palustres
(persistantes ou nouvelles) au cours de la grossesse. Par conséquent, on assiste a une
augmentation du risque de survenue des conséquences néfastes du paludisme pendant la
grossesse induisant ainsi un fort taux de mortalité maternel et infantile. Pour pallier cela, les
moyens de prévention sont censés étre donnés gratuitement a la population (les MIILDA a la
premiére CPN et le TPIlg a partir du deuxiéme trimestre de grossesse) limitant ainsi les
dépenses des foyers pour la protection des femmes enceintes et des nouveau-nés contre le
paludisme et supprimant donc le facteur économique des raisons pouvant expliquer le retard
d’administration du TIg. Malheureusement, dans la vie réelle, les ruptures de stock fréquents
ne permettent pas toujours de garantir cette gratuité des outils de prévention constituant ainsi
un frein dans la protection des femmes enceintes contre le paludisme.
Notons qu’au cours de I’étude, les soins étaient gratuits supprimant ainsi les raisons
¢conomiques comme possible raison du retard d’administration du TPIg constaté.

» Raisons humaines et sociales
Ces raisons peuvent étre liées soit a la femme enceinte elle-méme, soit au personnel soignant.

v" Femmes enceintes
L’une des raisons incombant aux femmes enceintes est le faible recours aux CPN entrainant

un faible taux de couverture et un retard dans 1’administration du TPIg constatés. Le faible
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recours aux CPN pouvant étre due a une mauvaise volonté, a une occupation jugée plus
importante par la femme que la CPN, a une maladie etc. Du fait de 1’achat du TPIg par 1’étude
en cas de rupture de stock, montrant donc I’existence du TPIg au moment adéquat pour la
femme enceinte, nous avons voulu comprendre si ce retard était di a I’absence des femmes a
une CPN précédente qui aurait permis de recevoir le TPIg plus t6t ou au personnel soignant.
Nous avons ainsi constaté que parmi les femmes n’ayant regu qu’une dose de TPIg pendant
toute la grossesse, 75% d‘entre elles étaient présentes a une CPN précédant la CPN de leur
premiére dose effective. Ces femmes étaient éligibles au TPIg au cours de cette CPN (Age
gestationnel de la CPN précédente >16SA). La présence de la majorité des femmes a des CPN
ou elles étaient éligibles au TPIg mais ne 1’ont pas regu ainsi que le nombre élevé de CPN
réalisées (8 en moyenne) prouvant leur assiduité au cours de 1’étude éliminent dans notre
¢tude ’hypothése du retard d’administration incombant aux femmes enceintes.
v" Personnel de santé

Au cours de notre étude, 50% des femmes ont recu leur premiere dose de TPIg a 22SA. Du
fait de la présence de la majorité des femmes (75%) a une CPN ou elles étaient éligibles au
TPIg (Age gestationnel de la CPN précédente >16SA) et ne I’ont pas regu lors de cette CPN,
nous nous questionnons entre autre sur 1’adhésion du personnel soignant aux stratégies de
prévention du paludisme pendant la grossesse. Des données de la littérature corroborent le
constat d’une absence de don de TPIg a des femmes venant consulter alors qu’elles sont
éligibles a la distribution de la premiere dose de TPIg [204, 205].

Une hypothese pourrait étre que du fait de la possibilité de survenue d’effets tératogénes en
cas d’administration du TPIg au premier trimestre de grossesse, les sages-femmes préferent
retarder le moment de la premiere administration du TPIg chez les femmes enceintes pensant
protéger ainsi le foetus. Une autre raison pourrait étre une confusion chez les agents de santé

en ce qui concerne 1’administration effective du TPIg (moment d’administration et nombre de
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doses a administrer) [204, 206]. Ces raisons possibles sont slrement dues au manque
d’informations et/ou de formations. En effet, une formation continue de tout le personnel
soignant permettrait de renouveler leurs connaissances et de leur expliquer les différentes
études ayant permis de pouvoir situer le seuil de la premiere prise de TPIg a 13 SA. Ceci
pourrait moderer voire apaiser les craintes du personnel soignant et ainsi limiter les retards de
la premiere prise de TPIg.

