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Résumé

Le choléra est une maladie diarrhéique aigue sévere causée par Vibrio cholerae, bactérie Gram
négatif qui colonise les eaux de surface, chaudes, salines, alcalines, souvent en association
avec le phyto ou le zooplancton. Aprés 50 ans d’introduction du choléra en Afrique, la maladie
affecte de maniere tres forte les pays d'Afrique. Le travail de doctorat a eu pour objectif de
tenter d’élucider les causes de I'endémicité du choléra en Afrique et a I'échelle d’un secteur

du rift, le lac Kivu et la zone de santé de Katana, située en république démocratique du Congo.

Une carte des espaces vulnérables aux épidémies de choléra a été élaborée pour le continent
africain qui montre un plus grand nombre de territoires vulnérables au niveau de la vallée du
Rift et autour du bassin du lac Tchad. Cette premiere étude a mis en évidence la relation entre
I’existence de masses d’eau salées (lagunes, lacs, cours d’eau) et I'endémicité de la maladie.
Dans ces conditions environnementales, le risque cholérique est exacerbé, d’autant plus
lorsque les pays sont économiquement faibles, et politiguement instables. En Afrique
continentale, I'étude a permis de montrer une bonne superposition entre les secteurs de forte
activité volcano-tectonique (Vallée du Rift Africain) et I'endémicité du choléra. L’étude de la
dynamique du choléra dans une zone de santé de la vallée du Rift (la zone de santé de Katana
en République Démocratique du Congo) a démontré que l'activité volcanique joue un grand
role dans la survenue et le maintien des épidémies de choléra. Ainsi, le travail a pu démontrer
gue l'activité volcano-tectonique (mesurée par la concentration en SO, du panache de fumée
du volcan Nyiragongo) régissait la température et la salinité des eaux du lac Kivu, et la
présence du bacille dans I'eau du lac et les poissons. L'étude a pu montrer également que la
présence du bacille dans le lac était tres fortement corrélée aux données épidémiologiques
des cas de choléra de la zone de Katana. Une seconde étude portant sur les pratiques des
habitants de Bukavu, au sud du lac Kivu a pu démontrer que la contamination individuelle au
choléra est prioritairement liée a la manipulation et consommation des produits du lac (eau

ou poissons).

Ce travail de doctorat a permis de cibler des espaces vulnérables de choléra en Afrique, et

I'impact de I'activité volcanique dans la dynamique du choléra en Afrique continentale, Ces
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informations sont indispensables pour batir des stratégies efficaces et ciblés de lutte contre
le choléra dans le continent Africain conformément a la feuille de route mondiale élaboré par

le groupe de travail mondial sur la lutte contre le choléra en 2017.

Mots clés : choléra, Afrique, Vallée du Rift Africain, bassin du lac Tchad, République

Démocratique du Congo, volcan, facteurs environnementaux.

Objet général et plan de la these

Les maladies infectieuses constituent une menace importante pour I'humanité. D’apres
I’Organisation Mondiale de la Santé (OMS), elles sont redevenues la premiére cause de
mortalité chez les enfants et les jeunes adultes dans le monde. Ces maladies provoquent plus
de 13 millions de décés chaque année, dont la majorité se produisent dans les pays en
développement (Huerre & Hofman, 2000). Parmi elles, certaines maladies, qui étaient en
bonne voie de contrbéle ou d’élimination, présentent de nouvelles réémergences, et une
tendance a une plus large extension géographique. Il s’agit notamment du paludisme, qui
touche pres 500 millions de personnes dans le monde, de la tuberculose, qui est la cause de
déces d’environ 3 millions de personnes chaque année, ou encore du choléra, qui reste
endémique dans de nombreux pays en développement (Huerre & Hofman, 2000). Le choléra
est une maladie diarrhéique aqueuse aigué causée par l'ingestion d'aliments ou d'eau
contaminés par les souches toxinogénes de Vibrio cholerae de sérogroupes O1 ou 0139
(Ghouth, 2020). Le réservoir des bacilles est environnemental en période inter-épidémique et
essentiellement humain en période épidémique (Sirajul Islam et al., 2020). Le réservoir
humain entre en jeu en cas d'épidémie, il comprend les malades, les cadavres de sujets morts

de choléra, manipulés pour leur mise en terre, et les porteurs sains asymptomatiques.

La septieme pandémie de choléra a provoqué une forte morbidité dans le monde entier
depuis plus de 50 ans, avec la morbidité la plus élevée en Afrique, en Amérique et en Asie du
Sud. Des épidémies de choléra explosives ont été observées ces dix derniéres années dans

plusieurs pays africains.
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Dans le cadre de ce travail doctoral, j'ai tenté de comprendre et d’identifier les différents

facteurs expliquant la persistance des épidémies de choléra dans la vallée du Rift Africain, une

région a forte endémicité sur le continent. J’ai abordé cette problématique selon deux angles :

(1) en recherchant les sites présentant au moins pour une partie du temps les caractéristiques

de la niche environnementale de Vibrio cholerae et en reliant ces caractéristiques aux

flambées épidémiques de choléra (2) en recherchant les pratiques anthropiques qui favorisent

la contamination des sujets et la diffusion du bacille.

Ce travail est organisé en 6 chapitres.

Le premier chapitre fait une synthése des connaissances sur le sujet. Plus précisément,
les caractéristiques de la maladie et de son germe causal sont détaillées, ainsi que les
caractéristiques de la niche écologique du bacille. L'état des connaissances sur les
facteurs contribuant a la persistance de la maladie dans certaines zones géographiques
dans le monde, et en particulier dans le Rift Africain, est également détaillé dans ce
chapitre.

Dans le deuxiéme chapitre, les sites retenus dans I’étude et les données utilisées sont
décrits. En particulier, les caractéristiques géographiques, sociales, et
démographiques de I’Afrique en général, de la vallée du Rift Africain en particulier
sont décrites. Les méthodes de collecte des données, leur organisation sont

synthétisées dans ce chapitre.

Les chapitres 3 a 5 sont constitués par les 3 articles scientifiques constituant le coeur des

résultats de la these :

Le troisieme chapitre cherche a identifier les clusters spatiaux a haut risque du choléra
a l‘échelle des pays d’Afrique. A cet effet, une analyse utilisant la méthode de balayage
de fenétre mobile de Kulldorff a été utilisée. Aussi, une cartographie des espaces qui
seraient les probables niches du Vibrio cholerae dans le continent Africain a partir des
données de salinité des masses d’eau obtenues par la revue de la littérature et un
modele pour identifier les facteurs impliqués dans la survenue des épidémies dans les

différents pays de I’Afrique. Les analyses du chapitre 3 sont également présentées sous
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forme d‘un article scientifique a publier en langue anglaise, précédé d‘un résumé en
francais.

e Le quatrieme chapitre établit les relations entre I'occurrence de cas de choléra dans le
secteur du lac Kivu, et I'activité volcanique du Nyiragongo. |l démontre que I'activité
volcanique est fortement corrélée aux caractéristiques physico-chimiques des eaux de
surface du lac (en particulier température et conductivité/salinité), et la charge en
vibrio des eaux de surface et des poissons, et que ces caractéristiques sont fortement
corrélées ala dynamique des épidémies dans la zone riveraine de Katana. Le chapitre
4 fait I'objet d’un. Article scientifique publié dans PLOS Neglected Tropical Diseases.

e Lecinquieme chapitre cherche a identifier les facteurs individuels de contamination au
choléra. A cet effet, une étude cas-témoins a été réalisée dans la ville de Bukavu. Il
était question de vérifier I'hypothéese nulle (Ho) selon laguelle la contamination au
choléra pourrait-étre liée a certains facteurs tels que I'utilisation de I'’eau du lac comme
principale source d’eau de boisson, la consommation fréquente des produits péchés
dans le lac Kivu, la consommation fréquente de la nourriture mal conservée vendue
dans les rues ainsi que de I'eau impropre vendue en sachet. Les méthodes de
régression multiples couplées a celles des arbres de régression ont été utilisées pour
vérifier le lien entre la contamination au choléra avec les différentes covariables. Le
chapitre 5 fait 'objet d’un article scientifique en voie de soumission dans PLOS One.

e Enfin, le sixieme chapitre consiste en une discussion globale, et reprend, dans un
premier temps, les principaux résultats obtenus qui ont été soumis a une analyse
critique en tenant compte des connaissances scientifiques actuelles. Dans un
deuxieme temps, il formule des recommandations opérationnelles et propose des
perspectives pour améliorer la compréhension sur la lutte contre le choléra en Afrique

et plus particulierement en RDC.
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CHAPITRE 1

INTRODUCTION - ETAT DE L’ART

|
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Chapitre 1. Introduction-Etat de I’Art

1. Généralités sur le Choléra
1.1 Agent pathogéne

Le choléra est une maladie trés contagieuse provoquée par I'ingestion d’aliments ou d’eau
contaminés par une bactérie, Vibrio cholerae. Cette bactérie produit une entérotoxine
entrainant des diarrhées et pouvant aboutir a une déshydratation sévere et a la mort en
I’'absence de traitement (Moreno et al., 2015; Diop et al., 2012; Ivers & Walton, 2012). Ce sont
des bacilles généralement isolés, Gram négatif, droits ou incurvés, majoritairement mobiles
(Bueno et al., 2020). lls sont chimio-organotrophes, aérobies-anaérobies facultatifs et
possedent un métabolisme respiratoire et fermentatif ainsi que, pour la plupart des espéces,
une oxydase. Ce sont des bactéries halophiles, isolées d’environnements aquatiques et
généralement capables de croitre sur milieu Thiosulfate Citrate Bile Saccharose (TCBS ; CDC,

2013).

1.1.1 Découverte et caractéristiques de la bactérie

Vibrio cholerae (appelé vibrion cholérique ou bacille virgule, figure 1) a été initialement
observé en 1854 par Filippo Pacini mais a été isolé plus tard par Robert Koch en 1883 (Koch,
1884). C’'est une protéobactérie gram négative, appartenant a la famille des Vibrionaceae. Elle
mesure environ 1,3 microns, a une forme de batonnet incurvé et possede une flagelle polaire

unique qui lui confére une grande mobilité (Dunoyer, 2013).

Figure 1. Photographie électronique du Vibrio cholerae. Source :
http://www.nature.com/nature/journal/v406/n6795/fig_tab/406469a0 F1.html. Reprint license number 2273550511527.
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1.1.2 Classification et souches de la bactérie

1.1.2.1 Classification des vibrions

Les Vibrionaceae constituent un groupe trés varié qui comprend des bactéries pathogenes et
non pathogeénes (Reen et al., 2006). Les Vibrionaceae font partie du microbiote marin et fluvial
et on les trouve aussi bien en vie libre qu'en association avec des surfaces biotiques et

abiotiques (Reen et al., 2006).

La famille des Vibrionaceae comprend huit genres, dont les mieux étudiés sont Vibrio et
Photobacterium. Ces genres ont un éventail étonnamment large d'hétes, et vont des
pathogénes aux symbiotes. Le genre Photobacterium comprend les espeéces telles que
Photobacterium phosphoreum qui est un symbiote bioluminescent des méduses. Aucune de
especes de ce genre n'est pathogéne ou symbiote obligatoire, car elles vivent en liberté dans

leur environnement naturel (Range, 2012).

Le genre Vibrio regroupe Vibrio cholerae et les autres vibrions. Les espéces du genre Vibrio

regroupe des pathogenes et des saprophytes (Reen et al., 2006).
Parmi les autres vibrions pathogénes de I’homme, sont répertoriées :

- Vibrio vulnificus, qui provoque des septicémies chez I'homme lors de blessures et de

manipulation de mollusques et de crustacés,

- Vibrio parahaemolyticus, principalement transmise lors de la consommation de fruits de mer
crus ou insuffisamment cuits, il est responsable de gastro-entérites aigués chez I'homme

(Range, 2012).

Il existe également d’autres espéces pathogénes, qui causent des maladies chez certaines
especes animales. Beaucoup d'entre elles revétent une importance particuliere car elles
rendent malade et tuent des espéces liées a l'aquaculture, et entrainent des pertes

économiques importantes pour le secteur. Les espéces suivantes peuvent-étre concernées :

e Vibrio anguillarum, qui provoque la vibriose chez le saumon d'élevage,

e Vibrio tubiashi, qui tue les huitres du Pacifique (Range, 2012).
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e Vibrio harveyi, qui provoque la vibriose chez les crevettes (Range, 2012).

Par ailleurs, d’autres espéces ont un effet négatif sur I'industrie alimentaire en établissant une
symbiose avec leurs hotes. C'est le cas du poisson-globe et de son symbiote Vibrio
alginolyticus (Arakawa et al., 2010). La chair du poisson globe est trés toxique pour I'homme,
a I'exception de certaines parties ; cependant, les parties comestibles sont un met délicat dans
des pays comme le Japon, ou il est connu sous le nom de fugu. Certaines espéces de poisson
globe sont toxiques en raison d'une toxine produite par son symbiote Vibrio alginolyticus
(Arakawa et al., 2010), qui protége son hote des prédateurs dans son environnement naturel

(Range, 2012).

Certaines souches pathogénes présentent des risques écologiques. C'est le cas de Vibrio
mediterranei, Vibrio shiloi, et Vibrio corallilyticus, qui seraient les principales causes du
blanchiment des coraux. Ces vibrions attaquent les endosymbiontes (zooxanthelles) du corail,

et la perte de ces symbiotes pigmentés entraine le blanchiment du corail (Range, 2012).

Parmi les espéeces saprophytes, Vibrio harveyi et Vibrio fischeri sont les plus souvent cités. V.
fischeri, est une espéece bioluminescente, qui établit une relation symbiotique avec le calmar
hawaien Euprymna scolopes. Il colonise l'organe lumineux du calmar et fournit une
luminescence qui, pense-t-on, confére a son hote une protection contre les prédateurs en

annulant son ombre lunaire (Range, 2012).

1.1.2.2 Les souches de Vibrio cholerae

Actuellement, pres de 200 sérogroupes ont été recensés et classifiés selon la structure du
lipopolysaccharide antigénique "O" (LPS). Seuls les sérogroupes O1 et 0139 sont pathogénes
pour I'homme et responsables des épidémies de choléra (Dan-Nwafor et al., 2019; Lekshmi et
al., 2018). En effet, ces deux sérogroupes sécretent la toxine cholérique qui est a I'origine des

manifestations cliniques du choléra (Qadri et al., 1999).

Les souches qui ne sont pas agglutinées par les sérums anti-O1 et anti-0139, et qui présentent
les caractéres biochimiques propres a I'espece Vibrio cholerae, mais ne sont pas impliquées

dans les épidémies de choléra sont appelées Vibrio cholerae non O1 et non 0139. Ces souches
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sont impliquées dans la survenue des diarrhées non cholériques chez ’homme, mais peuvent
provoquer des diarrhées sanglantes, des gastro-entérites et des infections extra-intestinales

(Bag et al., 2008; Dalsgaard et al., 1995).

Les souches du sérogroupe O1 de Vibrio cholerae comprennent deux biotypes principaux,
classique et El Tor, qui se distinguent par des traits phénotypiques, biochimiques et génétiques
majeurs (Safa et al., 2010). Le biotype classique Vibrio cholerae O1 a causé les six premiéres
pandémies de choléra et le biotype El Tor est responsable de la septieme pandémie, en cours
depuis 1961 (Calia et al., 1998). Au sein de chaque biotypes, les souches O1 de Vibrio cholerae

comportent trois sérotypes : Ogawa, Inaba, et Hikojima (Stroeher et al., 1992).

Le sérogroupe 0139 est apparu en 1992 dans le détroit du Bengale. Selon de nombreux
chercheurs, V. cholerae 0139 est probablement issu de la souche El Tor du V. cholerae O1 qui
a été le siege de recombinaisons ayant entrainé la substitution du groupe de géenes codant
pour le sérogroupe O1 par le groupe de génes codant pour le sérogroupe 0139 (Calia et al.,
1998). Deux éléments génétiques différencient V. cholerae 0139 et V. cholerae O1 :un
élément transmissible qui médiate la résistance au triméthoprime, au sulfaméthoxazole et a

la streptomycine, et la présence du vibriophage de type AK (Calia et al., 1998).

Les souches de Vibrio cholerae appartenant a un méme biotype et méme sérotype peuvent
étre différenciées par leur susceptibilité aux bactériophages qui induisent les ilots de

pathogénicités dans le matériel génétique de la bactérie (Faruque et al., 2005).
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Espéces de Vibrio

Vibrio cholerae Autres groupes de Vibrio

Vibrio vulnificus _E-
Vibrio parahaemolyticus
Vibrio anguillarum
Vibrio shiloi

Vibrio harveyi

Vibrio corallilyticus

Vibrio cholerae 01 Vibrio alginolyticus
Vibrio mediteranei
Vibrio tubiashi

Biotypes : El Tor et classique Vibrio fisheri

* QOgawa (A et B)

Vibrio cholerae non 01
Vibrio cholerae 01
Vibrio cholerae 0139 {Bengale)

Sérotypes

+ Inaba (A et C)
» Hikeojima (A, B et C)

(Antigénes)

Figure 2. Classification des types de souches de Vibrio

1.1.3 Pouvoir pathogéne du Vibrio cholerae

Cette bactérie en elle-méme n'est pas pathogéne. L’acquisition des caracteres pathogénes de
V. cholerae serait le fruit de l'inclusion dans le génome bactérien de génomes viraux
(Bhattacharya et al., 2016; Calia et al., 1998; Hounmanou et al., 2019; Pham et al., 2018). Deux
bactériophages sont impliqués et conférent au V. cholerae un ensemble de caractéres de
virulence, incluant des facteurs favorisant sa fixation sur la muqueuse intestinale et une toxine

provoquant les symptdémes du choléra.

La capacité d’une souche de V. cholerae a provoquer le choléra chez ’'homme dépend donc
de deux ensembles de genes appelés ilots de pathogénicité provenant des bactériophages
VPID et CTX®D (Waldor & Mekalanos, 1996). Le premier ilot, appelé Toxin Coregulated Pilus

(TCP), est en fait le génome du bactériophage VPI®, qui se transmet d’un V. cholerae a un
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autre (Waldor & Mekalanos, 1996), et contient les genes responsables de la synthése de
facteurs permettant la colonisation des muqueuses intestinales de I'"homme (Faruque &
Mekalanos, 2003). Le deuxiéme ensemble de genes de virulence correspond au génome du
bactériophage CTX®, qui code pour l'entérotoxine cholérique (CT), responsable des
symptomes du choléra (diarrhée aqueuse de riz cholérique, déshydratation, etc; Silva &
Benitez, 2016). Une fois dans l'intestin, les vibrions sécrétent des entérotoxines (toxines
cholériques), principales responsables de I'importante déshydratation qui caractérise
I'infection. Les pertes d’eau et d’électrolytes peuvent atteindre jusqu’a 15 litres par jour

(Quilici, 2011).

La bactérie ingérée par I’humain colonise l'intestin gréle et produit une entérotoxine (sous-
unités A et B de la toxine du choléra, ctx AB) (Dalusi et al., 2015; Kirchberger et al., 2016). Les
différentes souches pathogénes de Vibrio cholerae libérent par la suite de nouveaux
bactériophages d’une part dans le tube digestif de I'n6te humain, et d’autre part dans

I’environnement aquatique (Faruque-et al., 1998; Jensen et al., 2006).

1.2 Modes de transmission du choléra

Le choléra est une maladie résultant de I'ingestion du vibrion cholérique. Le bacille peut étre
présent dans I'eau ou dans les aliments (Racault et al.,, 2019). Les aliments contaminés
peuvent avoir été souillés par les selles des malades ou de porteurs sains, mais peuvent
également étre naturellement contaminés (eg, consommation de crustacés ou mollusques ;
Rabbani & Greenough, 1999). La contamination peut également avoir lieu de personne a

personne a partir de selles, vomissements) (Rafique et al., 2016).

Au cours des années 1960, la littérature scientifique suggérait que la transmission du choléra
était essentiellement interhumaine. Mais au cours des dernieres décennies, de plus en plus
de résultats soulignent le role de I'environnement dans la transmission du choléra (Sirajul
Islam et al.,, 2020). Un consensus est maintenant bien établi sur le réle des réservoirs
environnementaux combinés a la transmission interhumaine dans la transmission de la
maladie (Racault et al., 2019; Ryan et al., 2018). On parle ainsi de transmission primaire (ou

environnementale) lorsque l'origine de la contamination est environnementale, et de
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transmission secondaire lorsque le choléra se propage dans la population d'homme a homme

par contact entre les individus sains sensibles, et ceux déja infectés (Ruiz-Moreno, 2009).

Les "réservoirs environnementaux" sont définis ici comme des endroits hors du corps humain
favorisant la persistance et la réplication bactériennes dans l'environnement, et la
transmission des pathogenes a des hotes sensibles. Le réservoir environnemental de Vibrio
cholerae a été un sujet d'investigation scientifique depuis la découverte de la bactérie elle-

méme (Islam et al, 2020).

En effet, Vibrio cholerae appartient a la classe des pathogénes environnementaux qui passent
normalement une partie importante de leur cycle de vie en dehors de I'h6te humain mais qui,
lorsqu'ils sont introduits chez I'hnomme, provoquent des maladies avec une fréquence
mesurable. Les études scientifiques ont admis que I'environnement aquatique joue un réle
central dans la persistance, la dissémination et I'évolution, ainsi que dans la transmission a
I'homme de cette bactérie. On sait maintenant que les épidémies de choléra sont fortement
controlées par des facteurs environnementaux et écologiques (Vezzulli et al., 2010). Dans
I'environnement aquatique, V. cholerae est associé a un certain nombre de substrats biotiques
et abiotiques ol I'agent pathogéne peut exister en grande abondance, survivre a de longues
périodes de stress et, lorsque les conditions sont réunies, provoquer une infection humaine

(Vezzulli et al., 2010).

L'environnement aquatique offre de nombreuses conditions et ressources qui déterminent ou
les micro-organismes peuvent vivre. Les conditions abiotiques englobent en particulier les
caractéristiques physico-chimiques de I'eau et des sédiments, telles que la température, la
salinité et le pH de I'eau. Les ressources biotiques englobent les substrats (organismes ou
microorganismes vivants ou détritus organiques) qui fournissent le carbone et |'énergie
nécessaires au métabolisme bactérien. Les réservoirs environnementaux sont des points
chauds dans lesquels les agents pathogenes persistent et éventuellement se multiplient.
Plusieurs réservoirs environnementaux ont été décrits pour V. cholerae, dont I'habitat naturel
est I'environnement aquatique. Vibrio cholerae a été observé en association avec les animaux
avec un exosquelette de chitine (crustacés), les plantes aquatiques, les protozoaires, les

bivalves, les oiseaux aquatiques, ainsi que les sédiments. La plupart de ces compartiments
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biologiques ou non sont des réservoirs environnementaux connus ou supposés pour la
bactérie, définis comme des endroits ou I'agent pathogene vit au fil du temps, avec le potentiel
d'étre libéré et de causer une infection humaine. Les réservoirs environnementaux peuvent
donc étre a l'origine du démarrage d'une épidémie, et jouer un role essentiel dans
I'endémicité du choléra en favorisant la survie de I'agent pathogéene pendant les périodes

inter-épidémiques (Vezzulli et al., 2010).

Bien que plusieurs réservoirs aquatiques aient été décrits pour la bactérie du choléra, il existe
encore un débat sur ceux qui jouent le role principal dans I'épidémiologie du choléra, sur les
conditions de déclenchement des épidémies, et de son endémisation dans certaines situations
(Codecgo, 2001). Enfin, les conditions de transmission du choléra dans les réseaux trophiques,
restent tres mal connus. |l existe par exemple des relations trophiques entre les organismes
des réservoirs environnementaux, les oiseaux aquatiques par exemple se nourrissant de

copépodes, de cladoceres, de larves et/ou de chironomes (Vezzulli et al., 2010).

Les facteurs environnementaux tels que la salinité, la température de I'eau et les nutriments
provoquent une prolifération du phytoplancton, mangé par le zooplancton qui a son tour se
multiplie, particulierement les copépodes, porteurs des Vibrio cholerae. Ceux-ci sont alors
portés en grand nombre sur les zones cotiéres qui contaminent les eaux de surface et les

produits de la péche, infectant les populations qui les consomment (Vezzulli et al., 2010).

Dans les zones ou le réservoir aquatique est fortement salé, la transmission primaire du
réservoir a I'hnomme se fait majoritairement par la faune (eg. crustacés, mollusques, poissons),
car l'eau est impropre a la consommation. Par exemple, la consommation de poissons
diversement préparés (salés, frais, séchés) peut conduire a la contamination humaine, car
leurs tubes digestifs sont colonisés par plusieurs espéces de vibrions (Senderovich et al.,
2010a), qui peuvent-étre transmis aux humains lors de la consommation de ces poissons sans

cuisson sérieuse (Halpern & Izhaki, 2017).
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Figure 3.Cycle de la transmission du choléra dans I'environnement (Tiré de Morillon et
Garnotel, 2004).

1.3 Physiopathologie et tableau clinique du choléra

1.3.1. Physiopathologie

Les vibrions sont absorbés par voie orale avec I'eau de boisson ou les aliments contaminés,
mais l'acidité gastrique protege partiellement de la contamination. La dose infectieuse,
déterminée au cours d’expérimentations sur des volontaires, est relativement élevée, de
I'ordre de 108 § 10! bactéries, du fait de la sensibilité du vibrion cholérique a I'acidité
gastrique. Il a été montré que la neutralisation de 'acidité gastrique par une solution de
bicarbonate de sodium permettait d’abaisser la dose infectieuse a 10%-10° bactéries (Quilici,
2011). Les germes qui survivent a I'acidité gastrique arrivent au niveau du l'intestin gréle et se
fixent dans sa partie proximale. lls colonisent ainsi 'intestin gréle grace a différents facteurs
de pathogénicité comme la TCP (Toxin Coregulated Pili), les différentes hémagglutinines, les

facteurs accessoires de colonisation. La toxine cholérique est produite lorsque la bactérie
|
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adhere a I’épithélium intestinal par des pili (voir Figure 4). Les bactéries adherent intimement
a la bordure en brosse des entérocytes par des pili de type IV constitués de la protéine TCP
(géne tcpA) qui interagissent a des récepteurs inconnus. Les pili sont codés par une quinzaine
de geénes formant un filot de pathogénicité porté par le phage VPI@. Les bactéries se
multiplient alors dans la lumiéere de l'intestin gréle et traversent la couche de mucus tapissant
la muqueuse intestinale. La conséquence est le passage de I'eau et des électrolytes, des
cellules vers la lumiéere intestinale, pouvant atteindre jusqu’a 15 litres par jour qui entraine
une déshydratation sévere et mortelle. Les selles ne sont jamais sanglantes sauf en cas
d’association avec une autre pathologie comme une shigellose, ce qui sous entendra que les
agents responsables ne sont pas invasifs (Dutta et al., 2013; Guegan, 2006; Quilici, 2011;
Sedas, 2007).
1° Arrivée de Vibrio cholerae 01 ou 0139 dans e duodénum

Lumiére ’_/'ﬂ (tolérance 3 'acide, mobilité et chimiotactisme)

2° Traversée du mucus
(neuraminidase, mucinase)

6" Dispersion de V. cholerae dans 'envirannement

A

5° Diarrhée trés importante

Mucus

3* adhésion (récepteurs spécifiques dont e TCP) et
multiplication, générant une inflammation locale
4* Production in situ de toxines Piéle apical
(principalement la toxine cholérique CT)

d'eau et de sodium

Jonction étancha

Enterocytes

Pole basal

Figure 4. Etapes de la pathogénése du Vibrio cholerae (Tiré de Fournier et Quilici, 2007).
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1.3.2. Manifestations cliniques

Le déclenchement de la maladie dépend de la quantité de vibrions absorbés. Plus la dose de
vibrions absorbée est grande, plus la personne risque de déclarer la maladie et plus rapide et
prononcé sera le démarrage des symptomes. La période d’incubation tres courte, de quelques
heures a cinq jours, accroit le risque de flambées explosives car le nombre de cas peut

augmenter trés rapidement (Kemenkes, 2010).

La plupart des sujets infectés par Vibrio cholerae ne présentent aucun symptome bien que le
bacille puisse étre présent dans leurs selles pendant 7 a 14 jours (Leung et al.,
2012). Généralement, sur I'ensemble des personnes infectées par le choléra, environ 75 % des
sujets sont asymptomatiques et environ 25 % des personnes infectées présentent les

symptoémes typiques de la maladie (dont 2% présentent les formes graves).

Le choléra se caractérise par la production d'une diarrhée aqueuse, avec divers degrés de
déshydratation (Ghouth, 2020). Les patients souffrant d'une déshydratation légere a modérée
secondaire au choléra sont difficiles a différencier de ceux qui sont infectés par d'autres agents
pathogénes entériques, tels que le rotavirus entérotoxigene ou les infections liées a
Escherichia coli. Cependant, ceux souffrant d'une déshydratation sévére sont faciles a
identifier car aucune autre maladie clinique que le choléra ne produit une déshydratation

aussi sévere en quelques heures (Finkelstein, 1996).

L'apparition de la maladie est brutale et se caractérise par la production d'une diarrhée
aqueuse sans tension, sans douleurs abdominales importantes, rapidement suivie de
vomissements. L’évolution de la diarrhée peut finalement s’"accompagner de déshydratation
sévere, avec des symptomes tels que des crampes généralisées et une baisse du volume
urinaire. La fievre est un symptome rarement observé, généralement dans moins de 5% des
cas. Les patients présentent parfois de I’agitation, les yeux sont trés enfoncés, les muqueuses
sont seches, la peau a perdu son élasticité et lorsqu'elle est pincée, elle se rétracte tres

lentement (Finkelstein, 1996).

Les manifestations cliniques du choléra chez les enfants sont similaires a celle des adultes.

Cependant, I'hypoglycémie, la fievre et I'altération mentale sont plus fréquentes chez les
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enfants. Le choléra chez les femmes enceintes est porteur d'un mauvais pronostic en
particulier lorsque la maladie est contractée en fin de grossesse. La perte du feetus survient
dans 50% des grossesses. Le choléra chez les patients plus agés est également porteur d'un
mauvais pronostic en raison d'un plus grand nombre de complications, notamment une
insuffisance rénale aigué, une acidose métabolique grave (une chute du ph sanguin) et un

cedéme pulmonaire (accumulation brutale de liquides dans les poumons ; Kemenkes, 2010).

Figure 5. Enfant atteint de choléra (Crédit photographique D. Batumbo, photo prise a
Kinshasa, 2010)

1.4 Diagnostic bactériologique du choléra

La recherche et 'isolement de V. cholerae se fait habituellement a partir des échantillons
d’eaux, des selles des malades ou des porteurs asymptomatiques et des produits de péche
(poisson, crevettes...). Toutefois I'échantillon le plus commun reste les selles des personnes

malades (Quilici, 2011).

Cette bactérie est relativement simple a identifier du fait de sa concentration habituellement
élevée dans les selles de malades. Elle est de plus peu exigeante pour sa culture, et présente
a sa surface un antigene spécifique I'antigéne (O1 ou 0139) qui permet son identification par

une simple réaction d’agglutination sur lame. C’'est d’ailleurs la reconnaissance de cet
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antigéne par des anticorps spécifiques, qui a été mise a profit pour le développement d’un

test de diagnostic rapide du choléra sur bandelette (Quilici, 2011).

Un disque de papier absorbant est trempé dans la selle diarrhéique suspecte, puis déposé
dans un tube en matiere plastique. Quelques gouttes de sérum physiologique sont versées
dans le tube pour maintenir une atmosphére humide. Le tube est fermé de fagon étanche par
un bouchon muni d’un joint torique (Figure 10). Le tube doit étre envoyé au laboratoire a
température ambiante, les vibrions supportant mal les basses températures (Quilici, 2011).
Les échantillons d’eaux sont prélevés en bouteille PVC ou plastique stérile. Les échantillons
doivent étre transportés dans une glaciere fermée (a I'abri de la lumiére) a température

ambiante et arriver au laboratoire moins de 12 heures apres prélévement (Contre et al., 2011).

Figure 6. Dispositif utilisé par MSF pour le transport au laboratoire des échantillons de selles
en vue de la recherche de vibrion cholérique (Source : Quilici, 2011).

L’échantillonnage est effectué sur I’eau peptonée alcaline (EPA) ou I'eau peptonée alcaline
hypersalée (EPSA) a pH 8,4 qui favorise le genre Vibrio. L’enrichissement consiste en une
succession de cultures sur le milieu EPA ou EPSA (Quilici, 2011). Il a pour but d’une part de
permettre la réparation des cellules endommagées et d’autre part de favoriser le Vibrio par

rapport aux autres bactéries (Quilici, 2011).
'
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Apres I'ensemencement, ces milieux sont incubés a 37° C pendant une période de 6 a 8 heures
avec d’éventuels repiquages sur le méme milieu. L'isolement est réalisé a partir du voile
obtenu sur les milieux d’enrichissement. L'isolement est réalisé a partir de I’enrichissement et

plus rarement directement, sur divers milieux solides en boite de Pétri :

e Gélose nutritive ordinaire a pH 7,0 ; GN alcaline a pH 8,2 ou gélose hyperalcaline pH
8.5
e Milieu TCBS (ou gélose de saccharose, au thiosulfate citrate bile saccharose ou milieu
de Nakanishi et Kobayashi). Ce milieu permet la croissance rapide V. cholerae pendant
une période de 15 a 24 heures a 37° C, sous forme de colonies jaune brunde 2 a 3 mm
de diameétre (voir Figure 7).
L'identification des Vibrio cholerae repose sur I'étude des caractéres biochimiques et surtout
sérologiques. Les caractéres d’appartenance au genre sont : bacille incurvé Gram -, oxydase
+, catalase +, treés mobile, Aero-anaérobie, nitrate réductase +, fermentation du glucose +.
L'identification se fait a partir d’une colonie suspectée selon le milieu utilisé. Un test Oxydase
positif permet de se diriger vers I'espece Vibrio cholerae. On compléte par d’autres tests
biochimiques comme les tests a I'adénine dihydrogenase (ADH), a I'ornithine décarboxylase,
(ODC), a la lysine décarboxylase (LDC), nitrate réductase et a la catalase. Si ces tests sont
positifs, on passe au sérotypage Vibrio cholerae par la réaction d’agglutination. Une souche
de vibrion cholérique (V. cholerae O1 ou V. cholerae 0139) doit obligatoirement agglutiner
avec I'un des deux sérums, anti-O1 ou anti-O139. L’agglutination doit apparaitre rapidement
en moins de deux minutes et étre fine et granulaire. Si les résultats au test d’agglutination ne
sont pas concluants, il faut procéder a I'identification sous une galerie APl 20 E. Cette galerie
utilise des cupules pour réaliser une identification rapide des bactéries grace aux tests

biochimiques miniaturisés (Quilici, 2011).

Doudow BATUMBO 26

« Analyse écologique des points chauds de choléra en Afrique »



Figure 7. Aspect des colonies de Vibrio cholerae sur le milieu TCBS (Tiré de Diakite, 2015).

Les techniques de biologie moléculaire (Polymerase Chain Reaction ou PCR), sondes
d’hybridation), non adaptées au terrain, sont pratiquées dans les centres de référence pour
rechercher le géne de la toxine. Les sérologies a la recherche des anticorps vibriocides ou
antitoxines n’ont d’utilité que pour les diagnostics rétrospectifs ou les études

épidémiologiques (Brown et al., 2003).
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Figure 8. Méthode d’isolement et d’identification du Vibrio cholerae (Tiré de Diakite, 2015).

2. Ecologie des Vibrions pathogénes

2.1 Habitat de Vibrio cholerae

A |'état naturel, Vibrio cholerae est une bactérie des milieux aquatiques, plutét qu'un agent
pathogene humain résidant de facon transitoire dans I'eau. Ce micro-organisme est un
habitant naturel des milieux aquatiques, estuariens et saumatres (Fernandez-delgado et al.,
2015). Sa distribution géographique recouvre une vaste étendue allant des tropiques (par
exemple la baie du Bengale ; Albert, 1994; de Magny et al., 2011; Anwar Hugq et al., 2005) aux
eaux tempérées (par exemple dans les milieux hémi-halins en Floride, en Amérique du Sud,
Afrique, Australie, Suéde et Italie ( Vezzulli et al.,, 2010; Collin & Rehnstam-Holm, 2011;

Schuster et al., 2011; Jutla et al., 2013; De Magny et al., 2014). Les eaux saumatres coétieres
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chaudes sont des réservoirs. potentiels (ex : estuaires et deltas, zones humides), les golfes et

estuaires des régions tempérées ou tropicales du monde (Kopprio et al., 2020).

Les sédiments peuvent servir temporairement de réservoir au choléra, en particulier pendant
les mois les plus froids, ensemengant la colonne d'eau lorsque la température augmente

(Vezzulli et al., 2010).

Les milieux aquatiques favorables a la survie et a la croissance des souches toxinogenes sont
riches en nutriments (principalement azote, soufre, fer, phosphore, sodium). La disponibilité
de ces nutriments permet sa survie et sa persistance dans le milieu aquatique (Conner et al.,
2016).Tres t6t, les auteurs ont souligné le réle essentiel du sodium dans la survie et la
croissance du germe (Singleton et al.,1982). Il a été observé que cette espéce préfére les eaux
chaudes (>20°C) (Martinez-Urtaza et al., 2012). Il a ainsi été montré, au Bengladesh, que la
fréquence des cas de choléra augmentait lors de la saison chaude, période pendant laquelle
le plancton et les algues proliférent dans les eaux saumatres (Colwell, 2004). Les études in
vitro démontrent la croissance optimale de ce germe se trouve autour de 25°C avec une
salinité modérée (1-10) (Takemura et al., 2014). V. cholerae est cependant également capable
de coloniser les milieux d’eau douce (survie et multiplication) a condition qu’ils soient
suffisamment riches en nutriments (Miller et al., 1986), chauds (Singleton et al., 1982), et avec

un pH neutre ou légérement alcalin (Miller et al., 1986).

Dans les régions ou le choléra est endémique, cette maladie a tendance a présenter des
variations saisonniéres, fortement liées a I'écologie du V. cholerae. On observe ainsi une
augmentation du nombre de cas pendant les périodes ou la température de |'eau est élevée,
et lorsque le zooplancton prolifere (Constantin de Magny & Colwell, 2009). Au Bangladesh,
une distribution bimodale des cas sur un cycle annuel a été décrite (Lipp, 2002) un premier

pic, faible, au printemps, et un pic important durant la mousson en automne.
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2.2 Controles biologiques de Vibrio cholerae

V. cholerae peut vivre a I'état libre dans I'’environnement, mais il présente une survie accrue
lorsqu’il est attaché a d'autres organismes aquatiques. Le bacille se lie fréquemment a des
surfaces biotiques (enveloppes du zoo et phytoplancton) sous I'aspect de biofilms. Cette
forme lui apporte une résistance accrue au stress, un accés important aux nutriments et un
moyen de dispersion lorsqu'elle est attachée a des hotes vivants et mobiles (Akselman et al.,
2010; A. Hug et al., 1996; Shikuma & Hadfield, 2010). De plus, V. cholerae est plus viable dans

I'eau contenant plus de particules, ce qui suggere une capacité a utiliser comme support les particules

en suspension (Islam et al., 2020).

Dans les lagunes et estuaires saumatres, Vibrio cholerae vit en commensalisme ou en
symbiose avec des micro-crustacés aquatiques (copépodes). La bactérie se fixe
préférentiellement dans la partie buccale et les sacs ovigeres chez les femelles de ces
crustacés (Guegan, 2006). La reproduction des vibrions se déroulerait dans leurs ceufs, leurs
systéemes digestifs et leurs exosquelettes chitineux (Huq et al.,, 1983a). Les chercheurs
suggerent que I'adhésion a la chitine fournirait aux vibrions une meilleure résistance a certains
taux d’acidité et a des températures basses. De plus, les copépodes offrent une protection a
la prédation. En effet, les bactéries subissent un contréle top down, par des flagellés
hétérotrophes, des protistes et des bactériophages lytiques. Ainsi, Huq et al (1983), ont conclu
que la diffusion de V. cholerae (pathogéne) dans les milieux aquatiques est accélérée par la
ponte ou I'expulsion de matieres fécales par les copépodes planctoniques. Un seul copépode
peut contenir jusqu'a 103-10° cellules de V. cholerae. Comme une concentration de 10° V.
cholerae/ml d’eau constitue une dose infectieuse, l'ingestion d'eau non traitée contenant un
nombre relativement faible de copépodes porteurs de V. cholerae peut donc déclencher la

maladie (Constantin de Magny & Colwell, 2009).

La bactérie colonise également la surface de certaines algues, pouvant ainsi persister dans
I’environnement pendant des périodes de temps prolongées (Islam et al., 2020). Elle a ainsi
été identifiée chez Acanthamoeba castellanii ainsi que dans la gaine mucilagineuse de I'algue

bleue Anabaena sp (Huq et al., 1984; Tamplin et al., 1990; Reen et al., 2006; Abd et al., 2007;
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Halpern et al., 2008; Senderovich et al., 2010a; Consatin de Magny et al., 2011; Islam et al.,
2019).

La mucinase, une protéase hémagglutinine soluble, permet a la bactérie de coloniser plus
facilement les algues bleues et favorise sa survie au long terme dans |’environnement

aquatique.

Les souches cliniques et environnementales de V. cholerae peuvent survivre de maniere
intracellulaire dans toute une gamme d'amibes (Abd et al., 2004; Jain et al., 2006), qui jouent
le réle de réservoirs environnementaux. Des cellules de V. cholerae ont été découvertes dans
les kystes résistants d'amibes, leur offrant une protection contre les stress environnementaux
(Thom et al., 1992; Abd et al., 2004), ainsi qu'un mode de dispersion dans I'environnement
aquatique ( Thom et al., 1992; Brown & Barker, 1999). Les mécanismes facilitant cette survie

intracellulaire sont trés mal connus.

Les bactéries possedent des enzymes capables de digérer certaines cellules des plantes

aquatiques, ce qui fournit de la nourriture pour la survie du bacille (Spira et al., 1981).

Les auteurs évoquent les attachements du bacille avec les vertébrés tels que les poissons et

les oiseaux aquatiques (Range, 2012).

La capacité de cette bactérie a s’associer a de nombreux organismes aquatiques lui permet
d’échapper en partie aux facteurs de stress tels que la privation de nutriments, les fluctuations
de la salinité et de la température, et la prédation par des protistes hétérotrophes et des
bactériophages. En I'absence de substrat vivant, la bactérie peut adopter un état viable mais
non cultivable (VBNC ; Thomas et al., 2006). Cet état est une stratégie de survie adoptée par
de nombreuses bactéries lorsque les conditions environnementales ne permettent pas de
maintenir une croissance normale des colonies. Dans cet état physiologique, les bactéries
présentent une fonction métabolique détectable, mais ne sont pas cultivables par les

méthodes de culture conventionnelles en laboratoire (Ferndndez-delgado et al., 2015).
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2.3 Controle descendant de V. cholerae par les prédateurs micro-brouteurs

Alors que la disponibilité des nutriments exerce un contréle "ascendant" sur I'abondance de
V. cholerae dans l’environnement, la prédation constante entraine une réduction des
bactéries dans le milieu aquatique (Lutz et al., 2013). Les phages et les bactéries prédatrices
affectent I'abondance et la prévalence de V. cholerae dans |'environnement. Les études de
suivi réalisées au Bengladesh sur I'identification et la quantification des bactériophages et des
souches de Vibrio cholerae dans des prélévements d’eau de riviere ont montré que la densité
de souches pathogénes et les incidences de la maladie reportées localement étaient

inversement corrélées a la densité de bactériophages (Jensen et al., 2006).

La population de V. cholerae peut augmenter par jour de plus de quatre fois, lors de fortes
proliférations de phytoplancton. Cela lui permet de surmonter la pression de prédation du
Vibrio par les protistes phagocytaires et également d’étre en nombre suffisant dans
I’environnement pour atteindre une dose infectieuse (soit 103-10° cellules; Pérez et al., 2004).
La prédation conduit a la consommation des vibrions libres ou associé au zooplancton, ce qui
fait que les seuls vibrions que I'on trouve dans la situation de fort taux de prédation sont ceux

contenus dans les biofilms (Matz et al., 2005).