Grace aux résultats de 1’étude EVALMOUS, nous avons observé une bonne acceptation
de P’implémentation des MIILDA par la population se traduisant par un fort taux de
possession a 99% et par une bonne utilisation a 83% de cet outil de prévention. Environ 60%
des MIILDA inspectées avaient une bonne intégrité physique, malheureusement juste 6%
étaient bio efficaces. Ces résultats montrent la nécessité de sensibiliser la population sur
I’utilisation de MIILDA efficaces du point de vue de leur intégrité physique mais également
de leur efficacité biochimique. Une explication possible a ce faible taux de bio efficacité
pourrait étre un lavage répété des MIILDA par les femmes vivant a proximité de zones
lacustres. Nous n’avons malheureusement pas pu mettre en évidence les causes liées a la
faible efficacité des MIILDA au cours de I’é¢tude. Une validation de ces résultats au niveau
national par une approche multidisciplinaire incluant les sciences sociales est nécessaire. Ceci
permettrait de confirmer ou infirmer nos observations mais surtout de comprendre les raisons
expliquant le faible taux d’efficacité des MIILDA en cas de confirmation. Les résultats de
cette étude aboutiraient a 1’élaboration de nouvelles recommandations ciblées pour une
meilleure protection des femmes enceintes. L’évaluation de la bio efficacité des MIILDA
nécessite la disponibilité de laboratoires adequats, 1’expertise de techniciens formés mais
également un codt financier important pour une évaluation périodique des MIILDA en

population. Il nous semble donc nécessaire a court et moyen termes d’associer 1’utilisation
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optimale des MIILDA a un TPIg médicamenteux dés le début de la grossesse pour une
protection efficace des femmes enceintes contre le paludisme.

Les résultats obtenus au cours de notre travail de thése révélent quelques points
importants a souligner:

v' La nécessité d’accentuer les actions préventives pour arriver a une implémentation
optimale des outils de prévention (MIILDA et TPI) qui permettra une protection
efficace des femmes enceintes des le début de la grossesse ;

v' L’existence d’un groupe a haut risque d’infections palustres pendant la grossesse que
sont les jeunes femmes en age de procreer infectées avant grossesse ;

v L’utilité d’évaluer une nouvelle molécule de TPIlg en remplacement de la SP pour une

utilisation a moyen et long termes dans la prévention contre le paludisme gestationnel.

6.4. Limites

Au cours de notre travail, nous avons été confronté a quelques difficultés. Ces limites
apportent des informations utiles pour la mise en place de nouvelles études et ne remettent pas
en question la validité de nos résultats.

Des difficultés méthodologiques :

v La dynamique des infections par Plasmodium falciparum au cours de la grossesse est
biaisée par l’utilisation des outils de prévention que sont la MIILDA et le TPIg.
Néanmoins, nous avons tenu compte de cet aspect dans notre analyse multivariée en
ajustant notre variable d’intérét sur ces facteurs.

v' L’étude RECIPAL étant une étude observationnelle, le niveau de preuve de nos
résultats est intermédiaire comparé a celui qu’on aurait obtenu grace a un essai
randomisé. Cela n’invalide pas pour autant la pertinence des résultats obtenus. Des
études a plus large échelle sont cependant nécessaires pour valider nos résultats.

Des difficultés statistiques :
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v L’interprétation clinique difficile du modéle logistique mixte ordinale que nous avons
mis en ceuvre. Néanmoins, nous avons trouve une alternative par la présentation du
risque d’infection palustre aux différents trimestres de grossesse dans le groupe a
risque des jeunes femmes infectées avant grossesse illustrant ainsi 1’interaction de
second ordre retrouvé dans nos analyses.

L’étude RECIPAL a présenté quelques limites a prendre en considération.

v’ Le recrutement des femmes s’est fait en population générale, limitant ainsi le biais de
sélection. L’inclusion des femmes dans 1’étude s’est faite par participation volontaire.
On peut donc supposer que (i) les femmes incluses dans la cohorte primaire sont celles
qui ont été le plus informées de I’existence de 1’étude (malgré les nombreuses séances
de sensibilisations ayant eu lieu avant et au cours de 1’étude) ou que (ii) les femmes
pensant étre les plus exposées ou les moins susceptibles de se protéger contre le
paludisme aient décidé de ne pas participer. Une limite propre aux études de cohorte
est liee a la durée du suivi dans 1’étude : premiérement, au cours du Suivi pré-
conceptionnel, les retraits de consentement (36%) étaient souvent liés a la déception
des femmes de ne pas tomber enceintes et a leur lassitude résultant du long suivi pré-
conceptionnel (jusqu’a 24 mois). Deuxiemement, le nombre de CPN ¢élevé réalisé au
cours de 1’étude (en moyenne 8§ CPN) avec tous les examens réalisés épuisaient les
femmes. D’autres retraits de consentement ont été effectués a cause de
I’indisponibilité des femmes a réaliser un nombre aussi éleve de CPN pendant la
grossesse entrainant une attrition d’environ 34%. Pour évaluer le biais de sélection qui
aurait pu se créer par cette forte proportion de perdus de vus, nous avons comparé les
caractéristiques générales des 273 femmes aux 138 femmes enceintes non incluses

dans nos analyses (Annexe 2: fichier supplémentaire de [D’article 1). Les
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caractéristiques ne différaient pas dans les deux groupes de femmes laissant donc
supposer une absence de biais de sélection majeur au cours de 1’étude.