2.4 Déterminants environnementaux de V. cholerae

2.4.1 Déterminants abiotiques

Pour mieux comprendre les conditions de prolifération des vibrions, certaines variables
environnementales ont été mesurées dans les masses d’eau avec présence de vibrions, telles
gue latempérature, la salinité, le pH, I'oxygéne dissous, |'azote, le phosphore et la chlorophylle
a (Lobitz et al., 2000). La comparaison entre les résultats de différentes études montre que
I’occurrence des vibrions dans I'eau est plus liée a la température et la salinité qu’aux autres
prédicteurs abiotiques (Figure 9; Takemura et al., 2014). La température élevée de I'eau est
un facteur prédictif important de la présence de V. cholerae principalement détectés dans

des eaux chaudes (Lama et al., 2004; Johnson et al., 2012). Le sodium joue également un grand
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role dans la survie et la croissance du vibrion, de méme qu’un pH alcalin. Ainsi, les conditions
décrites pour la survie du vibrion sont le plus souvent une salinité entre 1-10 ppt, une
température de plus de 20°C et un pH autour de 8 (Takemura et al., 2014). Cependant, des
études ont démontré que |'abondance de V. cholerae subit des fluctuations saisonnieres
largement dictées par la température (Louis et al., 2003 ; Binsztein et al., 2004). Le vibrion
résiste a la congélation, mais les températures basses limitent sa prolifération. Il est détruit
par la dessiccation, I'acidité soit un ph < 4,5 et la chaleur supérieure a 70°C (Brown et al.,

2003).
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Figure 9. Analyses de régression indiquant que la température et la salinité expliquent la
plupart des variations de I'abondance totale de Vibrio cholerae dans I'eau. Les valeurs R2, ou
pseudo-R2, associées aux analyses de régression montrent le pourcentage d’explication de la
variation expliqué par chaque variable. Les points sur le graphique indiquent la hauteur des
barres, lorsqu'un point apparait sans barre, R2 n'est pas significatif (c'est-a-dire R2 = 0)
(Source : Takemura et al. 2014).

Lorsque les conditions abiotiques deviennent défavorables (milieu aquatique froid, pauvre en
sel et en ressources nutritives), les bactéries se mettent en dormance ou sous forme viable

non cultivable (Guegan, 2006). Ces cellules viables mais non cultivables ne poussent pas sur
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les milieux de culture normalement utilisés, et leur taille est souvent réduite ( Whitesides &
Oliver, 1997; McDougald et al., 1998; Oliver, 2010). Cette forme leur permet de mener a bien
les fonctions métaboliques et former des colonies en conditions naturelle, tout en gardant
leur pathogénicité. L'étude de Mishra et al. (2012) a démontré la réactivation de la virulence
et de la colonisation lorsque des microcosmes d’eau douce étaient ensemencés avec des
formes viables non cultivables du bacille. La persistance de ces formes dans des conditions
défavorables de I'’environnement est tributaire de la capacité des cellules a étre réanimées et

se diviser lorsque les conditions deviennent favorables (McDougald et al., 1998).

De nombreux facteurs induisent cette réanimation, notamment une augmentation de la
température ( Whitesides & Oliver, 1997; Mishra et al., 2012) ou une augmentation des
nutriments (Senoh et al., 2010). Certaines recherches ont également mis en évidence que les
cellules de V. cholerae redevenaient cultivables aprés un passage dans le tube digestif des
animaux (Colwell et al., 1985; Alam et al., 2007). Ainsi, l'ingestion par des volontaires humains
de ces cellules viables non cultivables depuis 7 semaines, a entrainé la colonisation de
I'intestin et I'excrétion de cellules cultivables (Colwell, 1996). Cependant, cette capacité de
réanimation ne persiste que pendant un temps limité (Weichart et al., 1997). Des cellules
viables non cultivables du V. cholerae ont été réanimées aprés une co-incubation avec des
lignées de cellules eucaryotes, mais il n'y a pas eu de réanimation au-dela d’une période
prolongée de plus de 91 jours (Senoh et al., 2010). C’est dans ces conditions qu’elles adhérent
a la surface de certaines espéces de végétaux aquatiques et peuvent ainsi survivre assez

longtemps (Oliver, 2010).

2.4.2 Déterminants biotiques

Hood et al.2013 ont signalé une réduction de la viabilité de la bactérie dans I'eau de mer filtrée
et centrifugée. On ignore la nature exacte de la relation entre la bactérie et les organismes
aquatiques qui I'abrite. Elle serait de type commensal (association entre deux organismes
d'espéces différentes dans laquelle I'un des deux profite de la relation sans nuire a l'autre), ou

symbiotique (association a bénéfices réciproques).
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v Association aux micro crustacés :
Dans une revue des différentes faunes et flores réservoirs du V. cholerae, Almagro-Moreno
et Taylor en 2013 démontrent que V. cholerae possede des chitinases aptes a métaboliser la
chitine afin de l'utiliser comme source de nutriments (Islam et al.,, 2020). La chitine des
exosquelettes de crustacés est constituée en majorité de mucopolysaccharides (Huq et al.,
1983b). En plus, les bactéries forment par moment des biofilms en association avec la chitine,
ce qui favorise leur croissance et la survie dans |'environnement aquatique. Ces éléments
ajoutent a la plausibilité d’un ectoparasitisme des copépodes permettant la persistance de V.

cholerae.

Les bactéries montrent généralement une viabilité accrue en présence de chitine (Islam et al.,
2020). Ainsi, les fluctuations saisonniéres sont souvent aussi liées aux variations des
concentrations de nutriments. Le ruissellement des pluies, généralement plus important au
printemps et a I'automne, et dans les zones cotiéres et estuariennes, peut conduire a une plus
grande disponibilité en nutriments, et donc une plus grande abondance de phytoplancton.
Cette abondance est suivie par la prolifération de zooplancton, dont les surfaces chitineuses
sont susceptibles d’héberger V. cholerae. 1l est intéressant de noter aussi qu'une étude
récente menée au Burkina Faso, en Afrique a fait état d'une forte corrélation entre la biomasse

du phytoplancton et V. cholerae dans les réservoirs d'eau (Islam et al., 2020).

Dans des environnements limités en éléments nutritifs, V. cholerae peut entrer dans un état
de stress nutritionnel, dans lequel les cellules ne sont pas en croissance mais peuvent étre
cultivées (Huq et al., 2005; Lobitz et al., 2000). Pour différencier les cellules en état de stress
nutritionnel de I'état viable non cultivable du Vibrio, le terme « persistants phénotypiques » a
été suggéré dans une étude qui décrit la survie jusqu’a 700 jours de V. cholerae au stress

nutritionnel (Jubair et al., 2012).
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Figure 10. Vibrio cholerae (points jaunes) fixé a un copépode coloré par des techniques
fluorescentes (Source : Kemenkes, 2010).

v’ Association aux algues :

Vibrio cholerae synthétise la mucinase, une protéase qui lui permet de coloniser les algues bleues pour
favoriser sa survie a long terme dans I'environnement aquatique (Nalin et al., 1979). V. cholerae
s’associe aussi aux algues vertes en utilisant les métabolites extracellulaires excrétées par les algues
comme nutriments. Une étude en laboratoire basée sur des microcosmes a constaté que V. cholerae
01 survivait plus longtemps en association avec I'algue verte filamenteuse (Rhizoclonium fontanum)
plus que d’autres algues (Islam et al., 2020). D’autres études ont prouvé que la gaine mucilagineuse
d’Anabaena variabilis, riche en nutriments, agit comme un microenvironnement protecteur des
bactéries pendant la période inter-épidémique. L'observation microscopique permet de localiser
systématiquement les bactéries viables non cultivables dans les gaines mucilagineuses des
cyanobactéries (algues bleues). En utilisant la technique des anticorps fluorescents la bactérie a été
détectée sous cette forme a l'intérieur de la gaine pendant plus de 15 mois, période suffisamment

longue pour couvrir la durée entre deux épidémies (Islam et al., 2020).

v" Association aux poissons :

Les poissons peuvent également servir d'héte pour les souches de V. cholerae (Rowe et al., 2014;
Halpern & lIzhaki, 2017). Les études ont démontré que V. cholerae peut faire partie de la flore de
certaines espéces de poissons, comme le tilapia et la carpe. Les poissons peuvent donc entretenir une

relation mutualiste avec la bactérie, en lui fournissant de la nourriture et un abri, alors que la bactérie
-~ ]
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peut aider le poisson a digérer sa nourriture comme ses proies zooplanctoniques chitineuses (Halpern
& lzhaki, 2017). Il est enfin possible que les poissons servent de vecteurs pour V. cholerae en
transportant les bactéries d'un milieu a I'autre, comme des riviéres aux lacs ou a la mer et inversement

(Halpern & Izhaki, 2017).

La bactérie a été détecté dans les intestins de diverses especes de poissons qui se nourrissent de phyto
et de zooplancton, en quantités aussi élevées que 5 x 10° cellules par gramme de contenu intestinal,
dans différents environnements marins et d'eau douce en Israél (Senderovich et al., 2010b). Preez et
ses collaborateurs ont détecté un grand nombre de V. cholerae O1 et 0139 dans les échantillons
d'écailles de poisson collectées au Mozambique (Preez et al., 2010). Par ailleurs, des souches de V.
cholerae O1 toxinogénes ont été isolées dans les branchies de Tilapia en Tanzanie (Hounmanou et al.,

2016).

L'isolement de V. cholerae dans le pharynx des canards et les feces des oiseaux aquatiques augmente
également la probabilité que les réservoirs de V. cholerae peuvent étre constitués de faune ou de flore
aquatique mangé par les oiseaux (Islam et al., 2020). D'un point de vue épidémiologique, V. cholerae,
transmis a certaines especes d’oiseaux qui se nourrissent de poissons, peut se répandre dans le monde
entier (Halpern & Izhaki, 2017). Les oiseaux de mer se nourrissant de zooplancton et de phytoplancton,
peuvent aussi propager par voie aérienne ces organismes planctoniques, fixés sur leurs plumes

(Halpern et al., 2008).

Les bivalves (les moules et les huitres) peuvent héberger également un grand nombre de vibrions dans
leurs tissus et constituer des réservoirs importants pour ces bactéries (Kirs et al., 2011; Olafsen et al.,

1993).

3. Situation épidémiologique du choléra

Le choléra réémerge sous forme d’épidémies locales et devient endémique dans de
nombreuses régions du monde. Aprés avoir causé sept pandémies depuis 1817, le choléra
demeure un probléeme majeur de santé publique dans le monde. Chaque année 1,3 a 4 millions

de cas de choléra et 21 000 a 143 000 déceés sont rapportés (Ali et al. 2015).
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3.1 Les Sept pandémies du choléra

On décrit sept pandémies de choléra depuis 1817. Avant cette date, La maladie restait localisée sur le
pourtour du Golfe du Bengale (Morillon & Garnotel, 2004).

Le choléra est endémique en Inde (delta du Gange), et au Bangladesh, et sévit épisodiquement sur les
territoires adjacents. Les six premiéres pandémies causent la mort de centaines de milliers de
personnes en Asie, en Europe, en Amérique et dans les zones cotieres de I’Afrique, de 1817 a 1923.
Ces épidémies sont manifestement liées aux déplacements humains et sont accélérées par les moyens

de transports de la deuxiéme moitié du 19°™ siécle (Bourdelais et al., 1978; Lucie, 1988).

La septiéme pandémie a démarré en 1961 a partir d’'un foyer endémique au Sulawesi, en Indonésie
(Weill et al., 2017), Elle est due au biotype El Tor, isolé en 1905 au lazaret d’El Tor dans le Sinai, chez
des pelerins décédés du choléra. Le choléra diffuse de proche en proche jusqu’a la Méditerranée et
atteint au début des années 70 le sud de I'Europe (Espagne, Portugal et Italie). C'est a cette méme
époque que le choléra va envahir I’Afrique Noire, restée indemne de la maladie depuis prés d’un siécle

(Bompangue, 2009).

3.2 Histoire du choléra en Afrique

La fagade orientale de I’Afrique sub-saharienne a été touchée par la premiére pandémie du choléra.
Cette introduction dans les fles Maurice, la Réunion et a Zanzibar a potentiellement été facilitée par la
traite négriére (Hartwig, 1979). La Somalie et I'Ethiopie ont connu une vague de choléra en 1831-1836

lors de la seconde pandémie du choléra (Rémy & Dejours, 2018).

Au cours de la troisieme pandémie, I'épidémie affectera I'Ethiopie (1853, 1855 et 1858), Ille de la
Réunion (1859) et I'lle Maurice (1854-1862). Des graves poussées épidémiques ont été notées de 1858-

1859 a Zanzibar, au Mozambique, a Madagascar, aux Comores ainsi en qu’en Ouganda (OMS, 1960).

La quatrieme pandémie du choléra sera marquée en Afrique par I'atteinte de la Somalie et de I'Ethiopie
en 1865. Cette vague va diffuser a Zanzibar, et atteindre le lac Tanganyika, le cours supérieur du Congo,

le Mozambique, les Comores et les Seychelles (Rémy & Dejours, 2018).

La partie occidentale de I’Afrique ne connaitra les premieres épidémies qu’en 1869. L’introduction du

choléra était facilitée par des caravanes venues du Maroc et passant par le fleuve Sénégal. La diffusion
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le long des cotes était facilitée par la navigation maritime, relayée a l'intérieur du continent par les

activités de commerce (Hartwig, 1978).

Pour la suite, en dehors de I'Ethiopie qui connaitra quelques vagues épidémiques, et surtout celle de
1889-1892, le choléra sera absent du reste du continent Africain. Il se retirera presque totalement de

I’Afrique sub-saharienne jusqu'en 1970 (Rémy & Dejours, 2018).

Les cinquiéme et sixieme pandémie auraient été causées par le biotype classique du sérotype O1. De
plus on soupgonne que ce dernier est également responsable des précédentes pandémies (Osei et al,

2012).

A partir de 1970, le choléra pénetre I'Afrique continentale en empruntant trois voies (Figure 11). Le
premier pays touché fut la Guinée Conakry (aolt 1970). Le choléra s’est ensuite propagé sur toute la
facade occidentale de I'Afrique grace aux mouvements de populations, parmi lesquelles certains
pécheurs, les commercants et les pélerins (Felix, 1971 ; Viguelloux, 1971). La deuxieme porte d’entrée
correspond a |’Afrique du Nord ou le choléra s’est introduit, en septembre 1970, par la Libye. Enfin, la
troisieme porte est celle de I’Ethiopie. Venu de la Péninsule arabique (touchée par une épidémie en
ao(t 1970), le choléra touche les Provinces orientales de I'Ethiopie en novembre 1970, au sein de
populations pastorales nomades. La maladie gagne le sud du pays, et s'étend dans la république de
Djibouti, la Somalie, I'extrémité sud-est du Soudan ainsi que sur les marges orientales de I'Ouganda
(Hall & al., 1 975). A partir de ces trois portes d’entrée, I'épidémie s’est étendue peu a peu a d’autres

pays (Bompangue, 2009).
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Figure 11. Diffusion de la septiéme pandémie du choléra dans le monde. En 1961, une souche
Vibrio cholerae O1 d’un nouveau biotype El Tor, provenant des iles Célébes, a émergé et
provoqué la 7eme pandémie, qui atteignit en 1970 I'Afrique continentale a partir de trois voies
(La Guinée Conakry, la Lybie et I'Ethiopie), I'Amérique latine en 1991 et Haiti en 2010. (Source :
Swerdlow, 2005).

Démarrage de la septieme pandémie du choléra dans la vallée du Rift Africain

Le Kenya est atteint par la septiéme pandémie dés 1974 a partir de la région de Kisumu, puis
I’épidémie va longer les bords du lac Victoria, diffuse a Nairobi, puis atteint la région de
Mombasa. Par la suite, elle va s’étendre au niveau des rives ougandaises, puis tanzaniennes
du lac Victoria. Les auteurs rapportent que ce foyer du lac Victoria serait lié indirectement a
la grande vague épidémique de 1978 qui avait déferlé sur les rives des grands lacs d’Afrique,

depuis le lac Edouard jusgu’au lac Nyassa.

Dés 1975, le choléra longera le littoral tanzanien a partir de la région de Mombasa, pour
atteindre Bagamoyo, Dar-es-Salaam et I'lle de Zanzibar. L’expansion de la maladie vers le sud

atteindra plus tard la frontiére du Mozambique (Rémy & Dejours, 2018).

A partir des années 1977-1978, le choléra diffuse le long des rives du lac Tanganyika et colonise
toute la chaine des grands lacs Africains (Storme & al., 1979). C’est ainsi que par la ville de

Kalemie sur les rives du Tanganyika, I’est de la RDC connaitra I'introduction du bacille en 1977.
-
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La maladie diffuse vers le nord du lac Tanganyika, elle gagne Bukavu et la province de Katana,
au bord du lac Kivu. On note de juillet a novembre 1978, pres de 4500 cas de choléra rien que
pour le FOMULAC (Fondation Médicale de 'université de Louvain au Congo), secteur du sud-ouest

du lac Kivu (Malengreau, 1979).

Lors de cette méme expansion, la maladie atteint Uvira par le biais de voyageurs en
provenance de Kigoma. Elle parcourt la vallée de la Ruzizi, puis en juin 1978, elle atteint
Bujumbura (Burundi) et diverses autres localités proches, soit riveraines du lac, soit situées

dans la plaine (Storme & al., 1979).

Le choléra envahit le Rwanda dés juillet 1978. La vague épidémique diffuse tout au long des
rives orientales du lac Kivu, ou on observe un impact du choléra plus marqué dans la région
de Cyangugu au sud-ouest du pays, et ne s'apaise qu'en avril 1980 (Rémy & Dejours, 2018). La
maladie atteint Goma au nord du lac Kivu en ao(t, puis rejoint les rives du lac Idi Amin. Elle
sévit en décembre 1978 encore plus au nord, a I'est du lac Mobutu, peut-étre en provenance
de I'Ouganda. En mars 1979, elle frappe Kisangani, sur les rives du fleuve Zaire (Schyns & al.,

1979).

Vibrio cholera El Tor impliqué dans la 7éme pandémie est doté de plusieurs mécanismes
d’adaptation (plus résistant dans I'eau, chaine épidémiologique se rompant moins facilement
et pourrait méme étre renouvelée a partir du réservoir aquatique), traits qui ont facilité sa
dissémination a travers les continents, plus particulierement dans les écosystémes aquatiques

de I’Afrique continentale (Rémy & Dejours, 2018).

Depuis l'introduction de Vibrio cholerae dans le Rift Africain, les espaces riverains des lacs
Tanganyika et Kivu sont le lieu de flambées épidémiques régulieres et de plus en plus intenses
(Bompangue, 2009), et constituent vraisemblablement de nos jours les foyers endémiques et
de redémarrage des épidémies de choléra en RDC (Rémy & Dejours, 2018). Le bacille pourrait
avoir trouvé une niche écologique facilitant ainsi son ancrage dans cet espace géographique

de I'Afrique.
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3.3 Situation épidémiologique du choléra lors de ces dix derniéres années en Afrique

De 2010 a 2019, dans les 36 des 54 pays d'Afrique qui ont connu des épidémies de choléra, le
nombre de cas suspects notifiés étaient de 1 156 767 avec 1 9760 déces soit une létalité
globale de 1,71%. Prés de 40 % de ces cas provenaient des pays du Rift Africain (Tableau 1).

Plus de 60 % de ces cas du Rift étaient notifiés en République Démocratique du Congo (RDC).

Durant la période de 2010 a 2016, sur un total de 1 268 épisodes épidémiques de choléra
rapportés, 13,04% se sont produits au Nigeria suivi du Burundi avec 4,35% (Tableau 1). La
distribution par district Sanitaire des épidémies de choléra rapportées a fait ressortir une
concentration de foyers dans les districts sanitaires des pays de la vallée du Rift : I'est de la
Républiqgue démocratique du Congo et I'Ouest de I'Ouganda, le Burundi, le Mozambique et le
Kenya. L'Afrique de I'Est et du Sud-Est ont également montré des concentrations élevées, ainsi
qgue certaines parties de I'Afrique de I'Ouest. En Afrique du Sud, les foyers rapportés ont été

limités aux provinces de I'Ouest, pres de la frontiere avec le Mozambique (Lessler et al., 2018).

Ces chiffres soulignent combien le Rift constitue un foyer important d’endémicité et de
redémarrage des épidémies de choléra en Afrique. Tous les pays de la vallée du Rift Africain
figurent sur la liste des pays endémiques au choléra a I’échelle mondiale (soit prés de 20 % du

total mondial des cas déclarés ; Ali et al., 2015).

L’évolution des cas de choléra de 1970 a 2019 au niveau des pays de la vallée du Rift a montré
une forte variabilité interannuelle. C’est a partir de 1994 juste aprés les évenements du
génocide rwandais que la situation épidémiologique du choléra dans la vallée du Rift s’est
aggravée. Les guerres qui se sont succédées dans la région (plus particulierement en RDC) ont
contribué en grande partie a I'explosion du choléra dans cette partie d’Afrique vulnérable au
choléra (Bompangue, 2009). Pour les pays de I’Afrique subsaharienne, on note une diminution

des cas de 2010 a 2014, suivi d’'une légére augmentation des cas a partir de 2015 (Figure 12).
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Tableau 1. Répartition des foyers et cas de choléra en Afrique.

Nombre de foyers d'épidémies rapportés (%) Nombre de cas suspects (%) de 2010-

Pays de 2010-2016 2019
Algérie 0(0,00) 173 (0,01)
Afrique du sud 34(2,69) 608 (0,05)
Angola 41(3,24) 91114 (7,90)
Benin 48(3,79) 4545 (3,39)
Burkina Faso 14(1,11) 169 (0,01)
Burundi 55(4,34) 5474 (0,47)
Cameroun 48(3,79) 40 033 (3,47)
RCA 21(1,66) 403 (0,03)
Congo 28(2,21) 3627 (0,31)
Cote d’ivoire 41(3,24) 2191 (0,19)
Djibouti 14(1,11) 2174 (0,19)
Ethiopie 7(0,59) 4297 (0,37)
Ghana 41(3,24) 50 444 (4,38)
Guinée 41(3,24) 7 673 (0,66)
Guinée Bissau 28(2,21) 4048 (0,35)
Kenya 34(2,69) 37 669 (3,27)
Liberia 41(3,24) 3204 (0,28)
Malawi 34(2,69) 5126 (0,44)
Mali 28(2,21) 2462 (0,21)
Mauritanie 14(1,11) 46 (0,00)
Mozambique 48(3,79) 35139 (3,05)
Namibie 21(1,66) 488 (0,04)
Niger 48(3,79) 13698 (1,19)
Nigeria 165(13,03) 177 122 (15,37)
RDC 41(3,24) 282 929 (24,55)
Rwanda 14(1,11) 364 (0,03)
Sénégal 28(2,21) 580 (0,05)
Sierra Leone 21(1,66) 23501 (2,04)
Somalie 48(3,79) 221 836 (19,25)
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Soudan 21(1,66) 28968 (2,51)
Tanzanie 41(3,24) 38 562 (3,35)
Tchad 14(1,11) 25021 (2,17)
Togo 48(3,79) 617 (0,05)
Uganda 41(3,24) 16 751 (1,45)
Zambie 21(1,66) 13645 (1,18)
Zimbabwe 34(2,69) 12 066 (1,04)
Total 1 266(100,00) 1156 767 (100,00)
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Figure 12. Evolution de la situation épidémiologique du choléra de 1970 a 2019 dans les pays
de la vallée du Rift Africain (données cumulées du Mozambique, du Malawi, de la République
Démocratique du Congo (RDC), de la Tanzanie, du Burundi, du Rwanda, de I'Ouganda, de
I'Ethiopie, du Kenya, du Zimbabwe, de la Zambie, de Djibouti et de I'Erythrée).