v L’évaluation compléte de utilisation et de I’efficacité des MIILDA n’a pas pu étre
réalisée sur toute la cohorte RECIPAL, diminuant ainsi la puissance des tests
statistiques mais n’invalide pas les résultats obtenus et les conclusions retenues. Les
résultats obtenus dans le cadre de notre étude contrdlée et réalisée dans des conditions
plus optimales que la réalité (nombre de CPN éleve, meilleur suivi des femmes,
traitements rapides des affections...) a malgré tout mis en évidence des défauts dans
I’implémentation des MIILDA. On peut donc supposer que nos résultats ont été
surestimeés ou sous-estimés par rapport a la réalité témoignant ainsi d’une utilisation et
d’une efficacité sous-optimale des MIILDA dans des conditions réelles de suivi de
grossesse.

v' L’absence de données documentant les pratiques des sages-femmes lors des CPN
surtout concernant le don des outils de protection (MIILDA, TPIg) aux femmes
enceintes. Si 1’évaluation de 1’utilisation des moyens de lutte donne quelques
indications sur la réalité du terrain, nous ne disposons pas d’assez d’éléments pour une
comprehension totale de ces résultats, I’objectif principal de 1’étude n’étant pas
I’évaluation des outils de lutte.

v L’absence actuelle de génotypage des souches parasitaires le long de la grossesse ne
permet pas de pousser plus loin nos réflexions sur la dynamique des infections
submicroscopiques. Le génotypage permettrait d’étudier les différentes souches
parasitaires des infections survenues au cours de la grossesse montrant ainsi la part des
nouvelles infections et des infections persistantes au cours des différents trimestres de
grossesse. Ces informations constitueraient une avancée majeure dans la

compréhension de la dynamique des infections submicroscopiques et guiderait les
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politiques de prévention. Le suivi régulier des femmes au cours de 1’étude avec des
traitements immédiats et une meilleure administration des doses de TPIlg a
probablement entrainé une meilleure santé des femmes de 1’étude, sous-estimant ainsi
la prévalence réelle des infections détectées au cours de la grossesse.

Ces limites ne remettent pas en cause la validité de nos résultats mais aideront pour la future

mise en place d’études pré-conceptionnelles en Afrique.

6.5. Intéréts et forces de I'étude

Le design de I’étude RECIPAL reposait sur un suivi mensuel d’une cohorte de
femmes depuis la période pré-conceptionnelle jusqu’a 1’accouchement. C’est une étude
unique dans le domaine du paludisme gestationnel en ASS qui allie différentes disciplines
avec un recueil standardisé rigoureux prospectif de données en clinique (médecine générale,
gynécologie), nutrition, biologie, radiographie (échographies). Cette étude a donc permis un
suivi de femmes avec des données des le debut de la grossesse (condition rare en Afrique ou
les femmes consultent en majorité a partir du deuxieme trimestre de grossesse) donnant ainsi
acces a des informations précieuses, en particulier sur les infections palustres, au premier
trimestre de la grossesse. La conception de cette étude ayant permis le recueil de différentes
informations sur différents facteurs impliqués dans la grossesse permet de répondre a de
multiples objectifs sous-jacents, constituant ainsi une bonne plateforme scientifique sur le
paludisme gestationnel en ASS.

L’infection palustre a été définie de la méme maniére chez toutes les femmes de I’étude. La
mesure biologique était également standardisée et contrdlée. La catégorisation de la variable
d’intérét était assez précise empéchant la duplication des données dans différentes catégories
évitant ainsi un biais de classement.

La datation précise de 1’age de la grossesse avec la premicre échographie ayant lieu avant la
14°M SA a permis d’avoir une estimation correcte de I’AG, trés utile pour évaluer I’impact de
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la prise précoce ou tardive du TPIg sur les infections palustres au cours de la grossesse. Ce
suivi échographique est quasi inexistant en Afrique, I’estimation de I’AG se faisant souvent
par la mesure de la hauteur utérine, conduisant a une estimation trés imprécise de 1’age
gestationnel, en complément d’une estimation via la date des dernieres régles (connue ou
approximative).