4. Débats d’idées sur I’'endémicité du choléra dans un espace géographique

Malgré la possibilité de retrouver Vibrio cholerae presque dans toutes les parties du monde,

cette maladie est demeurée endémique dans certaines régions du monde principalement

dans les zones tropicales et subtropicales (Parola & Raoult, 2004). La nature de ce
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phénoméne n’est pas complétement élucidée, mais dépend principalement de facteurs

environnementaux et socio-économiques (Parola & Raoult, 2004).

Deux explications sont le plus souvent évoquées pour expliquer I'endémicité: I'endémicité
anthropo-sociale a travers les contacts interhumains, et I’'endémicité environnementale ou
éco-biologique pour laquelle une niche environnementale pour Vibrio cholerae est identifiée

(Janny, 2004; Tabarly, 2012).

La persistance du choléra selon I'approche socio-anthropologique met en jeu les contacts
interhumains, la contamination itérative des ressources en eau, le déplacement des
populations, les conditions d’hygiéne et les pratiques des populations (Janny, 2004; Tabarly,
2012). Cette hypothése suggere que ces mécanismes constitueraient le socle de la persistance
du choléra dans un espace géographique. La bactérie est présente dans les selles et les
vomissures des malades des personnes décédées, des porteurs asymptomatiques et des
convalescents (Dunoyer, 2013). Mais compte tenu du court séjour du bacille cholérique dans
le corps humain apres son introduction (Dunoyer, 2013), et de la durée d'excrétion du vibrion
qui ne dépasse pas 1 semaine dans 70% des cas (90% des porteurs n'excrétent plus de vibrions
aprés 2 semaines, Amara, 2018), il est légitime de s’interroger sur le réalisme d’une
endémicité ne considérant pas une composante environnementale. Ainsi, les études
scientifiques réalisées au Bengale ont montré que I’hypothése anthropique seule ne pouvait
pas expliquer la transmission et la persistance du germe pendant les périodes inter-

épidémiques (Islam et al., 2019).

L'approche environnementale a fait I'objet de plusieurs travaux scientifiques sur la relation
choléra-environnement. Les études dans les zones estuariennes et cotieres d’Asie et
d’Amérique du Sud ont démontré que la persistance de la maladie était entretenue par les
caractéristiques des écosystemes aquatiques (Alam et al., 2006; Torres Codeco, 2001). Ces
recherches ont montré que I'environnement aquatique était I’habitat naturel du bacille de
cholerae (Islam et al., 2020), et que son occurrence dans I'eau dépendait de la physico-chimie
des masses d’eau. |l est plus fréquent d’isoler la bactérie durant la période chaude, et cette
fréquence d’isolement est également reliée a la salinité de I’eau (Takemura et al., 2014). Les

chercheurs ont démontré également que les vibrions cultivables adherent au plancton pour

Doudow BATUMBO 45

« Analyse écologique des points chauds de choléra en Afrique »



résister aux changements saisonniers de température, salinité, pH, concentration en éléments

nutritifs (Constantin de Magny & Colwell, 2009).

Ces travaux ont permis d’apporter les évidences que V. cholerae se développe et se multiplie
dans I'environnement aquatique, et que les épidémies pourraient étre "déclenchées" par les
changements saisonniers de |'environnement. Ce constat a été renforcé par des études en
laboratoire qui ont démontré la survie a long terme de V. cholerae dans des microcosmes

artificiels, en particulier en association avec des microphytes aquatiques (Islam et al., 2019).

Jusgqu’aux années 1960, plusieurs chercheurs pensaient que V. cholerae ne pouvait pas
survivre en dehors de l'intestin (Falsenfeld, 1966). La bactérie est aujourd’hui connue pour
étre d’origine aquatique et pour vivre en milieu aquatique saumatre, mais également en eau
douce.

L'hypothése environnementale sur la persistance du choléra a été abordée de différentes
maniéres. Par exemple, une étude a tenté de relier température, pluviosité, abondance
planctonique, et prévalence du Vibrio, et a pu démontrer une corrélation des cas de choléra
avec la pluviosité dans le secteur du lac Kivu en RDC, sans cependant exclure I'influence des
mouvements de populations (Finger et al, 2014). Cependant, le pouvoir explicatif de ces
modeles reste modeste. Par ailleurs, les études portant sur la dynamique temporelle sur 10
ans des cas de choléra le long du rift (Bompangue et al, 2008 ; Bompangue et al,2009)

démontrent la plus forte prévalence des cas de choléra au bord des lacs Kivu et Tanganyika.

Si I'on fait le résumé de ces informations, on peut donc arriver aux éléments de connaissance
suivants : Vibrio cholerae est abondant dans les zones alcalines et halines en Asie du Sud-Est.
Dans la Vallée du Rift Africain, les épidémies de choléra démarrent le long des lacs (Kivu,
Tanganyika, Moero, Albert...) et se répercutent a l'intérieur des terres parfois a plusieurs
centaines de kilometres des lacs (Bompangue, 2008). Il est donc pertinent d’évoquer une
signature environnementale qui serait a la base de cette endémicité du choléra le long des

berges de la vallée du Rift Africain.
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5. Les Verrous scientifiques, questions de recherche, hypothéses et objectifs de I’étude

Les travaux sur le choléra et les autres maladies liées aux milieux aquatiques en Afrique se
sont principalement focalisés sur les recherches purement médicales. Plus précisément, la
majeure partie des recherches épidémiologiques sur le choléra se limitent en grande partie
sur : (i) I'incidence et distribution de la maladie (Gaffga et al., 2007; Mintz & Tauxe, 2013), et
(ii) l'identification et la diversité des souches de Vibrio cholerae (Weill et al., 2017) et (iii) la
résistance aux antimicrobiens (Dalsgaard et al., 2001; Kacou-N’douba et al., 2012; Valia et al.,
2013). En revanche, il existe peu d'informations sur I'écologie du choléra en Afrique, en
particulier sur les facteurs environnementaux et les réservoirs. Dans la plupart des études sur
le choléra, la référence a I'environnement est souvent limitée a |'affirmation générale selon
laquelle "le choléra est causé par la consommation d'eau contaminée et la nourriture" (WHO,
Emergencies Preparedness, Response : Cholera — Zimbabwe, 2018). Des études de suivi
limitées sont menées apres l|'apparition de I'épidémie afin d'établir la source de
contamination. En outre, les réservoirs dans les points chauds du V. cholerae, en particulier
pendant les périodes inter épidémiques, contiennent encore beaucoup de zones d’ombre.
Aussi, I’état des connaissances reste limité sur I’exactitude de la survivance environnementale
de Vibrio cholerae en Afrique, a fortiori sur les mécanismes sous-jacents de persistance au
niveau de ces éventuels réservoirs environnementaux tels les lacs continentaux (plus
particulierement ceux du Rift), situés loin des infiltrations des eaux salées marines. Pourtant,
ces informations sont essentielles pour la mise au point de méthodes efficaces pour la

prévention et le controle du choléra.

Par conséquent, le présent travail de recherche postule que l'identification des eventuels
réservoirs environnementaux est essentielle pour la mise en place des stratégies adaptées
pour I'élimination du choléra en Afrique. De surcroit, cette thése se propose également de
chercher les causes environnementales de la persistance du choléra dans la vallée du Rift
Africain, plus particulierement dans les aires géographiques logeant les berges des lacs du Rift

en RDC.
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Cette recherche vise a répondre aux questions scientifiques suivantes :

1. Quelles sont les clusters spatiaux de risque de choléra a I’échelle du continent
africain ?
2. Y a-t-il des facteurs écologiques impliqués dans I’endémisme du choléra dans la
vallée du Rift Africain ?
3. Quels sont les facteurs impliqués dans la persistance du choléra dans les zones
lacustres de la vallée du Rift Africain ?
4. Quels sont les pratiques impliquées dans la contamination des populations dans
I’espace du Rift ouest Africain ?
Ce travail s’inscrit dans une démarche interdisciplinaire (écologie, épidémiologie, statistiques,
microbiologie et géologie), et implique plusieurs institutions: le Ministere de la Santé
Publique (Direction Générale de la Lutte contre la Maladie, I'Institut de Recherche Biomédicale
de la RDC), I'Observatoire Volcanologique de Goma (OVG) ; des laboratoires de recherche
universitaires : I"URF-ECMI de [I’Université de Kinshasa, le laboratoire CNRS Chrono-
Environnement de I'Université de Franche-Comté, le laboratoire CNRS Magmas et Volcans

(LMV) de I'Université Clermont Auvergne.

6. Hypothéses de la thése

Le présent travail repose sur le constat suivant :

il existerait des espaces potentiellement a risque de choléra en Afrique, parmi lesquelles les
berges de la vallée du Rift Africain. La persistance du choléra en Afrique en général et dans la
vallée du Rift en particulier serait liée a la présence de réservoirs aquatiques adéquats pour
Vibrio cholerae (présentant les caractéristiques physico-chimiques et biologiques propices a
sa survie et sa multiplication) et a des pratiques anthropiques favorisant la contamination et

la diffusion du bacille).

Dans le secteur du rift, la thése a visé a tester I’hypothése selon laquelle le lac Kivu, situé a

proximité du plus gros point chaud du rift, présentait des caractéristiques physico-chimiques
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adaptées aux exigences du vibrio, et quels en étaient les déterminismes, en faisant

I’hypothése d’un déterminisme volcano tecctonique.

7. Les Objectifs de la Recherche

Sur le plan scientifique, ce travail poursuit les objectifs spécifiques suivants :

e Etablir une cartographie des espaces a risque de choléra au niveau des pays d’Afrique
en général et du Rift en particulier en fonction des facteurs hydrogéologiques a risque
identifiés ;

e Etablir un lien entre I'occurrence des cas de choléra avec la physico-chimie du lac et
I’activité volcanique dans le secteur du Rift de I'Est de la RDC;

e |dentifier les principaux facteurs favorisant la contamination du choléra a I'échelle
individuelle et comprendre les interactions possibles entre ces derniers en vue de

fournir les informations utiles pour le réajustement de la lutte contre cette maladie.
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CHAPITRE 2

MATERIELS ET METHODES
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Chapitre 2. Matériels et Méthodes

2.1 Sites d’étude
2.1.1. Le continent africain

L'Afrique est un continent vaste et massif. Sa superficie est de 30 368 609 km? avec sa forme
triangulaire, c'est le troisieme plus grand continent apres I'Asie et I'Amérique. L'Afrique est
limitée au Nord par la méditerranée au Nord-est par la Mer Rouge, a I'Ouest par l'océan
Atlantique. L'Afrique est divisée en deux hémisphéres par I'équateur. En 2019, la population
de I'Afrique était estimée a 1 293 574 394 habitants et une densité de population de 42,51
habitants/km?. L'altitude moyenne est d'environ 600 meétres, a peu preés égale a celle de
I'Amérique du Nord et du Sud, mais beaucoup plus faible que celle de I'Asie (900 métres). Les
régions d’altitudes trés élevée ou trés basse sont rares. Le paysage le plus fréquemment
rencontré est celui de plateaux de moyenne altitude, parsemés de pics ou de chaines de
montagnes isolées. Les plateaux les plus élevés se trouvent a l'est et au sud, l'altitude
diminuant progressivement vers |'ouest et le nord. L'une des caractéristiques géographiques
les plus frappantes de I'Afrique est qu'environ un tiers de sa surface est totalement dépourvu
de surface en eau, soit prés de 10 millions de km?. Le continent africain comprend 61 entités
politiques, dont 54 Etats souverains depuis 2011 qui présentent des profils et performances
économiques tres différents. Ces pays africains sont subdivisés en cing grandes régions :
I’Afrique du Nord, I’Afrique centrale, I’Afrique de I'Ouest, I’Afrique du Sud et I’Afrique de I'Est.
Dans la partie orientale de la région, on trouve un regroupement de treize Etats qui forment
la sous-région de la vallée du Rift africain.

https://www.populationdata.net/continents/afrique/;http://creaafrica.org/mediaresources/files/Do

cumentos/Africa_Atlas_French_Chapter; PNUE, Afrique, Atlas d'un environnement en mutation,

Nairobi, 2008 ; Atlas de I'Afrique, Paris, Editions du Jaguar, 2009, 255 p. (ISBN 978-2-86950-426-4).
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2.1.2. La vallée du rift et le lac Kivu
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Figure 13. Carte topographique du continent Africain avec les pays du Rift en vert sombre, et
les tracés de branches est et ouest du Rift en vert clair (Source : Gamesby, 2009).

La Vallée du Rift Africain s’étend de I'Ethiopie (dépression d’Afar) au Mozambique (golfe du
Mozambique). Le Rift est-Africain est subdivisé en deux branches : la branche occidentale
(branche ouest ou Great Rift Valley) et la branche orientale (branche est ou Gregory Rift
Valley) (Figure 13). La branche est du Rift présente une activité volcanique bien plus
importante que la branche ouest. Cependant les deux volcans les plus actifs d'Afrique
(Nyamuragira et Nyiragongo) qui font parties de notre étude se trouvent dans le rift ouest,

dans les montagnes des Virunga (Figure 14) (Maschinen et al., 2009; Saemundsson, 2008).
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Figure 14. Les volcans du Rift Africain actifs il y a moins de 10 Ma (Source : Maschinen et al.
2009).

Le Nyiragongo (figure 14 et 15) abrite un lac de lave situé au fond de son cratére sommital. Au
contraire de son voisin le Nyamuragira, caractérisé par son profil avec des flancs en pente
douce typiques des volcans boucliers, le Nyiragongo présente des flancs en pente raide
typigques d’un volcan composite. Plusieurs cones sont enfouis sous les coulées de lave qui
s’étendent sur les flancs, dont les plus récentes se prolongent vers le sud depuis une fissure
sur le flanc est, jusqu’a environ 4 km de la ville de Goma. Un lac de lave qui se trouvait au fond
du cratere du Nyiragongo, décrit pour la premiére fois en 1894, s’est vidé en janvier 1977
guand des fissures radiales se sont soudainement ouvertes, ce qui a entrainé la mort de 70
personnes. Ce lac est a nouveau vidangé en juin 1982, mais s’est arrété au début de 1983. Une

autre vidange du lac de lave a été réalisé lors de I'éruption de juin 1994. Le 17 janvier 2002,
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on a assisté au début d’une éruption et la lave s’est écoulée sur les flancs est et sud du volcan

en direction de la ville de Goma (Maschinen et al., 2009).

Figure 15. Photo de I'éruption volcanique du Nyiragongo le 17 janvier 2002. On voit les coulées
de lave dans la ville de Goma.

La chaine des grands lacs de la branche ouest du Rift regroupe les lacs Albert, Edouard, Kivu,
Tanganyika, Rukwa et Malawi, le lac Tanganyika tenant en volume la deuxieme place apreés le

lac Baikal en Sibérie (Maschinen et al., 2009; Odada, 2002).

Le lac Kivu est le lac le plus proche du volcan Nyiragongo. Il a une surface totale de 2 370 km?

et un volume de 560 km3. Il se déverse dans le lac Tanganyika via la riviéere Ruzizi avec un débit
de 3,2 km3 par an. L’eau du lac est constituée a 55% de précipitations, 25% d’apports de
surface, et 20% d’eau souterraine (Muvundja et al., 2014). Les pertes proviennent de 58%
d’évaporation et de 42% de sortie vers la riviere Ruzizi. La hauteur de I'eau du lac varie assez

significativement d’une année sur I'autre (Figure 16) (Muvundja et al., 2014).
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Figure 16.Variation de hauteur d’eau du lac Kivu et précipitations depuis 1940 (Source :
Muvundja et al. 2014).

Le lac Kivu se compose d'un monimolimnion anoxique en permanence stratifié qui atteint 486
m de profondeur, et un mixolimnion stratifié saisonniérement dans les 65 metres de surface.
Cette stratification s’observe également dans le bassin Kabuno, avec des conductivités méme
plus fortes dans les régions les plus profondes du bassin principal. Les eaux profondes du lac
Kivu renferment un grand réservoir de gaz (CHa, CO2), a des profondeurs supérieures a 50-80m
(hypolimnion). A I'exception du bassin de Bukavu, moins profond, toutes les parties du lac
sont fortement stratifiées chimiquement et thermiquement, et cette stratification est
fortement liée a sa forte concentration en CO; et CH4 (Ross et al., 2015).

Les interactions entre les eaux et la roche, impliquant a la fois les eaux souterraines et les
fluides hydrothermaux jouent un réle important dans la chimie du lac (Tassi et al., 2009). Plus
généralement I'activité volcanique joue un role important sur la physico-chimie des masses
d’eaux du lac Kivu (Pflumio et al., 1994; Smets et al., 2010; Wauthier et al., 2012). La rive nord
du lac bordée des coulées de laves relativement récentes émises par le volcan Nyamuragira

(Pflumio et al., 1994).

Les rares études portant sur la qualité des eaux du lac Kivu se sont en général focalisées sur la
problématique des stocks de gaz carbonique et de méthane, et n’ont pas réellement abordé
la question de la qualité des eaux de surface du lac et de sa variabilité saisonniere, malgré

I'importance de cette qualité pour I'alimentation des populations humaines vivant le long de
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ces rives. L’étude de Tassi et al. (2009) souligne le fort contraste qualitatif entre les différents

bassins du lac Kivu, et la forte alcalinité et salinité des eaux de surface.

Les relations du lac Kivu et les nappes sont trés complexes et ont été trés peu étudiées.
L’activité volcanique joue un réle important sur le fonctionnement du lac Kivu ( Pflumio et al.,
1994; Smets et al., 2010; Wauthier et al., 2012). De grandes fractures sont alignées du nord
du lac Kivu vers le sommet du cratére du Nyiragongo, et des dissymétries linéaires sont
également observées dans les cartes bathymétriques. L’hétérogénéité hydrogéologique du
bassin versant nord du Kivu rend l'approche classique par piézomeétres inopérante. Les
interactions entre les eaux et la roche, impliquant a la fois les eaux souterraines et les fluides
hydrothermaux jouent probablement un réle important dans la chimie du lac (Tassi et al.,

2009).

Ross et al. (2015) décrivent plusieurs sources d’alimentation différentes coexistant sur le nord
du lac. Les sources chaudes probablement d’origine hydrothermale, riches en cations et
anions, et avec une alcalinité élevée sont présentes au nord-ouest du lac. En conséquence, le
lac se caractérise par deux couches d’eaurégies par les apports phréatiques: une
alimentation de surface, a débit élevé et entrainant un fort turn over des eaux, et une couche
profonde, de temps de résidence plus élevé. En surface, les eaux ont une alcalinité élevée
(potentiel d’hydrogéne supérieur a 8) et une conductivité > 1200 uS.cm™. La salinité est
également élevée, de 1,1%o en surface, jusqu’a 6 %o en profondeur (respectivement 35 %o et
4600 pS.cm™ pour I’eau de mer (atlantique nord) (Ross et al., 2015).

La Figure 17 illustre le fonctionnement hydrogéologique du lac Kivu. La nappe profonde,
chaude est indiquée en rouge, la nappe superficielle en bleu. Les sources repérées par les
auteurs sont symbolisées par des points de couleur (Ross et al., 2015). Un autre modele
explicatif du fonctionnement hydrogéologique a été proposé par Tietze en 2005, son modele
représente les échanges des masses d’eaux salines partant du lac Kivu jusqu’au lac Tanganyika

en passant par la riviere Ruzizi (Figure 18; Kling, 2006).

Doudow BATUMBO 56

« Analyse écologique des points chauds de choléra en Afrique »



(jse w») uoneas|a

—_— -
- -
— -
—_—

elevation (km asl)

30

Figure 17. Modele conceptuel de l'interaction des apports d'eaux souterraines subaquatiques
(SEES) avec le systéeme volcanique/géothermal présent sous le lac Kivu et au nord du lac vers
Nyiragongo. Les SEES chauds C, D, E, G et H sont alignés dans une direction N-W vers la baie
de Kabuno. Les SEES froids A et B, et la source chaude F sont situés juste a I'ouest du cone
phréatomagmatique du Mont Goma. Les fleches bleues et rouges représentent les voies
d'écoulement convectif des eaux souterraines dans le systeme fracturé. Les fleches bleues
indiquent les eaux souterraines peu profondes et les fleches rouges les eaux souterraines plus
profondes, qui interagissent avec le systéme géothermal (Source : Ross et al, 2015).

Lac Kivu

Figure 18. Coupe transversale du lac Kivu et Tanganyika, le mode d'afflux et d'infiltration de
I'eau douce et saline. Les fleches bleues et noires représentent I'apport en sels et le
réchauffement du lac Kivu qui sont associés a l'activité volcanique du Nyiragongo pour
constituer par la suite des eaux saumatres. L'eau salée mélangée a I'’eau douce atteignent le
lac Kivu en grandes quantités puis une partie se décharge dans la riviere Ruzizi (Source : Kling,

2006).
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Ces mémes auteurs soulignent la présence de mouvements verticaux ascendants dans le lac,
mouvements ayant été décrits comme vecteurs de risque d’éruption de gaz. Ces mouvements
verticaux s’accompagnent d’une migration vers le bas des thermoclines, liés probablement a
une augmentation du débit des sources. La surface du lac se réchauffe au taux de 0,12 ° C par
décennie, ce qui correspond au taux de réchauffement d'autres lacs d'Afrique orientale.
Cependant, les températures augmentent dans toute la colonne d'eau, et, bien que le
réchauffement soit plus fort prés de la surface, il ne peut étre simplement attribué a la
propagation de la chaleur atmosphérique, ce qui milite également pour une augmentation des
débits des sources chaudes. Les températures augmentent particulierement de février a avril,
atteignant des valeurs de 26°C (Katsev et al., 2014). La tendance au réchauffement est peu
susceptible d'affecter fortement la stabilité physique du lac, qui dépend principalement du
gradient de salinité. En revanche, plus les épisodes venteux sont importants, plus ils
augmentent l'efficacité du mélange hivernal (en janvier), en le rapprochant du point
d’inversion des températures (65 m de profondeur, et profondeur en diminution). Ces

éléments participent donc au réchauffement des eaux de surface du lac (Aaberg et al, 2013).

2.2. Collecte et organisation des données

2.2.1 Données épidémiologiques

2.2.1.1 Afrique (1970-2019)

En Afrique, la répartition des cas par pays est trés hétérogene. Chaque année, seuls quelques
trois a quatre pays concentrent plus de 60% du total de cas notifiés sur le continent. Les
données épidémiologiques du choléra a I'’échelle du continent Africain ont été collectées a
travers les rapports publiés chaque année par 'OMS (http://www.who.int/wer/archives/fr) et
organisées en tableau Excel ®. Ces données comprennent le nombre de cas et décés annuels

rapportés pour chaque pays d’Afrique, et permettent de calculer I'incidence, et la |étalité par

pays.
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2.2.1.2 RDC (2000-2019)

Bien que le Rift Africain soit la zone la plus a risque de choléra en Afrique, la République
démocratique du Congo (RDC) concentre la majorité des cas de cette maladie. Durant ces sept
derniéres années (2013-2019), la RDC figure dans le top cing des pays qui notifient le plus des
cas de choléra au monde (PMEC RDC, 2018). Selon I'OMS, depuis I'introduction de Vibrio
cholerae en 1974, la RDC subit des épidémies récurrentes chaque année. De 2010 a 2019, la
RDC a enregistré a elle seule 25 % du total de cas déclarés par tout le continent africain. En
plus des récurrences des épidémies, I'Est de la RDC, qui borde la branche ouest du Rift Africain
est un espace géographique endémique du choléra a partir duquel les épidémies redémarrent
avec, par moments, la diffusion dans le reste des régions de la RDC (Muyembe et al., 2013).
La RDC est subdivisée en 516 zones de santé (ZS) avec 393 Hopitaux Généraux de Référence
et 8 504 aires de santé (AS) planifiées dont 8 266 disposent d’un Centre de Santé. Une ZS est
un espace géographiquement limité et couvrant une population théorique de 100 000 a 150
000 habitants avec un hopital général de référence (HGR) offrant un paquet complémentaire
d’activités (PCA). Elle est subdivisée en aires de santé (AS) qui, a travers un centre de santé
(CS), couvrent environ 5 000 a 10 000 habitants, pour I'offre du paquet minimum d’activité
(PMA). Ce niveau a pour mission la mise en ceuvre de la stratégie des soins de santé primaires.
En RDC, sept zones de santé sont dites sanctuaires du choléra, ces espaces géographiques
constituent les sources itératives et les points de redémarrage des épidémies de choléra

(Muyembe et al., 2013).

(1) Provenance des données
La lutte contre les maladies est coordonnée au sein du ministére de la Santé par la direction
générale de Lutte contre la Maladie (DGLM) qui a en son sein la direction de la surveillance
épidémiologique (DSE). La DGLM est chargée de I'organisation de la surveillance et de la lutte
contre les maladies a potentiels épidémiques (MPE) en RDC (Politique Sanitaire RDC, 2001).
Les formulaires hebdomadaires de surveillance des MPE en RDC comprennent 14

maladies dont le choléra.
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Plusieurs types de données sont générés par ce systeme en fonction de [I'échelle

de surveillance épidémiologique :

e La communauté : utilise de définitions simplifiées de cas suspects de choléra, elle alerte
la structure de santé la plus proche (Centre de Santé-CS ou bureau central de la ZS-BCZS).

e Les établissements des soins (CS et Hopital Général de Référence-HGR) : utilise les
définitions de cas suspects de choléra définies par ’OMS. En période non épidémique, il s’agit
de « Toute personne agée de 5 ans ou plus, se présentant avec déshydratation grave ou déces
par suite d’une diarrhée aqueuse aigué et des vomissements ». En période épidémique, on
suspectera « Tout individu agé de 2 ans ou plus présentant une diarrhée aqueuse aigué, avec
ou sans vomissement » (OMS, 2011). Les cas et déces sont rapportés au Bureau Central de la
zone de santé (BCZS) qui les cumule chaque semaine.

e Le bureau central de la zone de santé (BCZS) : il compile et transmet a la province de
facon hebdomadaire les données agrégées (cas et déces) provenant des structures de soins.

e La Division Provinciale de la Santé (DPS) : elle agrége a son tour les données de chaque
zone de santé et les transmet a la DLM.

e La Direction Générale de la Lutte contre la Maladie (DGLM) : au sein de la DGLM, on y

trouve des données hebdomadaires de cas et décés de méningites de chacune des zones de
santé du pays.
Le cas suspect, diagnostiqué sur la base de la définition clinique de I'OMS est confirmé
lorsqu’on isole en culture Vibrio cholerae O1 ou 0139 dans les selles du patient. En RDC, le
laboratoire de référence ou se trouve réalisées toutes les confirmations biologiques est
I'Institut National de recherche biomédical (INRB) (MSP- RDC, 2011).

Au total, les données de choléra en RDC proviennent de trois types de sources :

e La surveillance passive : celle-ci est faite par une collecte hebdomadaire des données
suivant les différents niveaux de la pyramide sanitaire. Pour ce type de sources, la détection
de cas suspects de choléra est basée sur la définition clinique de I'OMS.

e La surveillance active : celle-ci est faite a travers les sites sentinelles installés au niveau

des provinces des sites sanctuaires du choléra (Nord Kivu, Sud Kivu...).
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e Les investigations d’épidémies de choléra sont réalisées par différentes équipes
intervenant dans la riposte aux épidémies en RDC (MSP sous la coordination de la DGLM, OMS,
MSF, Epicentre, etc.).

Les cas suspects et les déces de choléra pour chaque zone de santé, rapportés chaque semaine
pour la période 2000 a 2018, ont été obtenus a partir des bases de la DGLM, organisées et

mises en concordance avec les fichiers cartographiques.

(2) Organisation des données :
Toutes ces données ont été saisies sur des tableaux Excel ®, comportant les rubriques
suivantes : 1a ZS, I'année, le mois, la semaine épidémiologique, le nombre de cas et déceés. Puis
une exploration de ces données a été effectuée pour rechercher et retirer toutes les données
aberrantes, compléter les semaines vides (« NA- Non Available » en cas de données
manquantes ou « 0- zéro » en cas de valeur nulle) et réaliser la concordance entre les fichiers
Excel ® de données de choléra et les fonds de cartes (shapefiles) utilisés pour la cartographie

thématique ainsi qu’avec les fichiers des variables environnementales.

2.2.2 Les Données de confirmation biologique
Les données sur la confirmation des cas de choléra sont obtenues a partir de la base de

I'Institut National de Recherche Biomédicale (INRB).

En ce qui concerne les données de contamination dans les poissons et dans I’eau du lac Kivu,
la confirmation biologique du Vibrio cholerae a été réalisée au laboratoire de I'Institut
Supérieur des techniques Médicales de Bukavu (Figure 19). Les résultats de ces analyses
biologiques pour la période de janvier 2016 a décembre 2017 ont été organisés sous Excel ®
et comportent les rubriques suivantes : années, sites, nombre d’échantillons, la date de
préléevement, nombre de Vibrio cholerae dans I'eau (CFU/100 ml) et dans les poissons (CFU/g),

nombre de bactéries par tissus prélevés du poisson (branchies et intestins).

Les souches de Vibrio cholerae ont été isolées a partir des échantillons d’eaux et des poissons
du lac. Elles ont été caractérisées du point de vue taxonomique par des tests et analyses

phénotypiques classiques (description du protocole dans Batumbo et al. 2020).

Doudow BATUMBO 61

« Analyse écologique des points chauds de choléra en Afrique »



Figure 19. Ensemencement des échantillons par le biologiste du laboratoire de I'Institut
Supérieur des Techniques Médicales de Bukavu, RDC (crédit photographique D. Batumbo).

2.2.3 Enquéte épidémiologique de terrain

Pour comprendre les sources de contamination des personnes par le choléra, une enquéte
épidémiologique cas-témoins a été effectuée a Bukavu entre ao(t 2017 et mars 2018.
L’'enquéte nous a permis de collecter les données individuelles des personnes malades du
choléra ainsi que celles de leurs témoins pour la méme période. Le protocole et le format des

informations collectées sont décrits dans I’article 2 (Batumbo et al, soumis).

2.2.4 Données environnementales

2.2.4.1 Physico-chimie des travaux d’eaux

2.2.4.1.1 A I’échelle du continent Africain

Les données relatives a la physico-chimie des masses d’eaux (lac, fleuve et grandes rivieres)
disponibles pour chaque pays d’Afrique pour la période ont été saisies sur une base Excel®

pour les analyses spatiales afin de déterminer les espaces potentiellement a risque de choléra.
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La base Excel® a été organisée en rubriques suivantes : pays, catégorie de la masse d’eau (lac,
fleuve, riviere), coordonnées géographiques, température moyenne, et salinité. Les sources
consultées pour documenter ces paramétres sont décrites dans I'article 3 (Batumbo et al.

Soumis).

2.2.4.1.2 A l'échelle des ZS

Nous avons échantillonné d’amont en aval par rapport au volcan Nyiragongo cinqg sites de
collecte des données : trois points (au niveau de Goma, Katana et Bukavu) dans le lac Kivu et
deux sites sur le lac Tanganyika (au niveau des villes d’Uvira et Kalemie). Les mesures étaient
effectuées avec les sondes paramétriques.

e Pour Goma, Uvira et Kalemie : une sonde multiparamétrique a été installée pour
mesurer la température de I'eau et la conductivité. Par ailleurs, un baton métrique a
été utilisé pour mesurer la profondeur de I'eau du site. Les mesures étaient réalisées
a un rythme hebdomadaire de janvier 2016 jusque décembre 2017.

e Pour Bukavu et Katana:

- Une sonde multi paramétres a été installée pour mesurer la température et la
conductivité de I’eau de surface ;
- Une sonde paramétrique pour la mesure de I'oxygene dissous dans I'eau ;
- Un Kit de salinité pour la mesure hebdomadaire de la salinité de I'eau.
Les mesures étaient réalisées a un rythme hebdomadaire de janvier 2016 jusque décembre
2017.

e Notons également que nous avons aussi utilisé dans cette étude, une autre série
chronologique de la physico-chimie du lac Kivu de la ZS de Katana de 2007-2012. Cette
série contenait la température de I'eau, la conductivité, I'oxygéne dissous et le pH.

Les données relatives a la physico-chimie des masses d’eaux ont été saisies dans une base
Excel®pour faciliter les analyses en les croisements avec d’autres variables environnementales

et épidémiologiques.
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2.2.4.2 Données météorologiques

La température de I'air et les précipitations, qui sont souvent considérées comme des facteurs
clés des épidémies de choléra, ont été compilées sur la période (2007-2012). Ces données
d'observation ont été obtenues grace a l'analyse rétrospective des temps modernes pour la
recherche et les applications (MERRA) de la National Aeronautics and Space Administration

(NASA).

2.2.4.3 Activité volcanique du volcan Nyiragongo (2007-2012 ; 2016-2017)

Le flux de SO», qui reflete directement l'intensité du dégazage magmatique dans le panache
associé au cratere du Nyiragongo, a été choisi comme un indicateur de l'intensité de I'activité

volcanique.

Les données couvrant la période d'étude (2007-2012 et 2016-2017) ont été collectées a la
station de Rusayo, située sur le flanc sud-ouest du volcan Nyiragongo et suivie par
I'Observatoire volcanologique de Goma (OVG). La concentration du SO, volcanique est
mesurée directement dans le panache par Spectroscopie d’Absorption Optique Différentielle
de diffusion de la lumiére sur une cible topographique (DOAS). Le scanner comporte un miroir
spécial pour capter le rayon lumineux permettant de collecter les données brutes et de les
transmettre au spectrométre au moyen de fibres optiques. Le principe de mesures repose sur
la fluorescence UV, les molécules de SO, entrent en fluorescence lorsqu'elles sont irradiées
par les UV (190-390 nm) (Galle et al, 2002). La moyenne des valeurs de SO, a été calculée pour
chaque semaine afin de faciliter les analyses statistiques avec d’autres variables

environnementales et les données épidémiologiques des cas de choléra.
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CHAPITRE 3

Dynamics and risk factors of the seventh cholera
pandemic in Africa

En preparation
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Chapitre 3. Dynamique et facteurs de risque de la septieme

pandémie de choléra en Afrique.

Résumé de l’article 1

Cette étude vise a décrire la dynamique du choléra en Afrique et a délimiter les zones
géographiques a risque, en utilisant la salinité de I'eau comme un déterminant écologique
majeur de I'adéquation de I'habitat dans les zones tropicales. Pour ce faire, des séries de cas
de choléra et de déces rapportés, ainsi que des données sur la salinité des eaux de surface ont

été collectées au niveau des pays africains (1970-2019).

Tout d'abord, nous avons analysé les cas de choléra enregistrés chaque semaine (1970-2019)
a I'échelle du continent entier. Des groupes spatiaux de cas de choléra ont été délimités a
I'aide d'une analyse de Kulldorff, et des analyses de séries chronologiques nous ont permis

d'étudier les distributions temporelles des cas.

Ensuite, en utilisant les connaissances sur la salinité des eaux de surface, nous avons construit
une carte des zones potentiellement a risque de choléra en utilisant le logiciel QGIS® 2.8.0. Un
modéle de régression multivarié a démontré que la présence de masses d'eau saumatre dans
chaque pays est le principal facteur expliquant I'incidence du choléra, et a mis en évidence des
facteurs aggravants, tels que les conflits armés et les guerres combinés au faible niveau socio-

économique du pays.

Les groupes spatiaux continentaux les plus importants ont été détectés en Afrique de I'Ouest
(chatne volcanique du Golfe de Guinée au lac Tchad) et en Afrique de I'Est (pays de la vallée
du Rift). L'endémicité du choléra dans cette région peut étre fortement liée a l'activité
volcano-tectonique, qui entraine la salinisation des eaux de surface. Cela les rend favorables
a la survie de Vibrio cholerae, la transmission étant renforcée par les conflits et les guerres qui
sévissent dans ces pays. La carte des zones africaines potentiellement sensibles aux épidémies
de choléra pourrait étre utilisée comme cible pour des interventions prioritaires dans le cadre
des objectifs de I'OMS visant a éliminer le choléra d'ici 2030 sur le continent.

|
Doudow BATUMBO 66

« Analyse écologique des points chauds de choléra en Afrique »



Article 1 : Dynamics and risk factors of the seventh cholera pandemic in Africa
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Abstract

This study aims at describing the dynamics
of cholera in Africa and to delineate
geographical areas at risk, using the water
salinity as a major ecological determinant
of habitat suitability in tropical areas. To do
this, series of reported cholera cases and
deaths, and data on surface water salinity
were collected on the level of African

countries (1970-2019).

First, we analyzed weekly-recorded cholera
cases (1970-2019) at the whole-continent
scale. Spatial clusters of cholera cases were
delineated using Kulldorff analysis, and
time-series analyses allowed us to

investigate temporal distributions of cases.
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Second, using knowledge about surface
water salinity, we built a map of areas
potentially at risk of cholera using QGIS®
2.8.0 software. A multivariate regression
model demonstrated that the presence of
brackish water bodies in each country is
the major factor explaining cholera
incidence, and outlined aggravating
factors, such as armed conflicts and wars
combined to the low socio-economic level

of the country.

The more important continental spatial
clusters were detected in West (volcanic
chain from the Gulf of Guinea to the lake
Tchad) and East Africa (East African Rift

countries). The
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endemicity of cholera in these regions may
be strongly related to the volcano-tectonic

activity, leading to the

salinization of surface waters. This makes
them favorable to the survival of Vibrio
cholerae, transmission being reinforced by
conflicts and wars prevailing in these
countries. The map of African areas

potentially  susceptible to cholera

1. Introduction

Cholera is an acute, watery diarrheal
disease caused by Vibrio cholerae
serogroups 01 or 0139, after ingestion of
contaminated water or food!3. Access to
safe drinking water and improved
sanitation facilities have eliminated the
transmission of Vibrio cholerae, the
causative agent, in high-income countries.
However, it continues to affect millions of
people in less developed countries where
improved water and sanitation facilities are

not widely available®.

Vibrio cholerae is both the causative agent
of cholera and a natural and indigenous
inhabitant of the aquatic environment®”.

This bacterium colonizes surface waters,
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outbreaks could be used as a target for
priority interventions in the context of the
WHO's goals to eliminate cholera by 2030
on the continent. Keywords: Cholera,
Africa, spatial clusters, environmental risk,

salinity, volcano tectonic.

often in association with phyto or
zooplankton®1, Its occurrence in the
aquatic environment is usually related to
rather high temperatures (22-30 °C) and
salinity (1-10 ppt) .

Cholera is one of the oldest infectious
diseases described. Seven times in history,
cholera has emerged from its presumed
aboriginal habitat near the Bay of Bengal
and spread around the world. Nowadays,
cholera is endemic in India since centuries
and is a major public health problem in

several parts of the world3.

In 1961, after an absence of more than 100
years, the seventh cholera pandemic began
in Indonesia and spread worldwide,

reaching Africa in 1970 and South America
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in 1991%2. Although each of the previous six
pandemics has receded, the current
(seventh) pandemic persist since more
than 50 years!?. Nowadays, cholera has
reached the level of endemicity in Africa®3.
The lack of infrastructures and the low
economic development led to a lack of safe
drinking water and poor sanitation* in
many parts of Africa. These causes were
until recently considered as responsible of
cholera  spread. However, cholera

endemicity is not recorded throughout the

continent.

Some studies outlined the strong spatial
variation in cholera distribution from one
country to another, and often also from
district to district '°. Cholera is truly
endemic (high number of cases each year)
in a few regions, as the Lake Chad region,
which includes the Sahelian region of
Niger, Nigeria, Cameroon, and Chad, and
the African Great Lakes region associated
to the East African Rift (EAR) system
comprising Kenya, Uganda, Rwanda,
Burundi, DRC, and Tanzania'®1’, These
regions are dotted with several lakes and
rivers. The proximity of lakes'® or river
flows through a town have been reported

as a risk factor for cholera®®. Cholera is
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frequently described as associated with
warm brackish waters as lagunes, but it
also thrives in coastal waters and may
tolerate rather fresh water from rivers,
canals, ponds, or lakes, if low saline levels
are compensated for by heat and organic
nutrients?®. In Africa, the major endemic
regions are frequently far from the
seacoasts and their a priori favorable
habitats?®. Along the East African Rift, in
the Kivu area a temporal variation of
cholera cases appears strongly controlled
by volcano-tectonic activity?l. Finally, the
disease may be exacerbated by
humanitarian crises, resulting in the
disruption of water and sanitation systems
and the displacement of populations in
poorly equipped and overcrowded

campsi#t7,

Very few studies have been conducted on
the impact of the environmental signature
in maintaining cholera endemicity in Africa.
This work has been carried out in this
context, with the following objectives: (1)
to determine as precisely as possible the
spatial and temporal distribution of cholera
cases in Africa, (2) to identify and
hierarchize the environmental and socio-

economic factors explaining the spatial and
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temporal distribution of cholera cases on
the continent scale, (3) to highlight the
impact of two volcano-tectonic zones (Rift

Zone and around Lake Chad) as areas of

2. Materials et Methods

2.1 Study area

Africa is divided into five geographical
regions (North, Central, East, West and
South) with a total of 1.34 billion people in
2020

(https://www.populationdata.net/contine

nts/afrique/) consulted on 12 December

2020. The African continent is subdivided
into five climate zones: Equatorial climate,
Wet tropical climate, Dry tropical climate,
Arid desert climate and Mediterranean

climate.

2.2 The Data

Several types of data were used for the
study: epidemiological data on cholera
cases, environmental and socio-economic
data for each country on the African

continent.

cholera persistence in Africa and
demonstrate the riparian effect in the

endemism of cholera in the EAR.

Epidemiological Data

Systematic searches in ProMED, PubMed
and Google were carried out using the
search terms "cholera" and "acute watery
diarrhea". We then used data on cholera
cases and deaths on the African continent
from the WHO annual reports for the
period 1970 to 2019

(http://www.who.int/wer/archives/fr)

consulted on 12 December 2020. For

annual cases, the source with the highest
number of reported cases was used as the
final count of cases. We used data on
cholera cases and deaths for each African

country from 1970 to 2019.
Socio-economic Data

e Data on population were collected
from the Atlas des populations et
pays du monde available online:

https://www.populationdata.net/c

ontinents/afrigue. Population data

by year since 1970 and by African

country were extracted from this

Doudow BATUMBO
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population database and organized
in an Excel dataset that was useful
for  calculating cholera case
incidences by year and country.

Human Development Index (HDI)
was extracted from the World bank

data:

http://donnees.banquemondiale.o

rg/indicateur and tabulated by

country and year since 1980 until
2019.

The data on conflicts and wars were
obtained from the Peace Research
Institute of Oslo (PRIO):

https://www.prio.org/Data/Armed

-Conflict/Armed-Conflict-Location-

and-Event-Data/. The conflict data

was extracted from the
disaggregated conflict and war
event databases of the Armed
Conflict Location & Event Data
(ACLED) project. The ACLED is a
disaggregated data collection,
analysis and crisis mapping project.
ACLED collects the dates, actors,
locations, deaths and types of all
reported political violence and
protest events in Africa, the Middle
America and the

East, Latin

Caribbean, East Asia, South Asia,

South East Asia, Central Asia and
the Caucasus, Europe and the
United States of America. The
number of events were tabulated

by year for each African country.

Environmental Data

Rainfall data for African countries
were obtained from the WorldClim
- Global Climate Data:

http://worldclim.org/bioclim. This

platform incorporates satellite
imagery that was overlaid on the
shapefile of the African continent
to extract categorical country
rainfall data using QGIS® 2.8.0
software. The daily rainfall data
has been tabulated into annual
averages from 1980 to 2019 to by
African country.

Data on surface water salinity were
obtained from several sites and
online documents:

https://www.nature.com/articles/s

41597-020-0562-z;

https://doi.pangaea.de/10.1594/P

ANGAEA.913939?format=html#tdo

wnload

https://biospherejournal.org/data

base/; https://www.researchgate.n

|
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et/publication/336799352 Assess

ment of PhysicoChemical Charact

eristics of Water at Selected Sta

tions of Lake Tanganyika Africa

with Special Emphasis on Piscicu

[ture Purposes;

http://www.fao.org/3/d0780b/D0

780B05.htm.