L’absence d’implication ou d’influence sur les pratiques des sages-femmes lors des CPN a
permis d’observer en temps reel les pratiques des agents de santé dans la zone d’étude.

Le suivi régulier au cours de 1’étude a permis une amélioration des conditions réelles de CPN
et donc un meilleur traitement des affections survenues au cours de la grossesse permettant
ainsi une amélioration de la morbidité des femmes incluses dans 1’¢tude.

Le design de 1’étude a probablement permis la mise en évidence d’un indicateur potentiel a
utiliser lors des études d’évaluation du TPIg sur les infections submicroscopiques a savoir le
moment de la premiére dose de TPIg en plus du nombre de doses pendant la grossesse.

Du point de vue des demarches statistiques utilisées au cours de notre travail, nous avons su
trouver une alternative pour mieux interpréter les résultats obtenus par le modele logistique

mixte ordinal.

6.6. Enjeux de santé publique et recommandations

Nos résultats montrent (i) la complexité de la dynamique des infections submicroscopiques
pendant la grossesse et (ii) la nécessité de la prise en compte de différents indicateurs des
outils de prévention dans 1’évaluation de leur efficacité sur le risque palustre.

» Dynamique et déterminants des infections submicroscopiques pendant la grossesse
Il existe un large réservoir des infections submicroscopiques pendant la grossesse avec la plus
grande proportion de ces infections survenant au premier trimestre de grossesse, qui est une

période de vulnérabilité de la femme enceinte, puis une diminution au fil des trimestres. Les
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jeunes femmes (<26 ans) infectées en pré-grossesse constituent un groupe a risque de
développer des infections palustres au cours de la grossesse.

> Indicateurs des moyens de prévention

v' MIILDA : 1l faut tenir compte de la possession, utilisation vérifiée mais également de
I’intégrité physique et de I’efficacité biochimique des MIILDAs utilisées par les
femmes enceintes.

v' TPIg a la SP : Il faut tenir compte du nombre de doses mais également du moment
d’administration de la premie¢re dose chez la femme enceinte. La précocité de prise de
la premicre dose est primordiale pour I’action préventive du TPIg sur les infections
submicroscopiques. La non appréciation de tous ces indicateurs rend inexact I’impact
réel de ces outils sur la protection des femmes enceintes.

A D’issue de notre travail, nos recommandations visent I’amélioration des mesures préventives
contre le paludisme pouvant participer a 1’élimination mondiale de la maladie.

Ainsi, nous formulons les recommandations suivantes en fonction des différents moments de
la grossesse et des différents moyens de prévention actuellement disponibles:

» Période pré-conceptionnelle

v" Distribution de MIILDA

Nous avons montré dans notre étude que les jeunes femmes avec une infection
submicroscopique étaient plus a risque de développer des infections palustres au cours de la
grossesse avec une plus forte prévalence au premier trimestre de grossesse que les femmes
agées infectées et les femmes non infectées. De plus, les MIILDA bio-efficaces et ayant une
bonne intégrité physique protegent mieux les femmes avec un allongement du délai de
survenue de la premiére infection palustre pendant le premier trimestre de grossesse.

Au vu de ces résultats, une stratégie visant la protection des femmes depuis la période pré-

conceptionnelle avec un accent chez les femmes nulligestes et primigestes est nécessaire. Une
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distribution précoce des MIILDA aux femmes en &ge de procréer ciblées au niveau
communautaire serait un bon point de départ et permettrait une diminution de 1’incidence des
infections palustres au premier trimestre de grossesse. Cette stratégie ciblant les nulligestes
viendra en appui des recommandations déja existantes a savoir la distribution des MIILDA
aux femmes enceintes a leur premiére CPN associées a des séances d’information et de
sensibilisation sur I’importance d’utiliser des MIILDA efficaces dés les toutes premicres
semaines de la grossesse.

v Vaccin contre le paludisme
L’¢laboration d’un vaccin efficace pour toutes les femmes constitue la meilleure stratégie qui
permettrait de lutter contre le paludisme placentaire. En effet, un vaccin administré en pré-
grossesse protégerait la femme contre les infections dés la période pré-conceptionnelle en
induisant chez les nulligestes un niveau d’immunité comparable a celle des multigestes.
Il pourrait se poser le probléme d’acceptabilité de la vaccination par la population. Des études
vaccinales sont déja en cours d’évaluation et semblent prometteuses [70, 151, 207].

> Période gestationnelle
En plus de la distribution des MIILDA aux femmes enceintes a leur premiere CPN, le TPIg a
la SP représente un autre moyen de prévention pendant la grossesse. Nous avons montré que
le TPIg tel qu’utilisé actuellement ne protége pas avec une efficacité optimale les femmes
enceintes contre les infections microscopiques et submicroscopiques a partir du deuxiéme
trimestre de la grossesse. La prise précoce du TPIg a la SP permet de réduire le nombre
d’infections submicroscopiques et microscopiques a partir du deuxieme trimestre de
grossesse. De plus, nous avons remarqué que les femmes enceintes n’étaient pas
optimalement protégées au premier trimestre de grossesse par les MIILDA, seul outil
actuellement disponible contre le paludisme, le TPIg a la SP étant contre-indiqué en cette

période pour possibilit¢é de risque de survenue d’effets tératogénes. Par ailleurs, un
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phénomene de résistance a la SP est observé depuis plusieurs années ASS [201]. Nos résultats
ont prouvé que I’'utilisation des outils de lutte actuels ne permet pas une protection optimale
de la femmes enceinte. L’adoption d’une molécule alternative a la SP non contre-indiquée au
premier trimestre de grossesse et permettant une prévention précoce du paludisme est
indispensable. Actuellement, les combinaisons thérapeutiques a base d’artémisinine (CTA),
apparemment sans danger pour le foetus en début de grossesse [173, 208, 209] pourraient
constituer une alternative a la SP. Leur utilisation en tant que TPIg pourrait pallier le
probleme de contre-indication de la SP au premier trimestre, permettant ainsi une protection
médicamenteuse de la femme enceinte des le début de sa grossesse. Parmi ces CTA, la
dihydroartémisinine-pipéraquine (DHA-PQ) pourrait étre une molécule prometteuse parce
qu’elle est bien tolérée et pourrait ainsi étre administrée dés le 1% trimestre de la grossesse
[173-175]. Son utilisation comme moyen curatif des accés palustres aux deuxieme et
troisiéme trimestre est deja validée ; la discussion actuelle a I’OMS concernant son adoption
au premier trimestre de grossesse. Face aux phénoménes de résistance a la SP qui
commencent a se répandre sur le continent africain [4], la DHA-PQ pourrait également étre
une probable molécule de remplacement a la SP a partir du deuxiéme trimestre de grossesse
[70, 210]. Une évaluation de la possibilité¢ de I’utiliser dés le premier trimestre comme TPIg
doit étre encouragée. Néanmoins, lors de son adoption en tant que molécule de TPIg des le
premier trimestre de grossesse avec probable remplacement de la SP a partir du deuxiéme
trimestre (au moment ou les phénomeénes de résistances se développeront completement en
Afrique), il faudra également penser a la possibilité d’un probléme de résistance qui pourrait
survenir a long terme comme cela a déja été le cas pour d’autres molécules comme la
chloroquine.

Nos différentes recommandations nécessitent d’avoir accés aux femmes en désir de grossesse

ou au tout début de la grossesse pour une meilleure implémentation de ces stratégies
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combineées qui constituent un défi majeur. En effet, le probléme majeur a la mise en place

d’une telle stratégie intégrée nécessitant une mise en ceuvre trés précoce au cours de la

grossesse en ASS est de pouvoir atteindre les femmes des les premiers mois de grossesse.

Quelques pistes de solution pourraient permettre cette mise en place :

Avoir une politigue communautaire et décentralisée : la participation des agents de
la planification familiale et des agents de santé communautaires (ASC) surtout
dans les zones reculées pourrait permettre d’atteindre les femmes avant ou des le
début de la grossesse. Des séances de sensibilisation dans toutes les zones
sanitaires sur le risque palustre encouru par les femmes (nulligestes surtout) et la
nécessité de toute femme en désir de grossesse de se protéger bien avant la
grossesse sont cruciaux. Pour atteindre une majorité de femmes, des distributions
massives régulieres de MIILDA ciblant les jeunes filles voire femmes en age de
procréer (15-49ans), en dehors des distributions en population générale, pourraient
permettre de réduire I’incidence palustre au premier trimestre de grossesse;

Faire participer les ASC a la distribution des MIILDA et du TPIg au cours de la
grossesse: Une évaluation de ce processus a commencé a étre mis en place au
Bénin grace a un financement du Fonds mondial ;