The average salinity values per
water body were organised in an
Excel table. For water bodies with
conductivity, these values were
converted into salinity. Each water

2.3 Data analysis

Identification of spatial clusters of cholera

cases over the whole sampling period:

Kulldorff's retrospective spatial analysis
based on a Poisson model???* was used to
identify spatial cholera clusters for Africa
over the period 1970-2019. The scanning
statistic is used to detect spatial clusters.
This method is based on the progressive
scanning of each study unit with a moving
window. The scanning window of SaTScan®

software v 9.6 (https://www.satsc an.org/)

was defined as an interval for time, as a
circle or ellipse (in space) or a cylinder with

a circular or elliptical base (in space-time).

body was represented by the mean
value, its geographical coordinates
(latitude, longitude, and altitude).
e The shapefile of African countries
has been downloaded from the free
public access site:

https://data.humdata.org/.

e Temperature data were not used
because all countries may have
temperatures favorable to vibrio,
except in some mountainous areas
where no cholera cases were
recorded.

The window was then moved in space
and/or time, the number of observed and
expected cholera cases inside the window
was recorded for each location. For each
window, a statistic is calculated, based on
the number of observed and expected
cases inside and outside the window and
by calculating the Likelihood Ratio Test 2>
26 The most likely or main cluster is the one
with the highest statistic (the highest
likelihood ratio value). The scanning
method allows to prioritize the clusters
according to the likelihood ratio values and

to identify secondary clusters?> 26,

To determine the statistical significance of

the primary and secondary clusters
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detected, the p-value was calculated using
a Monte Carlo simulation with 99 999
replications. To ensure that the identified
clusters corresponded to a significant
excess of cases inside the window and not
to an extremely low rate outside the
window, the spatial scan window was set
to include less than 50% of the population
at risk. The Gini coefficient was used to
account for the influence of the maximum
window size on the clusters to be
identified. This coefficient adjusted this
fixed value above the maximum size of
each cluster detected (e.g., 5%, 10%, 20%
and 50%) %’.

For the temporal analysis, using the R
software, we have constructed a graph
which presents for all African countries the
kinetics of the notification of cholera cases
from 1970 to 2019. This graph allowed us
to rank the countries according to their
rate of notification of cholera epidemics

per year for the study period.

Statistical analysis to identify the risk

factors:

To assess whether the spatial and temporal
distribution of cholera cases on the
continent is associated with environmental

and socio-economic factors, we used
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multivariate regression models. The
number of cholera cases per country over
the whole 1970-2019 period was then
modelled in relation to environmental
(population

variables density,

precipitations, and water salinity),
anthropological variables (number of years
of conflict and war and Human
Development Index) and the logarithm of
population size as an offset. To account for
the possible over-dispersion of cholera
incidence, models (negative binomial and
Poisson models, Type | and Type I
generalized linear models) were compared
using the Akaike information criterion?® 2°.
We also calculated for each variable of the
best model, the Odds Ration with its 95%

confidence interval (Cl). A P<0.05 value was

considered statistically significant.
Areas of cholera persistence in Africa:

The salinity of surface waters was
considered as an accurate parameter for
identifying areas potentially at risk of
cholera'l. Each value of surface water
salinity was plotted on the geographical
coordinates of the centroid of the water
body sampled (lakes, rivers). This map was

produced using QGIS® 2.8.0 software.
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2 .4 Ethical considerations

The study used anonymous, aggregated
secondary surveillance data collected by

3. Results:

Spatial and temporal distribution of

cholera cases from 1970-2019

In the period 1970 -2019, Africa reported a
total of 4 334 278 cases of cholera. WHO
reports a total of 3 869 134 cases of cholera
over the last three decades, representing
89 % of all cases recorded in the world
during the study period (Table 1). During
the third decade (1990-1999), the number

WHO, no ethics committee approval was

required.

of cholera cases sharply increased in
continental Africa, although with a lower

lethality rate (Table 1).

From 1990 onwards, the following
countries had a steady pattern of cholera
outbreaks: Eastern and Rift countries (DRC,
Kenya, Malawi, Tanzania, Zambia, Burundi,
Uganda and Mozambique), in West African
countries (Nigeria, Liberia and Ghana),

Somalia, Angola and Cameroun (Figure 1).

Table 1. Distribution of cholera cases and lethality rates by decade over the 1970-2019 period

Decades Cholera cases Lethality rate
[ (1970-1979) 166 849 11.0
I1(1980-1989) 298 295 7.5

11 (1990-1999) 1240277 53

IV (2000-2009) 1556434 24

V (2010-2019) 1072423 1.9
Total 4334278

Doudow BATUMBO

74

« Analyse écologique des points chauds de choléra en Afrique »



Cholera cases
-0
1-1000
« 1001-10000
@& 10001-20000
® > 20000

e Yt
::::.::.ﬂm;*gg:ﬂ':g :

I I I I I I
1970 1980 1990 2000 2010 2012

i
N N NN N NN

Figure 1. Temporal distribution of cholera cases by year and country in Africa, 1970-2019.
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Figure 2. Spatial analyses of relative cholera risk per decade (A, B, C, D and E represent
respectively the decades 1970-1979, 1980-1989, 1990-1999, 2000-2009, 2010-2019). Figure F

summarizes the relative cholera risk over the 1970-2019 period.
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SatScan results for the detection of cholera
risk clusters in Africa throughout the
seventh pandemic are presented according

to the five decades of the study.

For the first decade (1970-1979), a
significant primary spatial cluster was
detected in Ghana (RR = 8.27, p < 0.001).
The secondary spatial clusters brought
together thirteen West African countries
and seven countries, mostly in the EAR

(Figure 2A).

During the second decade (1980 -1989), a
primary cluster included Ghana, Equatorial
Guinea, Céte d'lvoire, Liberia, Niger, Sierra
Leone, Sao Tome and Principe, Angola,
Gabon and Somalia), (RR =6.89, p < 0.001).
Three secondary spatial clusters were
identified in the EAR area (DRC, Burundi,
Kenya, Mozambique, Malawi, and
Tanzania), in Western Africa (Senegal, Mali,
Gambia, Guinea-Bissau, and Mauritania)

and Southern Africa (South Africa and

Swaziland; Figure 2B).

During the third decade (1990-1999), a
primary spatial cluster grouped two
countries (Mozambique and Malawi, RR =

6.34, p < 0.001) in the EAR area. The

Doudow BATUMBO

secondary spatial clusters included various
countries from three regions of Africa:
Western Africa (Gambia, Benin, Ghana,
Guinea, Guinea-Bissau, Senegal, Sierra
Leone, Mauritania, Liberia, and Togo), the
EAR area (DRC, Kenya, Mozambique,
Uganda, Zimbabwe, Tanzania and Zambia)
and three Central Africa (Congo, Chad and
Angola, Figure 2C).

During the fourth decade (2000-2009), a
primary spatial cluster included all the
countries from south Africa: Mozambique,
Seychelles, South  Africa, Lesotho,
Botswana, Namibia, Swaziland, Zambia,
Zimbabwe, and Malawi, RR = 3.95, p <
0.001). Three large secondary spatial
clusters were also identified: in Western
Africa (Equatorial Guinea, Guinea-Bissau,
Senegal, Sao Tome and Principe,
Mauritania, and Liberia), the EAR area
(DRC, Kenya, Uganda, and Tanzania), and
finally Somalia, Sudan, and Comoros

(Figure 2D).

During the fifth decade (2010-2019), a
primary spatial cluster was detected in two
countries (DRC and Somalia) where 42 % of
reported cholera cases were concentrated

(RR=24.7, p <0.001). Three secondary
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clusters also occurred: The EAR area
(Uganda, Kenya, Mozambique and
Tanzania); Western Africa (Niger, Guinea-
Bissau, Sierra Leone and Ghana); and
Central Africa (Chad, Congo, Central

African Republic and Cameroon, Figure 2E).

The summary figure (Figure 5F) highlights a
large risk area in the EAR area, another
around Lake Chad and the coastal regions

(mostly of Western Africa and Somalia).
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Figure 3. Comparison of cholera attack rates of different African countries according to their

respective climate zones, Africa, 1970-2019.
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The two-by-two comparison of

climatic regions with the Student test
revealed a spectrum of cholera dynamics
that included a high incidence of cholera in

countries with predominantly equatorial

(Figure 3).

Environmental and socio-economic
factors explaining the distribution of

cholera cases in Africa since 1970.

A significant link occurred between the
occurrence of cholera epidemics and the
presence of brackish water bodies in the
countries (lakes and seashores) with high
salinity (Binomial model, OR: 2.18;
p=0.031) (Table 2). The areas potentially
at risk of cholera according to the salinity
of their surface waters are shown on

Figure 4.

and wet tropical climates (for example,
countries such as DRC and other EAR
countries) compared to dry tropical climate

zones

Unstable countries (because of several
years of armed conflict) had also a higher
risk of cholera epidemics (Binomial model,
OR: 2.01, Table 2). Countries with a good
Human Development Index (HDI) were less
affected by cholera epidemics (OR: 0.03).
The map of areas at risk of cholera
according to surface water salinity shows a
distinct and heterogeneous distribution
pattern. Apart from the coastal areas, the
EAR area and around Lake Chad are at

higher risk (Figure 5)
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Table 2. Factors independently associated with cholera epidemics analyzed with a
multivariate model, at the scale of African countries, 1970 -2019.

Variables Estimator Standard error t-value OR (IC) Pr(>/t/)

Number of years of war 0.701 0.311 2.249 2.01(1.10-3.67) 0.030
Human Development Index -3.347 1.530 -2.187 0.03 (0.002-0.70) 0.035
Precipitations (mm/year) 0.0003 0.0001 3.870 1.0003 (1.0001-1.0005) 0.004
Presence of brackish water 0.781 0.349 2.234 2.18 (1.11-4.33) 0.031
Density of population 0.0007 0.0032 0.226 1.001 (1.002-1.011) 0.823

OR: Odds Ratio  IC: OR Confidence interval (95% Cl)

The map of areas at risk of cholera shows a African Rift Valley and the region around
distinct and heterogeneous distribution Lake Chad are at higher risk (Figure 5).

pattern. Apart from the coastal areas, the

Surface water salinity

L 00-0.4
1 05-09
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B 1.5 and more

0 1000 2000 Km
—

Figure 4: Map of cholera vulnerable areas in Africa by surface water salinity.
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4, Discussion

Since its appearance in continental Africa,
the pathogen underwent a period of
adaptation to this new ecosystem during
the first two decades and then led to an
explosion of epidemics from the third
decade onwards (1990-1999). The period
from 1990 to 1999 was characterized by
the "disappearance" of cholera cases in
North Africa (Egypt, Libya, Morocco,
Tunisia and Algeria), and the beginning of
the entrenchment of cholera in certain sub-
Saharan countries. During this decade the
profile of cholera moved from recurrent
epidemics separated by periods of
interruption to more endemic cholera
profiles3®. We demonstrated that cholera
incidence was mainly correlated to climate
and water salinity. As a result, coastal
countries and those with saline water
bodies were the most likely to be hit by
cholera epidemics, highlighting the strong
environmental component of vibrio

endemicity?®.

Recent studies of cholera demonstrated
that for the Western and Eastern African
regions, the most frequently cited risk
factor was heavy rainfall and flooding®> 31.

In the present study, we demonstrated

Doudow BATUMBO

that the occurrence of epidemics was more
pronounced in countries with humid
tropical and equatorial climates. In fact,
these two climatic zones are characterized
by high average annual rainfall and high
average temperatures. Thus, although
heavy rainfall and flooding may be factors
that amplify cholera spread®3! it is also
possible that climate is only incidentally
associated with Vibrio presence, as the
most contaminated countries are those
with either an equatorial or wet tropical
climate associated to saline water bodies.
However, it can be assumed that in more
arid climates, the conditions for Vibrio
survival are affected by the partial drying
up of water bodies, which may lead to a
seasonal decrease in habitats favourable to

the bacillus32.

We also demonstrated that the political
instability of countries affected by Vibrio
undoubtedly favors epidemics. Indeed,
along the border between DR Congo,
Rwanda, and Uganda, the refugee’s camps
probably favored cholera spread. Similarly,
countries along the border of Lake Chad
have been shaken by civil wars that have
led to population migration and social

crises that favour the spread of cholera.
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This is the case of Niger (1991, 2017),
Nigeria (1991, 2009, 2011 and 2017) and

Cameroon (2011)33 34,

The results of this study outline that
continental cholera epidemics are
nowadays concentrated in sub-Saharan
Africa, as reported in several previous
studies!#1830, |ndeed, the EAR countries
(DR Congo, Kenya, Malawi, Tanzania,
Zambia, Burundi, Uganda and
Mozambique), coastal countries (Somalia,
Gambia, Senegal and Ghana), the Lake
Chad Basin countries (Niger, Chad and
Cameroon) have been identified for they
cholera persistence profile. These are
identified a cholera endemics country, as
suggested in previous studies'®3>3%, From
an ecological point of view, we can
therefore suspect, in these geographical
areas, that ecological niches consisting in
warm and saline water masses occur (lakes,
rivers). Indeed, several studies have shown
that living near lakes in the African Rift
Valley region was a major risk factor for
cholera3” 38, The African Rift Valley region,
the Lake Chad Basin are both under
volcano-tectonic influence (the Rift Valley

volcanic chains on the one hand and the

Cameroon volcanic line on the other) and
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the coastal areas. The volcanic activity
observed in these two regions through the
different active volcanoes (Nyiragongo,
Nyamuragira, L'Ol Doinyo Lengai, the active
volcanoes of the Cameroon volcanic line)
may control the physico-chemistry of the
lakes and rivers of these areas of the
African continent3?40.and41 More precisely,
geothermal activity may increase the
salinity and the temperature of lakes
(Chad, Kivu, Tanganyika...) 3% 40 21
providing ecological conditions that may
favor the survival of cholera bacilli. A
recent study on Lake Kivu showed strong
correlations between water salinity and
the occurrence of Vibrio cholerae in the
water?!, and previous studies outlined that
the frequency of isolation of the bacteria in
water is linked to the salinity of the
environment, with optimal values for

salinities between 1 and 10 %o 4243,

Conflicts and wars (in DRC, Somalia,
Angola, Burundi, Nigeria, Chad) 44 are an
aggravating  factor, facilitating the
dispersion of the bacillus among displaced,
weakened populations in inadequate

sanitary conditions.

North African countries (Tunisia, Egypt,

Algeria and Morocco), also have these
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ecological zones at risk of cholera (Figure
4). However, thanks to the improvement of
the living conditions of the population, and
especially access to drinking water and
sanitation, materialized by good Human
Development Indices (HDI), epidemics
have been rare in these countries over the

last two decades.

More generally, the countries with
sporadic notifications of cholera cases are
mostly those that have improved the living
conditions of their population (through
significant construction of hydro-sanitary
facilities) and have a low frequency of war

and armed conflict.
Conclusion

This study is a first attempt to understand
the global factors explaining the spread
and persistence of cholera in Africa on the
one hand, and the ecological factors
underlying the persistence of this disease
in the continent's hot spots on the other.
Indeed, until now, the dynamics of cholera
in Africa have been attributed either to
climate change or to genetic variability and
changes in time and space in the pathogen,
sanitation and human  behaviour?®,
However, the present study placed the

ecological reservoirs as a key factor for
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cholera persistence in certain African
countries and outlined the aggravating

factor of wars.

The identification in this work of the
geographical areas and countries most at
risk of cholera in Africa should serve as a
good basis for identifying more precisely
the water bodies acting potentially as
cholera reservoirs, and for guiding cholera

control strategies in Africa.

The results of such a multidisciplinary study
should enable African countries to meet
the targets set by the WHO in its roadmap
for the elimination of cholera as a public
health problem in Africa by 2030. This
remains possible with a view to the
implementation of coherent control
strategies based on consistent knowledge
and considering the complexity of
ecosystems at different scales of disease

expression.

Africa is a continent where most of the
population lives below the poverty line
with limited means for most countries. The
results of this study are equally important
for the readjustment of control approaches
allowing the installation of hydro-sanitary
structures as well as other control

measures priority in areas identified at risk.

83

« Analyse écologique des points chauds de choléra en Afrique »



Limits

The main limitation of this study is the
weakness of the cholera surveillance
system in Africa to provide disaggregated
data available on a weekly basis and at
scales finer than the national level. Such
data could be used to develop a more
appropriate regression model for all
African countries. Aggregated data by year
did not allow monthly analyses of
variability to be carried out for each African

country.
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CHAPITRE 4

L'activité volcanique controle les épidémies de choléra
dans le Rift Est-Africain
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Chapitre 4. L'activité volcanique controle les épidémies de choléra

Résumé de I’article 2

La région du Rift Est-africain est une zone endémique pour le choléra depuis la fin des années
1970. Nous nous sommes concentrés sur la zone sanitaire de Katana, en bordure du lac Kivu,
car lors des épidémies, c'est dans cette zone sanitaire (avec celle de Kalemie située le long du
lac Tanganyika) que I'on observe habituellement les premiers cas de choléra et que I'on atteint
généralement le plus grand nombre de cas. Le présent travail repose sur le constat d‘une
colonisation du choléra tout au long des berges du Rift Africain en général, celles de I'Est de la
RDC en particulier. Nous formulons I’hypothése selon laquelle I’'endémicité du choléra tout au
long des berges du Rift Africain pourrait étre liée au fonctionnement hydrogéologique des lacs
du rift, tributaire du volcanisme de la région. Cette situation pourrait se traduire par : (1) le
fait que I'activité volcanique de la région contréle les paramétres physico-chimiques clés de la
survie de Vibrio cholerae dans |’environnement lacustre; (2) Les parameétres physico-
chimiques du lac améliorent I'occurrence du Vibrio au niveau des masses d’eau lacustres ; (3)
Les masses d’eaux deviennent une source de contamination au choléra a travers les produits
de péche (poissons et autres) et I'eau de boisson. Le lac serait donc un réservoir de I'agent
pathogene, qui pourrait contaminer les habitants locaux par la consommation d'eau et de
poisson. Sur la période 2007-2012, nous avons démontré une relation unidirectionnelle a long
terme entre l'activité volcanique et les cas de choléra dans la zone sanitaire de Katana. La
contamination de I'eau et des poissons du lac a également été mise en corrélation avec les
caractéristiques physico-chimiques des eaux du lac. L'activité du volcan peut donc étre utilisée

pour prévoir les risques d'épidémies.

La compréhension de ces trois niveaux de déterminants permettra aux décideurs d’ajuster les
approches opérationnelles de lutte contre le choléra dans cet espace de risque du choléra en

Afrique.
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Article 2. Volcanic activity controls cholera outbreaks in the East African Rift.
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Abstract

We hypothesized that Cholera ( Vibrio cholerae) that appeared along Lake Kivu in the

African Rift in the seventies, might be controlled by volcano-tectonic activity, which, by
increasing surface water and groundwater salinity and temperature, may partly rule the
water characteristics of Lake Kivu and promote V. cholerae proliferation. Volcanic activity
(assessed weekly by the SO flux of Nyiragongo volcano plume aver the 2007-2012 period)
is highly positively comelated with the water conductivity, salinity and temperature of the
Kivu lake. Over the 2007-2012 period, these three parameters were highly positively corre-
lated with the temporal dynamics of cholera cases in the Katana health zone that border the
lake. Meteorological variables (air temperature and rainfall), and the other water characteris-
tics (namely pH and dissolved oxygen concentration in lake water) were unrelated to cholera
dynamics over the same period. Over the 2016-2018 period, we sampler weekly lake water
salinity and conductivity, and twice a month vibrio occurrence in lake water and fish. The
abundance of V. choleraein the lake was positively correlated with lake salinity, tempera-
ture, and the number of cholera cases in the population of the Katana health zone. V. cho-
lerae abundance in fishes was positively correlated with V. cholerae abundance in lake
water, suggesting that their consumption directly contaminate humans. The activity of the
volcano, by controlling the physico-chemical characteristics of Lake Kivu, is therefore a
major determinant of the presence of the bacillus in the lake. SO2 fluxes in the voleano
plume can be used as a tool to predict epidemic risks.
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The area of the African Great Lakes has been an endemic area for cholera since the late

ﬂ?:;ﬂ:iﬁ;:‘;;;:ﬁ:tm heve declared 1970s. We focused on the Katana health zone, bordering Lake Kivu, as during outbreaks,
this is, (together with the Kalemie health zone located along the west coast of the Tangan-
yika lake) the health zone in which the first cases of Cholera are usually observed, and the
highest number of cases are also usually reached in this area. The persisfence of this
aquatic bacillus, usually associated with warm and salty waters, led us to formulate the
hypothesis that the geothermal springs supplying Lake Kivu, mainly from the Nyiragongo
volcano, should control the physico-chemical characteristics of the lake and promote the
persistence of the bacillus. The lake would thus be a reservoir of the pathogen, which
could contaminate local residents through the consumption of water and fish. Over the
2007-2012 period, we demonstrated a long-term unidirectional relationship between vol-
canic activity and cholera cases in the Katana health Zone. Contamination of the lake’s
water and fish was also correlated to the lake characteristics. The activity of the volcano
can thus be used for predicting epidemic risks.

Introduction

Cholera is a severe infectious disease caused by Vibrio cholerae. This bacillus thrives in alkaline
saline aquatic environments with high temperatures and rich in organic matter and plankton
[1-6]. The bacillus is found in coastal areas, where fresh water from rivers mixes with salt
water from the sea [1, 2, 7-10]. Contamination frequently occurs via the consumption of
water, fish, and other foods containing cholera bacilli [11-13]. The disease was introduced to
continental Africa in 1970, during the seventh pandemic. It became endemic far from coastal

areas, particularly in the Lake Chad basin and the Great Lakes region [14-16]. The Great Lakes
are highly suspected of being reservoirs for the cholera bacillus, while human infection and
movement are considered to propagate the disease inland [17]. However, studies have failed to
identify the physico-chemical parameters of the lakes or/and socio-anthropological conditions
that may explain cholera persistence [18, 19]. A significant role of meteorology has been
found, with rainfall increasing the number of cholera cases, e.g., in Kivu province, but without
excluding the role of population movements [20].

Tectonic and volcanic activities are strongly coupled in the Kivu area of the Rift (Fig 1).
Indeed, Lake Kivu is located in the western branch of the East African Rift, south ofthe Nyira-
gongo and Nyamuragira volcanoes. Volcanic plumes from these very active, strongly alkaline
volcanoes produce very large amounts of acidic gases and ash, which havE significant direct
and indirect impacts on lake surface water via interactions between acidic rain and rocks that
modify the physico-chemical characteristics of rivers and groundwaters before they reach Lake
Kivu [21-26]. In addition, sub-groundwaters clearly originating from hydrothermal sources
linked to the major NE-SW fault system between the Nyiragongo crater and Lake Kivu also
discharge into the lake [22, 27-29]. Especially in the north-western region and Kabuno Bay,
Lake Kivu is supplied by hydrothermal sub-groundwaters from a deep contigunous geothermal
reservoir associated with major faults [29, 30].