Rendre les CPNs accessibles a toutes les femmes d’un point de vue financier voire
logistique : la gratuité des CPNs et une plus grande décentralisation des services de
soins prénataux pourraient permettre une meilleure accessibilité des populations
aux CPNs;

Sensibiliser, informer et former continuellement et en temps réel tous les agents de
sante du territoire sur les différentes recommandations. Des formations en ligne ou

des cours preenregistrés a diffuser dans toutes les zones sanitaires accompagnés
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des flyers ou affiches en appui pourraient permettre d’atteindre tous les personnels

impliqués dans les CPN.

6.7. Perspectives

Plusieurs perspectives sont envisageables :

Nos résultats montrent un sur-risque d’infections par P. falciparum pendant la grossesse chez
les femmes ayant un antécédent d’infection submicroscopique. L’absence de génotypage des
souches parasitaires a chaque consultation n’a pas permis de voir si les infections du début de
la grossesse ont perduré au cours de la grossesse et sont les mémes ou si ce sont de nouvelles
infections qui ont été contractées aux différents trimestres. Des analyses genotypiques sont
actuellement en cours afin de répondre a cette question. Ces nouvelles connaissances sur le
sujet permettront d’avoir une idée précise de 1’efficacité des moyens de lutte actuels sur les
infections submicroscopiques et permettront ainsi de faire des recommandations pour adapter
la stratégie de lutte contre le paludisme.

Des études ont montré que les infections submicroscopiques par P. falciparum joueraient un
role dans la survenue de certains indicateurs de santé maternels et foetaux que sont I’anémie
maternelle et le faible poids de naissance du nouveau-né. L’analyse de I’impact des infections
submicroscopiques de la grossesse, surtout du premier trimestre de la grossesse, sur les
différents indicateurs de santé au cours de I’étude RECIPAL est en cours. Ces résultats nous
permettront d’avoir (1) des ¢léments de confirmation ou de modération de I’impact négatif des
infections submicroscopiques survenues dés le début de la grossesse sur la santé de la mére et
du nouveau-né et (ii) de mieux comprendre I’influence du moment de survenue des infections
submicroscopiques sur la survenue des conséquences néfastes maternel et foetales.

D’autres analyses sont également en cours pour évaluer I’impact des infections palustres au

cours de la grossesse sur la croissance feetale in utéro.
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VIl. CONCLUSION
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Nos travaux ont montré que les infections palustres submicroscopiques sont plus
fréquentes que les infections microscopiques au cours de la grossesse. Leur prévalence est
plus élevée au premier trimestre de grossesse comparativement aux deuxieme et troisieme
trimestres de grossesse et ces infections précoces surviennent chez prés du tiers des femmes
au premier trimestre de grossesse. Les femmes infectées en période pré-conceptionnelle sont
plus a risque de développer une infection au cours de la grossesse avec une plus forte
prévalence au premier trimestre de grossesse. De plus, les femmes ayant une infection au
premier trimestre de grossesse sont plus a risque de développer des infections aux second et
troisieme trimestres de grossesse indépendamment de I’administration du TPIg. Ces résultats
sont en faveur d’une stratégie combinée permettant I’administration précoce des moyens de

prévention contre le paludisme en pré-grossesse ou déja des le tout début de la grossesse.
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Annexe 1 : Fichiers supplémentaires de ’article 1

Table 1: Comparison of some characteristics of pregnant women who

delivered (273) and those who did not achieved their pregnancy (138) in

the RECIPAL study, Southern Benin, 2014—2017

Pregnant

women who Pregnant women who p-value
Variables delivered did not achieved the (273 vs
(273) pregnancy(138) 138)!
Age (years) 26.8 26.7 0.92
Ges:::lll((mal Primigravidae 24 13 0.16
Secundigravidae 40 28
Multigravidae 209 97
P. falciparum
infection before Negative 188 99 0.76
pregnancy
Submicroscopic 68 31
Microscopic 17 7
Ethnic group Toffin 203 98 0.44
Others 70 47

! Student’s t-test and Chi2 test were respectively used to compare continuous and categorical variables
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Table 2: Factors associated with the number of malaria infections during
the first trimester of pregnancy (multivariate Poisson regression model,

N = 194 pregnant women); S6-ava and Akassato, Benin 2015-2016

Final multivariable model
Variables (terms)

N IRRa IC95 % pvalue
Use of LLIN by the woman
the week before the visit 0.003
No 35 1
Yes 159 0.40 (0.20-0.78)
Physical integrity of the
pregnant woman’s LLIN 0.004
Bad 82 1

Good 112 0.44 (0.24-0.81)

Quantitative bio-efficacy 'of
the pregnant woman’s LLIN 194 0.98 (0.95-0.99) 0.02

N: Total; IRRa: Incidence Rate Ratio adjusted; CI 95 %: Confidence Interval at 95 %; LLIN: Long
Lasting Impregnated bedNets; pvalue: one-sided pvalue

! Quantitative bio-efficacy is defined as the proportion of female anopheles who died 24 hours after
exposure to the LLIN

179



Annexe 2 : Fichiers supplémentaires de ’article 2

Supplementary file 1: Factors associated with the number of P. falciparum infections
(microscopic+submicroscopic) after the 17th week of gestation for women receiving 2

IPTp doses during the pregnancy (Negative binomial model, N=173), RECIPAL
2014-2017, Benin

Number of P. falciparum infection(s)

Variables alRR CI 95% p-value
Microscopic P. falciparum at the 1.99 [1.28-3.11] 0.002
first trimester of pregnancy
Submicroscopic P. falciparum
infection at the first trimester of 1.99 [1.32-2.99] 0.001
pregnancy
Ethnicity Toffin 1.91 [1.20-3.04] 0.007
Timing of the first ~ =<21.2wg 1
IPTp dose >21.2 wg 1.48 [0.95-2.32] 0.084

Abbreviations: N, number of pregnant women; RECIPAL, Retard de Croissance Intra-
utérin et Paludisme; alRR, adjusted incidence rate ratio; IPTP, intermittent preventive

treatment in pregnancy; wg, weeks of gestation.
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Supplementary file 2: Factors associated with the number of submicroscopic P.
falciparum infections after the 17th week of gestation for women receiving 2 IPTp
doses during the pregnancy (Negative binomial model, N=105). Sub-sample of
pregnant women without microscopic P. falciparum infections from the 17™ wg,

RECIPAL 2014-2017, Benin

Number of P. falciparum infection(s)

Variabl
ariables alRR Cl 95% p-value
Submicroscopic P. falciparum at the
first trimester of pregnancy 2.06 [1.10-3.87] 0.024
Ethnicity Toffin 1.93 [0.90-4.13] 0.091
52%\.12 1
Timing of the first IPTp dose 521 g

Wg 2.11 [0.90-4.94] 0.087

Abbreviations: N, number of pregnant women; RECIPAL, Retard de Croissance Intra-
utérin et Paludisme; alRR, adjusted incidence rate ratio; IPTP, intermittent preventive

treatment in pregnancy; wg, weeks of gestation.
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Supplementary file 3: Factors associated with the number of P. falciparum infections
(microscopic+submicroscopic) after the 17th week of gestation (Univariate negative

binomial model, N=273), RECIPAL 2014-2017, Benin

Number of P. falciparum infection(s)

Variables
IRR Cl 95% p-value
Microscopic P. falciparum at the 157 [0.96-2.56] 0.07
first trimester of pregnancy
Submicroscopic P. falciparum
infection at the first trimester of 1.64 [1.28-2.11] <0.001
pregnancy
Number of total IPTp
dose during the 0&1 1
pregnancy 2&3 0.64 [0.49-0.83] 0.001
Ethnicity Toffin 1.82 [1.37-2.43] <0.001
Number of ANC after 17 wg 1.09 [0.99-1.20] 0.06
Use of ITN the night Yes 0.76 [0.43-1.33] 0.33
before
Timing (wg) of the first <=21.2 1
IPTp intake >21.2 1.37 [1.04-1.82] 0.03

Abbreviations: N, number of pregnant women; RECIPAL, Retard de Croissance Intra-
utérin et Paludisme; alRR, adjusted incidence rate ratio; IPTP, intermittent preventive

treatment in pregnancy; wg, weeks of gestation.
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Supplementary file 4: Factors associated with the number of submicroscopic P.

falciparum infections after the 17th week of gestation (Univariate negative binomial

model, N=157), RECIPAL 2014-2017, Benin

Number of P. falciparum infection(s)