Volcano-tectonic activity, by controlling the salinity and/or temperature of both streams
and groundwaters that feed the lake, might control the salinity and temperature of the lake, the
occurrence of Vibrio in water and fish, and cholera dynamics. To test this hypothesis, we used
2 data sets. Firstly, using 6 years of data collected weekly from 2007 to 2012, we modelled the
statistical relationships between the long-term dynamics of cholera cases in the Katana health
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Fig 1. Map of the Katana health zone bordered by Kivu Lake, the two large active volcanoes in the area are shown (dght) and other Lakes in the A frican Rift Valley
(middle). This map was created using QGIS version 2.18 (http:/fqgis org).
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zoneand 1) the intensity of the volcanic activity, assessed through the SO, flux measured in

the Nyiragongo plume; 2) rainfall and air temperature; and 3) the physico-chemical character-
istics of the surface water of Lake Kivu, including temperature and salinity, which are usually
considered to be the main parameters controlling Vibrio growth. Second, using 2 years of data
collected in 2016 and 2017, we modelled the relationships between the temperature and salin-
ity of the lake water, Vibrio occurrence and abundance in the lake (water and tish), and the
number of cholera cases in the Katana health zone, which borders the lake close to the Nyira-
gongo volcano.

Materials and methods

Study area and data [

The Katana Health Zone is located in Kabare territory, in South Kivu province, in the eastern
part of the Democratic Republic of Congo (DRC) (Fig 1). It covers the territory located along
the west and north coast of Lake Kivu, together with the islands of the lake. The Katana health
zone was selected because it was one of the first zones affected by cholera in 1978 in the rift val-
ley. Furthermore, the Katana health zone is (together with the Kalemie health zone located
along the west coast of the Tanganyika lake), the health zone in which the first cases of Cholera
areusually observed, and the highest number of cases are also usually reached in this area [31].
Lake Kivu is supplied by many hydrothermal groundwater springs and highly mineralized riv-
ers [30, 32, 33]. The northern basin of the lake is located at the end ofa deep, major NE-SW
fracture zone originating at the Nyiragongo crater and closely associated with volcanic (includ-
ing hydro volcanism) and hydrothermal activity.

Two data sets were used for testing the hypothesis. A first data set grouped data collected
twice a month over the 2007-2012 period: the number of cholera cases in the Katana health
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zone, meteorological data, physico-chemical characteristics of the lake water, and the SO, flux
(Tonnes/day) of the Nyiragongo plume as a proxy of the intensity of volcanic activity (S1
Table).

We documented a second data set that grouped data collected over the 2016-2017 period:
water temperature and salinity measured weekly in the surface water of the lake, the number
of cholera cases in the Katana health zone, and the 505 flux (Tonnes/day) of the Nyiragongo
plume as a proxy of the intensity of volcanic activity, and the abundance of Vibrio in the lake’s
surface water and fishes measured twice per month (52 and 53 Tables). 1

Geochemistry of volcanic gases

The 50, flux, which directly reflects the intensity of magmatic degassing in the Nyiragongo
crater, was chosen as a proxy of the intensity of volcanic activity. Quantification of the 50,
flux of the Nyiragongo plume was performed continuously by remaote sensing UV absorption
spectroscopy (280-420 nm) with telemetric data transmission [25, 34-36]. Data covering the
study period were obtained at the Rusayo station, located on the southwestern tlank of the
Nyiragongo volcano and belonging to the database of the Volcanological Observatory of
Goma (VOG). Mean of 50, values were calculated for each week to be compared with the
other data.

Physico-chemical characteristics of Lake Kivu

Water temperature, pH, electrical conductivity, and dissolved oxygen potentially regulate V.
cholerae [20, 37, 38]. Over the 2007-2012 period, these parameters were measured twice per
month in surface water collected in the lake near Ishungu. Water temperature and electrical

conductivity were measured using a portable conductivity meter (HACH CO150, Hach Com-
pany, USA). Dissolved oxygen and pH were measured using a HACH portable dissolved oxy-
gen meter (HACH DO175, Hach Company, USA) and an Orion pH meter (Model 2104,
Orion Laboratories), respectively. Air temperature and rainfall, which are frequently consid-
ered to be key factors affecting cholera outbreaks, were compiled over the same time period.
These observational data were obtained from the Modern-Era Retrospective Analysis for
Research and Applications (MERRA) of the National Aeronautics and Space Administration
(NASA).

Over the 2016-2017 period, temperature was measured weekly in the same place using a
portable conductivity meter. Salinity was measured using water collected at the same place
using a salinity kit (Chloride CL 500, Visocolor HE).

V. cholerae occurrence in water and fishes

Twice a month over the 2016-2017 period, the abundance of V. cholerae in the lake was
assessed in surface lake water samples collected near Ishungu (same location and sampling
dates as salinity and temperature). We filtered one litre of water using a 0.22 pm-pore size ster-
ile polycarbonate membrane filter. If the sample was too turbid, several membranes were used.
The filters were then put in Alkaline Peptone Water (APW; Difco, Detroit, MI, USA) and
incubated at 37°C for 24 h. Five microlitres of enriched APW broth were then streaked with
an inoculating loop onto plates containing Thiosulfate Citrate Biliary Salts Sucrose (TCBS)
([39], American Public Health Association, American Water Works Association, Water Pollu-
tion Control Federation 1999). The plates were incubated at 37°C for 16 to 24 h in TCBS. Yel-
low, flat, 1-3 mm diameter colonies were counted and expressed as the number of colonies per
100 ml (number of Colony Forming Units (CFUs) per 100 ml).
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For V. cholerae identification, suspected colonies were transplanted onto non-selective
Alkaline Nutrient Gelose (ANG) agar and incubated at 37°C for 24 h. The Gelatin-positive cul-
tures were subjected to an oxidase test. Oxidase-positive colonies were then subjected to fur-
ther biochemical characterization using an API 20E gallery.

The search for V. cholerae in fishes was carried on the same dates as water sampling over
the 2016-2017 period. Six fishes were collected twice a month from the Ishungu Basin. A total
of 288 fish were sampled and brought to the laboratory, where intcstinala;nd gill samples were
systematically collected and checked for V. cholerae occurrence. One grain of fish sample was
inoculated into a tube filled with 9 ml of APW. The tube was vortexed, and its content was
then successively diluted in three tubes to 1/10, 1/100 and 1/1000. The exact volume used for
dilution allowed us to express the result as the number of colonies per gram of sample. Then,
0.1 ml of each dilution was plated onto TCBS agar and incubated overnight at 37°C. Yellow
colonies on the TCBS medium suspected of being V. cholerae were counted and transplanted
onto lysogeny broth agar for identity confirmation. The final number of colonies was counted
and expressed in CFUs per gram of intestine or gill (see microbiological protocol for more
details).

Epidemiological Data

Weekly notifications of cholera cases in the Katana zone were used as epidemiological data.
The cases of cholera were defined according to the recommendations of the World Health
Organization (WHO). These epidemiological data covered the periods of 2007-2012 and
2016-2017.

Statistical analyses

We first searched for a significant correlation between the number of cholera cases (2007-

2012). Direct and lagged cross-carrelations between each environmental variable and the log-
transformed number of cholera cases (transformation done to normalize the data) were com-
puted and tested using Pearson’s correlation coefficient. We verified that log-transformation
led to a normal distribution of the variable “number of cholera cases”. Moreover, we visually
verified that the assumption of linearity was not abusive for the different relationships tested.
Considering that data might be auto correlated to some degree (they are parts of a time series),
p(Hy) was computed using permutation tests. Then, highly correlated and statistically signifi-
cant predictors were selected to construct a multivariate time series Vector Auto Regressive
model (VAR) [40, 41], which allow to test the correlations between severmliime series. AVAR
model describes the evolution of a set of k variables (called endogenous variables) over the
same sampling period as a linear function of their past values. It isa natural extension of the
univariate autoregressive model to dynamic multivariate time series. It also determines how
each endogenous variable responds over time to a shock (aberrant behaviour due to sudden
and unexpected events) in its own value and in every other variable [41, 42].

The basic form of the VAR model of order p as suggested by [43] has the form:

Y =A AY L +HAY, 4+ A,uyr—p T8

Where:

Y= (¥ip Yan- . o ¥ie) 1s @ vector of k observable endogenous variables and p the time lag.
For this study, y; = (Cholera,, T,, Rain, Cd,, pH,. S05,)", where Cholera represents the number
of cholera cases every two weeks, T represent the lake temperature ("C), Rain is the rainfall
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(mm), Cd is the water conductivity (uS/cm), pH is water pH, and SO, is sulphur dioxide con-
centration of the volcanic plume (Tonnes/day). A is vector of constant term and , is vector of
EITOT terms.

The parameters in the model were estimated by generalised least squares. We tested the sta-
tionarity of each time series (cholera cases, water temperature, rainfall, conductivity, pH and
the 502 volcanic flux) to be included in the model with the Augmented Dickey Fuller Test
(ADF). The number of lags was chosen based on four tests: The Final PreI!iction Error (FPE)
test [44], the Hannan Quinne (HQ) test [45], and the Information Criteria suggested by
Akaike (AIC) [46] and by Schwarz (SC) [47]. The parameters in the model were estimated by
generalised least squares. Despite the fact that VAR coefficients capture the anticipated impact
of a variable, there are usnally more important to examine the model residuals, which repre-
sent unforeseen contemporaneous events. Thus, to examine the fit of the model, we performed
diagnostic tests on the residuals of the model. To testthe correlation of series, we applied the
Portmanteau test. To test for heteroscedasticity in the residuals, we used a multivariate ARCH
Lagrange-Multiplier test. To consider the distribution of residues, a normality test was applied.
Both the Granger-causality and instantaneous causality were investigated. For both tests, the
vector of endogenous variables was divided into two subvectors, Y, and Y, with dimensions
ki and ks, respectively, so that k = k;+ks. The subvector y,; was said to be Granger-causal for
yar if the past of yy, significantly helped predicting the future of y»; via the past of y;ralone [48].
We then tested the impulsive responses to describe the response of the cholera incidence to the
various predictor shocks.

Second, for the data set covering the 2016-2017 period and incorporating 48 time-points,
we looked for significant correlations between lake temperature and salinity and 1) the SO2
flux, 2) the V. cholerae concentration in water and fish, 3) cholera cases, and 4) the V. cholerae
concentration in water and fish, and cholera cases using direct and lagged cross-correlations.

The small size of this second data package did not allow the multiple regression models of time
series to be developed.

Difference of contamination between intestines and gills were analysed using a linear
mixed effect model with intestine contamination as the response variable and gill contamina-
tion as independent variable, with a random effect on time. Sampling over time might lead to
some degree of autocorrelation along time series, and subsequent non-independence of data
(with possible overestimation of degrees of freedom). This was avoided using a permutation
test based on 1000 replicates for testing the null hypothesis of independence between intestine
and gill contamination.

All tests were two-sided, and the level of statistical significance was set at 0.05. Computing
and graphing were performed using R 3.4.4.

The study used cholera data aggregated at the health-zone level; thus, it did not require any
ethical review board approval

Results

Summary of the data set and descriptive statistics are presented in Table 1.

Time series plots of cholera cases and of environmental variables collected from 2007 to
2012 are presented in Fig 2. The global correlation analysis of the data set covering the period
of 2007-2012 showed that the sulphur dioxide concentration of the volcanic plume was
strongly and positively correlated with lake water temperature and conductivity, and cholera
cases. Water temperature and conductivity were also strongly and positively correlated with
the number of cholera cases. The other correlations were much weaker, but some were signifi-

cant (Table 2).
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Table 1. Summary of data collected during the two sampling periods.

Period Variables Median Minirmumn Maximum

2007-2012 (147 sampled dates) Mumber of cholera cases (cases/week ) 6 0 7Y
Rainfall (mm/week) 8 1 3.6
Average air temperature ("C) 17.5 15.3 21.1
S0 (tons/day) 2108 512 4552
Electric conductivity (pS.cm ') 1098 935 1200
Water temperature ("C) 246 229 28
pH 8.8 76 h 9.8
Dissolved O ([0] mg.L"} 7.1 4.5 10.6

2016-2017 (48 sampled dates) Water temperature ("C) 242 22 27
Salinity (%) 0.87 0.65 L16
V. chalerae in water (cfu/100 ml) 1] 23000

3000

V. cholerae in fish (cfu/g) 505 0 16600
S0, (tons/day) 1350 200 4000
Mumber of cholera cases (cases /'week ) 4 1] 48

https:fdoi.org/10.137 1/ ournal. pntd 00084061001

The result of the cross correlation and univariate model between cholera cases and environ-
mental variables are presented in Table 3. The table shows a significant positive linear associa-
tion between the number of cholera cases with sulphur dioxide concentration of the volcanic
plume, water temperature and conductivity. A value higher than the average of sulphur diox-
ide concentration of the volcanic plume, temperature and water conductivity was likely to lead
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Fig 2. Time series plot of cholera cases and environmental variables for the period of 2007 to 2012, Katana health zone, DR Congo (n = 147).
httpsy//doi.org/10.1371fournal pntd 0008406.9002
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Table 2. Pearson correlation coefficients between logarithmic transformation of observed number of cholera cases and environmental varables over the 2007-2012
period (n= 147 sampled dates).

Variables Cholera cases | Rainfall (mm/ Average air 50, (tens/ | Electric conductivity | Waler temperature | pH | Dissolved
{/week) week) temperature {"C) day) (pS.cm-1) (o] 0z

(mgIL-1)
0.26% 073" 0.80"* 0.82** 0.28° -0.04
0.21* 0.30° 0.18* 0.264* 002 0.20%
02T 016" 0.28* I -0.09 0.05

Cholera cases (fweek)
Rainfall (mm/week)
Average air
temperature ("C)
50 (tons/day)
Electric conductivity
(S.com ™)

Water tempe rature
c)

pH

Dissolved O, (mgL-1)

0.32%

0.07

**p <0.01.
* p< 0,05 the correlations greater than 0.5 and highly significant are bolded.

httpsy//doi.org/10.1371/ournal pntd 00084061002

Table 3. Cross-correlation coefficien ts and un ariate model of kgarithmic transformation of observed mumber of chilera cases and environmen tal variables over
the 2007-2012 period (n= 147 smpled dates).

Variahles Univariate model

Cross correlation lgs (weeks) Correlation coefficients (r) Ol ra i 95% C1 Pvalue
Rainfall a 035 101 0.99- 14025 036
(mmiweck) 1 035" 101 0.99-1.023 03

2 057 1.02 1.001-1.03 003
Average air tempemature (") 0 027 101 0.97-117 016

1 021" 098 0.90- 108 079

2 026" 098 0.91-147 078
502 (tons/fday) a 076 1.0004 1.0003-1.0005 <= (L0

1 045" 1.0001 1.00002- 10002 iz

2 .35 1.0001 .95~ 1.0002 007
Water conductivity (em™) 0 075 1.006 1.005-1.01 < (LO0L

1 [T i 1 0.99-1.00 74

2 030" 1001 0.99-1.001 007~
Water temperature (") a .80 143 135-152 <= (L0

1 041 105 9.74-1.10 027

2 0.3 1.04 0098~ 1039 L17
pH 1] [ilerd 136 1.15-142 < (LO0L

1 003 089 0.97- 1065 021

2 a0l 098 0.83-117 187
Drissobved arygen ([ Oy ] mg 1) 0 0.16 1.08 096121 L1165

1 0. 097 0.86-1.09 0599

2 .04 103 0.93-114 053
g <001
* pe Q05"

Sidoiong 0437 purnal poid 0008506 1003
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to a higher than average number of cholera cases during the same week. Also, the positive
effects of sulphur dioxide concentration of the volcanic plume on cholera cases were observed
one week after the increase in volcanic activity. Nevertheless, despite a weak correlation
(r=10.37; p=0.03), the effects of rainfall on cholera cases were better observed four weeks after
their increase. A direct effect of water pH on cholera cases was also observed despite the low
correlation (r = 0,27, p<0.001; Table 3).

Table 4 grouping linear interdependencies among multiple time series using multivariate
WVector Autoregression (VAR) models confirmed that volcanic activity influenced the time
series of lake parameters (temperature, pH, conductivity) as well as the incidence of cholera
cases in the population.

The instantaneous and Granger-causality tests are simple ways to ascertain whether a vari-
able is affected by changes in other variables. These tests indicate if changes in one variable
help forecast a one-step ahead figure in another variable. The test statistics are summarized in
Tables 5 and 6. Each column contains the values of F-statistics testing the marginal effect of
inclusion of lagged values of the environmental variables in the row on cholera. Both tests indi-
cated that the number of cholera cases was influenced by volcanic activity. In addition, the
instantaneous causality tests showed that cholera was influenced by rainfall, Ph, temperature
and water conductivity.

Table 4. Linear interdependencies among multiple time series using multivariate Vector Autoregression (VAR) models, Six variables were selected to build this
maodel: cholera cases. rainfall. water temperature. water electric conductivity. pH. voleanic sulphur dioxide emission. For the 2007-2012 period. Katana Halth Zone. DR
Congo (n = 147 sampled dates). The significant correlations are bolded.

warizhles i exphin
number of cholera cases Faim(au{mmi‘lrukﬁ
explmatory variahles Estimate St Ermor t-value Pr=|4 Estimate Skl Emrer t-vahue Pri=|q
numbrer o choler cases per week 3082 2166 1423 157
rinfall (mmiweek) 0003 0005 L34 0527
pH 0056 0083 0583 L496 -1.166 L0%9 -1.1062 290
Water temperature [ ") 0,007 1016 -0.107 0914 1222 0&19 -1.492 L1358
50 (tomsday ) <001 <2 (L0001 2153 0034 0001 <210.001 1075 0254
Conductivity (5. cm-1) <001 0001 L6339 0524 0002 0016 L1086 0916
[ 0021 1.743 0012 0990 37916 23191 L4635 0L104
pi Water temperature | "C)
explanatory varizhles Estimate St Ermor t-value Pr (|4 Estimate Sl Emrar t-value Pri=|{q
number of chalem cases per week 309 0.174 -1.777 077 1075 033 027 & (A2
rinfall (mmiweek) 0004 0005 LRG0 03491 10001 001 0114 L Lik:ln)
pH 00024 L1667 0. 146 L8584
‘Water tempemature (") A0S 10065 -0.997 0330
50 (tonsday ) <0001 =001 3342 000 <0001 <0001 254 0012
Conductivity (5. cm-1) <001 0001 0543 0521 0003 oz L1358 L.257
Constant B13 1856 A58 a1 17 527 3532 4962 0001
502 (tons/day) Comdudivity (15.cm-1)
explinatory varizhles Estimate St Ermor t-value Pr (=] Estimate Sl Emrar t-value Pri=|q
number of chol e cases per week 429135 25185 1439 0103 A7 16435 535 0593
rinfall (mmiweek) 0857 7851 0106 0915 0598 0494 1209 0229
pH -125.33 132816 0944 0347 - 1L 182 B336 -1.221 224
‘Water tempemture (") -3 056 9013 0344 0731 -1.937 6214 40312 0755
50, (ons/day) 0.0190 Q007 2574 0011
Conductivity (5. cm-1) 354 1.591 2030 008
Constant -651 873 280345151 0233 0816 B73B45 175.97 A5 0001
httns:Adoiongl 01371 pumel pnid 0008406 1004
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Table5. Granger causality tests for the number of cholera cases and environmental variables (rainfall. water tem-
perature. water electric conductivity and pH. voleanic sulphur dioxide emission) for 2007-2012 period. Katana
Health Zone. DR Congo (n = 147 sampled dates).

Cause variable F-value p-value
S0, (ons/day) 3.219 0.007
Rainfall (mm/week) .49 0.783
PH 0.868 .50
Water tem perature ("C) 0.875 » 0.49
Electric conductivity (pS.cm™) 1.212 " 0.30

Null hypothesis: environmental variable not Granger cause cholera
Reject the null hypothesis if p-value is < 0,05,

hitps:/fdoi.om/10.1371/journal pntd. 00084061005

Impulse response analysis was utilized to analyse the dynamic interactions between cholera
and the volcanic activity of the VAR process. The orthogonal impulse response of cholera to
the volcanic activity is presented in Fig 3. The highest positive effect of volcanic activity on
cholera is in the fourth week. The positive effect of volcanic activity on cholera incidence is
observed from the fourth week and persists until the 15th week, while impulsive responses of
volcanic activity on the physico-chemical of the lake are perceptible from the first week.

The main time series plots (cholera cases, fish contamination, and environmental variables
collected from 2016 to 2017) are presented in Fig 4. During the 2016-2017 period, the abun-
dance of V. cholerae in the lake was positively correlated with lake salinity and temperature
and the number of cholera cases in the population. Fish contamination was positively corre-
lated with V. cholerae abundance in lake water (r = 0,94, p = 0,001) (Table 7). Cross-correlation
analyses also showed strong direct correlations between sulphur dioxide concentration of the
volcanic plume, temperature and salinity of lake water and the concentration of V. cholerae in

the lake. Also, statistically significant correlations were observed after 2-week lag (Table 8).
Contamination was significantly higher in intestines than in gills (5% higher in average, lin-
ear mixed effect model, permutation test, p < 0.001).

Discussion

Ower the 2007-2012 period, we demonstrated a strong and positive correlation between (1)
cholera dynamics, (2) volcanic activity, assessed by sulphur dioxide content of volcano plume,
(3) water temperature and conductivity of Lake Kivu and, to a lesser extent, (4) rainfall More
precisely, an above-average rise in volcanic sulphur dioxide modifies the physico-chemical
characteristics of the lake in the same week, and the action can persist for several weeks.

Table6. Instantaneous causality tests for number of cholera cases and environmental variables (rainfall. water
temperature. water electric conductivity. water Ph. volcanic sulphur dioxide emission) for 2007-2012 period.
Katana Health Zone. DR Congo (n = 147 sampled dates).

Caunse variable Chi-squared-value p-value
SO (tons/day) 49.289 0.0001
Rainfall (mm/week) 11.712 0,038
pH 25.68 0.0001
‘Water tem perature ("C) 53,22 0.0001
Electric conductivity (pS.cm™) 51.729 0.0001

Null hypothesis: No instantaneous causality between environmental variable and cholera
Reject the null hypothesis if p-value is <0.05.

https:/doi.om0.1371/journal.pntd. 0008406.1006
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There is a poor correlation between air temperature and water temperature, whereas the
correlation between volcanic activity and lake temperature is strong, outlining that the lake
temperatures are partly controlled, at least during periods of high volcanic activity, by volcanic
activity. V. cholerae usually colonizes warm brackish waters [38, 49], the temperature of which
being usually dependent on the climate. In the present situation, volcanic activity may increase
the temperature of hydrothermal springs and tributaries in such a way that it leads to favour-
able thermal conditions for V. cholerae. Previous studies conducted in hydrothermal areas
have demonstrated that lake water temperature increase may lead to the decurrence of cholera
cases (e.g. two days after thermal peaks, [50]). Temperature increases are involved in the risk
of cholera outbreaks because the abundance of V. cholerae in water increases as the tempera-
ture increases [51, 52]. Under higher temperatures, the growth and multiplication of V. cho-
lerae might be promoted [53], increasing the risk that the concentration of V. cholerae in water
would be sufficient to be pathogenic if ingested [54, 55].