Variables

IRR Cl 95% p-value
Submicroscopic P.
falciparum infection at the 1.79 [1.04-3.06] 0.03
first trimester of pregnancy
Number of total 0&1 1
IPTp dose
during the 2&3 0.77 [0.40-1.48] 0.43
pregnancy
Ethnicity Toffin 1.71 [0.95-3.07] 0.07
Number of ANC after 17 wg 1.24 [0.99-1.56] 0.06
Useof ITN the ¢ 1.19 [0.44-3.21] 0.72
night before
Timing (wg) of <=21.2 1
the firstiPTp 51 5 1.57 [0.86-2.86] 0.14

intake

Abbreviations: N, number of pregnant women; RECIPAL, Retard de Croissance Intra-

utérin et Paludisme; IRR, incidence rate ratio; IPTP, intermittent preventive treatment

in pregnancy; wg, weeks of gestation.
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Annexe 3: Distribution de la densité parasitaire en pré-grossesse et aux
différents trimestres de la grossesse chez les femmes ayant une parasitémie

positive

Parasitémie (parasites/ul.)

Pré-grossesse Trimestre1 Trimestre2 Trimestre3

Moyenne (min-max)

GE/DP 568,6 (12-2760) 2255,9 (18-60000) 40?;)’253?’6' 13641 (18-138600)
PCR 460,7 (0,9- 1136,9 (0,4- 1665,8 (3,6- 6775,6 (5,2-
6357,6) 59889,7) 72044,1) 206392,1)
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Résumé

Chaque année, environ 11 millions de femmes sont exposées au paludisme gestationnel (PG)
en Afrique sub-Saharienne, avec pour principales conséquences 'anémie maternelle (AM) et
le faible poids de naissance du nouveau-né (FPN). L’OMS recommande, en zone de forte
transmission, l'utilisation des moustiquaires imprégnées d’insecticide et un traitement
préventif intermittent (TPI). Cette stratégie a permis de baisser la prévalence du PG au
niveau mondial. Les infections détectées par Polymerase Chain Reaction (PCR) dites
« submicroscopiques » constituent un grand réservoir d’infections et leur impact sur la santé
des populations reste mal connue. Ces infections submicroscopiques (IS) revétent une
importance de santé publique majeure. L'objectif de cette thése est de caractériser la
dynamique des IS aux différents trimestres de la grossesse et d’évaluer l'efficacité du TPI sur
ces infections. Pour cela, nous nous sommes basés sur les données d’une cohorte de 273
femmes enceintes suivies de la préconception jusqu’a ’accouchement au Bénin.

Nous avons montré que les IS constituent un large réservoir d’infections comparé aux
infections microscopiques pendant la grossesse. Le jeune age et 'existence d’une IS avant
grossesse augmentent le risque d’infections palustres aux différents trimestres de la grossesse
avec un risque plus élevé au 1 trimestre. Nous avons aussi noté une utilisation sous-
optimale du TPI. L’administration précoce du TPI permettait de réduire le nombre d’IS a
partir du 2éme trimestre de grossesse. Nous recommandons une stratégie de prévention
combinée qui débuterait des le début de la grossesse, le challenge étant d’avoir un acces
précoce aux femmes enceintes.

Mots-clés : infections submicroscopiques, grossesse, Plasmodium falciparum, 1°* trimestre,
cohorte, Bénin

Abstract

Each year, approximately 11 million women are exposed to malaria in pregnancy (MiP) in
sub-Saharan Africa; the main consequences being maternal anemia (MA) and low birth
weight (LBW) of the newborn. WHO recommends the use of insecticide-treated nets and
intermittent preventive treatment (IPT) in areas of high transmission. The use of this strategy
has led to a decrease in the prevalence of MiP. The infections detected by PCR called
"submicroscopic" constitute a large reservoir of infections and their impact on the health of
populations remains poorly known. These submicroscopic infections (SI) are of major public
health importance. The objective of this thesis is to characterize the dynamics of SI in the
three trimesters of pregnancy and to evaluate the efficacy of IPT on these infections. Thus, we
used data from a cohort of 273 pregnant women followed from preconception to delivery in
Benin. We showed that SI constitute a large reservoir of infections compared to microscopic
infections during pregnancy. Young age and the occurrence of SI before pregnancy increase
the risk of malaria infections in different trimesters of pregnancy with a higher risk in the
first trimester. We also noted a sub-optimal use of IPT. Early administration of IPT reduced
the number of SI from the 2nd trimester of pregnancy. We recommend a combined
prevention strategy that would begin early in pregnancy, the challenge for optimal
achievement of this recommendation being to have early access to pregnant women.

Keywords: Submicroscopic infections, pregnancy, Plasmodium falciparum, 1st trimester,
cohort, Benin