We demonstrated also an instantaneous causality between the electric conductivity of Lake
Kivu water and cholera cases in the population. A study conducted in Lake Victoria and sev-
eral lakes of the Rift valley demonstrated also a positive relationship between electric conduc-
tivity and the number of V. cholerae colonies in lake waters, but it did not link this relationship
to any other environmental variation, nor to epidemiological data [37]. Our results
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Fig 4. Impulse Response Function (IRF) showing the impact of an increase in volcanic activity (through the flow
of volcanic sulphur dioxide) on the incidence of cholera cases in the population of the Katana Health Zone, DR
Congp, overa 15-week period. The largest positive effect is observed about three weeks after the shock due to voleanie
activity and the retum to equilibrium is only observed around the 15th week. Black line: Impulse Response Function,
dotted lines: 95% confidence level curves (obtained through 100 runs of the bootstrap method).

https:/doi.omy/10.1371/journal.pntd .0008406.0004

Table 7. Pearson correlation coefficients between logarithmic transformation of observed cholera cases in the Katana health zone, physico-chzmical characteristics
of lake Kivu. and the concentration of V. cholerae inlake water and fish over the 2016-2017 period (n = 48 sam pled weeks).

Variables number of cholera cases | water temperature Salinity | V. cholerae in fish (CFU/ | V. cholerae in water (CFU/ | 50 (tons/
per week ("C) (%a) 100 g) 100 ml) day)

number of cholera cases per 0.89* 0.90"* 070 0.69" 0.89**

week

‘Water temperature (*C) 093 0.71%* 0.71%* 0.77*

Salinity (%) 0.75%* 0.75%* 0.82°*

V. cholerae in fish (CFU/100 0.94* 077"

g

V. cholerae in water (CFU/ 077

100 ml)

S0, (tons/day)

**p <0.01.

* p< 0.05 the correlations greater than 0.5 and highly significant are bolded.

hitpsy/doi.org/10.1371/]ournal pntd 0008406.1007
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Table8. Cross correlations between the ation of V. cholerae in the Kiva lake. the number of cholera cases
in the Katana health zone, and environmental variables over the 2016-2017 period (n = 48 sampled weeks).
Variables Cross correlation lags (weeks) Correlation coefficients (r)
502 (tons/day) 1] 0.7™

1 .35
Salinity (%) 0 0.74*

1 0.26'
Water tem perature ("C) i) 0.71**

1 ko2t
Number of Cholera cases per week 0 0.65°*

1 032
**p <0.01.
* p< 0.05

hitps:/doi.om/10.1371journal pntd. 00084061008

demonstrated for the first time that the strong correlation between water electric conductivity
and the occurrence of Vibrio cholerae in the lake is linked to environmental factors (namely
volcano activity, rainfall, and their possible combined impact on lake water quality), and likely
impact the incidence of cholera in the Katana population along the lake shore.

‘We also demonstrated for the first time that the temporal variation of cholera cases is
strongly and at a short time scale, controlled by the temporal variability of volcano activity,
together with, in a lesser extent, and in a more delayed way, by rainfall. Indeed, rainfall posi-
tively influenced the number of cholera cases 4 weeks after its increase. Heavy rains can pro-
vide, through the percolation of volcanic soils in the region, significant quantities of minerals
in the lakes, thus promoting bacterial occurrence and the occurrence of cholera outbreaks in
the region. The temporal delay between rain peaks and cholera outbreaks may relate to the

time required for rainfall to infiltrate in the soil surface, and exfiltrate in the lake tributaries or
the lake itself. Rainfall can also affect the growth of the pathogen and its survival. Indeed, high
rainfall increases the levels of insoluble iron, which improves the survival of V. cholerae in
aquatic environments. Moderate levels of iron also increase expression of the cholera toxin. It
has also been suggested that high rainfall might wash away the vibriophages that prey on V.
cholerae in water, leading to the epidemics of cholera [36, 57].

The significant but low pH positive effect on cholera cases may be due to the known niche
of the bacillus, that develop preferably in alkaline waters.

These correlations can reinforce the environmental hypothesis on the endemicity of this
region to cholera. Volcanic activity, by modifying the physico-chemical composition of water,
may create a niche favourable to the survival of V. cholerae. These phys icel chemical conditions
may also have a positive effect on plankton blooms, essential for the growth of V cholerae ([58]).

Over the 2016-2017 period, the salinity of the lake water was positively correlated with the
occurrence of V. cholerae in lake water. A positive correlation between the salinity of lake
water and the number of cholera cases in the population of the Katana Health zone was also
demonstrated. Salinity has been previously demonstrated to be strongly involved in the ecol-
ogy of V. cholerae and therefore to contribute indirectly to cholera epidemics [38]. Studies con-
ducted in coastal and estuarine regions in different parts of the world have outlined that
temperature and salinity rule partly the occurrence of V. cholerae in aquatic environments
(38, 49].

According to data from the Demographic and Health Survey published in 2014 [59], nearly
three out of ten households in the Katana population have access to an improved water source
with a regular flow during the year, which explains why the population frequently uses stream
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and lake water as a drinking water source. Thus, this permanent contact between man and the
at-risk lake environment may explain the endemicity of cholera in this area of the rift valley
bordering Lake Kivu. The population is indeed chronically exposed to potentially contami-
nated water. It can therefore be realistically hypothesized that it is variations in vulcanological
functioning and associated hydrothermalism that govern the degree of contamination of sur-
tace waters, and the epidemiology of V. cholerae.

We also demonstrate a significant and positive link between choleraiynamics in the popu-
lation and fish and water contamination. The fish caught in the lake have a bacillus load that is
highly correlated with the load in lake water. Depending on the studies, Vibrio may be found
[60] or not [61]), but the studies usually not try to correlate the occurrence of Vibrio simulta-
neously in the water and in the animals (but see [62] for example). The local residents fre-
quently eat these fish raw or salted, without emptying them nor cooking them. These
consumption practices can consequently increase the risk of consumer contamination [63]. Tt
is also possible that the bacillus survives at least for a few days, in salted food [64-66]. Contam-
inated fish may remain sufficiently wet for maintaining alive some V. cholerae and may there-
fore be a source of contamination for consumers for several days after collection. Transport
and trade of salted or fresh fishes to other provinces may then spread the bacillus to preserved
populations.

The findings of this study consistently support, for the first time, the idea that volcano-tec-
tonic activity, by largely controlling the hydrothermal functioning of Lake Kivu, determines
the physico-chemistry of the lake and consequently likely induces cholera outbreaks. The cor-
relations are so strong that the volcanic signal can be used as an environmental predictor of
cholera blooms in the lake and thus as an alert signal for populations.

The Ritt paradox concerning cholera occurrence along saltwater lakes of the Rift [12, 24,

3] can bcc-:plalncd by the salinization and warming of water as volanic activ ity increases.
The high variability of Vifrio cholerag contamination in a series of large lakes in the African
rift recently observed may relate to the hydro-geological and vol@mno-tectonic context of each
lake [67]. These factors would control the physico-chemical characteristics of each lake, and
therefore their susceptibility to constitute habitats for Vibrio cholera [67] Consequently, the
badlus niche does not appear to be significantly different from that described in previous
studies in coastal areas [2, 3 5, 6, 68], such asthe lagoon areas of India [4].

However, the question of when and how cholera appeared in the rift valley ranains open.
The first cases of cholera in the Great Lakes region of Afric were observed in 1971, mainly in
Kenya and then in Uganda [69, 70]. In a report from September 1971, the "Belgian cooperation
mission” was already concerned about the risk of cholera in the eastern Congolese region. For
this reason, the mission dedded to send 20 kg of cholera vaccines [69, 71]. The part of the
Great Lakes located in the present Democratic Republic of Congo (DRC), then called Zalre,
was affected only in September 1977, whereas the first epidemic had already ocaurred (in
1974} in the littoral part of the country (province of Kongo Central, then called Bas Zalre)
more than 1700 km away, in the lakeside cty of Kalemie, located on on the west right bank of
Lake Tanganyika (water flows from the north to the south in this part of the rift chain of
lakes). From this point on, the discase spread rapidly throughout the eastern part of the DRC
The 1978 epidemic in the eastern DRC (In Kalermie, on the right bank of Lake Tanganyika),
originated from Tanzania and concentrated near the Great Lakes. On this occasion, contami-
nated water was proven to playa role in the transmission of the discase [72].

The Nyiragongo volcano has erupted only twice (10% of January 1977 and 17" of January
2002) since it has been monitored [28]. Both eruptions were preceded by the appearance of
mineral sources dose to the city of Sake (MW Kabuno Bay), indicating the circulation of water
in the fracture system just before the eruptions [28]. Hydro volmnism also occurred in the
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past in the southern part of the main NE-SW fracture system [27, 30, 73, 74], revealing the
strong coupling between water circulation of the recharging aquifer system and fractures in
the area close to the northern shoreline of Kiva Lake [30, 33]. Sub-groundwater discharges
into the Northern part of the lake likely occurred along these faults and fractures, which are
also involved in the structuration of the Kivu rift segment, and which may connect aquifers
over different depths [29]. The acidic gases (HF, HCl, CO», and 50, ) of the eruptive plume
of Nyiragongo volcano are highly soluble in water and generate a low pifl, which favours the
dissolution of volcanic ash and may also affect the composition of rainwater and ultimately of
rivers reaching the lake [23, 75]. This plume indirectly contributes to an increase in the tem-
perature and salinity of the surface waters of Lake Kivu, which is favourable to the survival of
V. cholerae. Ad minima, the reactivation of volcanic activity has led to an increase in hydro-
thermal inputs to the lake, a factor affecting thermal increase and salinization.

Conclusion

Cholera is a serious public health problem in the health zones located along the Rift in general
and more particularly in the Katana health zone. The high exposure of this population due to
limited access to safe water raises an urgent need for new and effective cholera prevention
strategies. This study offers a unique insight by demonstrating in a health zone of Lake Kivu,
the direct influence of volcanic activity on water physico-chemical characteristics and V. cho-
lerae occurrence and abundance in the lake water and fish, and thus on the cholera dynamics
in the population. These elements of understanding are therefore for public health authorities
to readjust operational plans for cholera control in this region. Interventions that target vital
steps in transmission might be effective for the prevention of outbreaks. The Nyiragongo vol-
canic activity and the Kivu lake physico-chemical characteristics must be considered as risk

factors and the monitoring of these environmental factors must be integrated into the preven-
tion devices for preventing contamination risk and limiting cholera epidemics. In other words,
while maintaining efforts to achieve an acceptable level of access to drinking water for the pop-
ulation, the monitoring of volcanic activity as well as lake physico-chemical characteristics to
improve cholera surveillance in the region as part of the multisectoral cholera elimination
plan. There are some limitations however to this study. The first one is that we only focused on
one health zone, at the immediate proximity of the volcano. It is still necessary to determine
the way of human contamination of the other health zones bordering the lake. Is it due to
human contamination, or through the consummation of contaminated food and water? In

this last hypothesis, is there a delay in the epidemic response, related to thf circulation of water
in the lake, which is drained by the Ruzizi River? For answering this question, new investiga-
tions including other health zones along the lake may be necessary, including epidemiological
data, together with water quality and fish contamination surveys.

The failure to achieve PCR in this study is a limitation in determining vibrio toxicity genes.
Indeed, only serogroups O1 and Q139 are the cause of epidemics, while non-O1 and 0139
cause mild diarrhoea. However, previous studies have demonstrated that toxigenic serogroups
O1 areabundant in this cholera epidemic sanctuary (Katana Health Zone: [76]). Further stud-
ies on the conserved strains will be necessary to identify precisely which serogroups are present
in lake surface water and fish, and to determine whether they may respond differently to envi-
ronmental variations.

In the same way, many questions remain opened on the geological mechanisms leading to
the control of physico-chemical characteristics oflake water, such as the direct effect of volca-
nic gas and tephra. In the same wat, the question of the parameters directly involved in V. cho-
lerae multiplication (and particularly the part of physico-chemical and trophic controls) in the
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lake needs to be identified. Finally, the study shows the disappearance of V. cholerae from sur-
face waters in the Katana sector during periods of low volcanic activity, suggesting refuges for
the vibrio in the lake. One hypothesis would be that these refuges are located at depth, close to
hydrothermal springs, which implies a vertical migration of the bacillus when the temperature
and salinity of the surface waters increase.
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CHAPITRE 5

Facteurs de risque individuels de contamination par le
choléra a Bukavu (République démocratique du Congo)
: influence relative de la transmission
environnementale et humaine.

(Soumis au journal Plos)
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Chapitre 5. Facteurs de risque individuels de transmission du choléra
a Bukavu (République démocratique du Congo) : influence relative
de la transmission environnementale et humaine.

Résumé de I'article 3

Cet article s’est penché sur le volet anthropique a travers la compréhension des mécanismes
de contamination individuelle du choléra dans une ville de la vallée du Rift, sanctuaire au
choléra. Une étude cas-témoins a été menée sur des patients ayant eu une culture de selles
positive au Vibrio cholerae a Bukavu soignés au Centre de traitement du choléra de Bukavu de
I’'Hopital Général Provincial de Référence (HGPR). Ces patients ou cas ont été comparés aux

témoins selon les critéres raisonnés.

Les résultats ont permis d'établir un modele de contamination par le choléra avec deux voies
de transmission d'importance différente. Le premier facteur de risque était environnemental
(utilisation d'eau provenant d'une source non protégée ou d'eau de surface, le risque étant
renforcé par la manipulation/consommation de produits provenant du lac). Le deuxiéme
facteur de risque, moins déterminant, était lié au contact avec un malade du choléra et a la
consommation d'eau ou d'aliments dans la rue. Les modeles arborescents ont identifié les
facteurs environnementaux comme étant les plus déterminants dans la contamination. Une
probabilité de contamination par le choléra supérieure a 90% était observée lorsqu'un
individu utilisait régulierement de I'eau provenant d'une source non protégée ou d'un lac et
manipulait des produits du lac (péche ou vente de poisson). Le risque augmentait lorsqu'un
individu combinait deux ou plusieurs facteurs de risque environnementaux. Ce travail permet
d'identifier les populations les plus précaires comme particulierement vulnérables a ces
facteurs de contamination et d'orienter les mesures préventives pour limiter les risques de

contamination lors des pics de choléra.

Cet article est déja soumis dans le journal Plos.
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Article 3 : Individual risk factors for cholera transmission in Bukavu (Democratic Republic

of the Congo) : relative influence of environmental and human transmission.

Short title: individual risk factors for cholera contamination

Doudou Batumbo BY?, Didier Bompangue®?, Patrick Giraudoux?, Alain Mwishingo?, Bertrand
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Abstract

A recurrence of epidemic cholera occurred
between August 2017 and March 2018, in
the eastern region of the Democratic
Republic of Congo, in the city of Bukavu.
Given the frequency with which cholera
emerges in this region, we examined the
factors that influence the transmission of
the causative agent, Vibrio cholerae.

We hypothesized that the consumption of
Vibrio cholerae-laden water or fish
increase the risk of developing cholera,

with human-to-human transmission

Doudow BATUMBO

playing only a secondary role in
transmission of the pathogen.

To examine this hypothesis, a case-control
study was conducted to examine the
association between the status of the
interviewee (case or control) and the
factors tested (situations of interpersonal
contact and transmission routes of
environmental origin). The results
generated a model of cholera infectivity,
highlighting two routes of transmission of
varying importance. The primary risk

factor was environmental, specifically, the
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consumption or handling of untreated lake
water or materials. The secondary risk
factor involved fecal-oral transmission,
which was categorized as contact with a
cholera patient. The tree models (are
methods that provide both explanatory
and  predictive  models) identified
environmental factors as the most as
having the highest probability of infectivity.

The likelihood of developing cholera was

greater than 90 percent when an individual

regularly used water from an unprotected
source or from the lake and handled lake
products (fishing or selling fish). The risk
increased when an individual combined
two or more environmental risk factors.
Our research provides a framework with
which to potentially identify populations
that are vulnerable to cholera transmission
and infectivity due to the aforementioned

risk factors.

Doudow BATUMBO

115

« Analyse écologique des points chauds de choléra en Afrique »



Author summary

The city of Bukavu in the DRC is an area at
risk of cholera. This city in the Rift Valley,
bordered by Lake Kivu, is full of Health
Zones (HZ) with uninterrupted reporting of
cholera cases on the one hand and
frequently suffers from cholera epidemic
waves on the other. In our study, we have
documented one of the longest epidemics
that Bukavu has historically experienced
from August 2017 to March 2018 (i.e., 8
months of epidemic). The objectives were
(1) prioritize the risk factors for cholera
transmission between environmental and
feco-oral factors on the one hand (2)
search for significant interactions between

factor.

the risk factors involved. We hypothesized
that the consumption of Vibrio cholerae-
laden water or fish increases the risk of
developing cholera, with human-to-human
transmission playing only a secondary role
in transmission of the pathogen. The
primary risk factor was environmental,
specifically, the consumption or handling
of untreated lake water or materials. The
secondary risk factor involved fecal-oral
transmission, which was categorized as
contact with a cholera patient. The
probability of cholera infection was higher

in subjects who had more than one risk

Doudow BATUMBO
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Introduction

Infectious diarrhoeal diseases are a
major public health problem in emergent
nations [1,2]. Among them, cholera is an
endemic and epidemic disease linked to
the microorganism Vibrio cholerae. Vibrio
cholerae is a motile gram-negative
bacterium found in brackish water and the
etiological agent of the fecal-oral disease
cholera. Classical and El Tor are two main
biotypes that make up the V. cholerae 01
serogroup, which each display unique
genotypic and phenotypic characteristics
that allow for reliable biotype
characterization [3].

The causative agent of cholera,
Vibrio cholerae, is endemic in Southeast
Asia [4], Sub-Saharan Africa [5], and Latin
America [4].

The spread of cholera in the
epidemic phase is sometimes attributed to
direct person-to-person transmission [6].
Previous studies in Bangladesh have
shown that contact with infected family
members increases the likelihood of
developing Vibrio cholerae infection
compared with the overall infection rate
of the urban population [7-9]. Several
parameters have thus been identified as

risk factors: being a child under five years
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of age [9], eating food prepared by a
recently ill person [10], not complying with
handwashing recommendations before
eating [11], and eating food from street
vendors [12].

The persistence of Vibrio cholerae
is facilitated by the bacteria’s long-term
survival in aquatic ecosystems [13-17].
When human populations are situated
close to contaminated environments such
as reservoirs, oxbow lakes, and lake shores,
transmission may occur via consumption of
the bacillus [6]. Several studies have
confirmed that environmental
transmission of Vibrio cholerae occurs.
Thus, several routes, such as consumption
of water sold on the street [18], hand
contact with stored domestic water [19],
swimming in a river [19-21], and
consumption of contaminated crabs
carried in traveller luggage [22,23], could
induce transmission. In addition, cholera
has been associated with the consumption
of fish and other aquatic foods (e.g.,
crustaceans and molluscs) in different parts
of the world [17,19,24-28]. This suggests
that water and food transmission could be
important and potentially predominant
routes of transmission of V. cholerae

infection.
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Even in areas where there is an
environmental signature of V. cholerae,
few studies have attempted to understand
the effect of multiple routes of
transmission on the risk of developing
clinical cholera. Yet, multiple routes of
transmission increase the likelihood of
absorbing the high dose of bacterial
inoculum (in the range of 108-10*! bacteria)
required to manifest clinical signs of
cholera [29]. Moreover, research on some
infectious diseases, such as malaria, has
shown that the risk factors for transmission
can have interactions with each other
additionally. A subsequent amplification of
risks may be observed, and it is linked to
these synergistic effects between the
different risk factors for transmission [30].

In Africa, since 2013, three
countries (DRC, Somalia and Nigeria)
account for more than 60 % of the total
number of cholera cases reported each
year on the continent [31]. Over the past
five years, the Democratic Republic of
Congo (DRC) has remained among the top
two most affected countries in Africa [31].
In 2019, DRC reported more than half of all
African cholera cases. Almost 90% of the
cases recorded in DRC in the same year

occurred in the endemic provinces of the
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African Rift Valley region. Despite the
implementation of the multisectoral plan
for the elimination of cholera put in place
by the DRC to reduce the annual incidence
rate to less than 1 confirmed case per
100,000 inhabitants [31]. For more than 12
years, the DRC continues to be subject to
recurrent epidemics, which generally start
in the lake health zones of the Rift Valley
called "cholera sanctuary zones" (Eastern
DRC Lake Health Zone of persistence and
re-emergence of cholera epidemics) [32].
The most affected areas are Kivu and
former Katanga, which border Lake Kivu
and Lake Tanganyika. These zones are the
starting points for cholera epidemics
observed in the rest of the DRC [32].
Cholera is endemic to the city of Bukavu in
its three health zones (Kadutu, Bagira and
Ibanda). This city, located on the shores of
Lake Kivu, has a high population density
and a strong migratory flow.

In the Katana Lake health zone, an
area fifty km north of Bukavu, a recent
study showed that the incidence of cholera
within the population was correlated with
both the presence and abundance of V.
cholerae in Lake Kivu [17]. Moreover, V.

cholerae was also positively correlated
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with salinity, water temperature, and
volcanic activity [17].

The crucial question in this context
is to determine the role of each factor in
the transmission and occurrence of clinical
cholera: are they essentially linked to
human interactions, starting with a few
cases contaminated by the environment,
or on the contrary, does the environment
act as a reservoir in which humans
continuously contaminate themselves,
with inter-human circulation being a
secondary factor of transmission? The
study on the population of the Katana
health zone supports the second
hypothesis, insofar as epidemic peaks are
very strongly correlated in time with the
presence of vibrions in the environment.

The aim of this study was to
identify and prioritise individual factors of
cholera transmission in the city of Bukavu
bordering Lake Kivu. To conduct this
study, we hypothesised that (1)

environmental factors, namely, the

Methods
Study site

The study was conducted in the city
of Bukavu, located in South Kivu in the

eastern DRC (Fig 1). The city of Bukavu is
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consumption of contaminated water or
contaminated lake fish, are the
determining factors in Vibrio cholerae
transmission, with human-to-human
transmission playing only a secondary role
and (2) the likelihood of the subject
developing clinical cholera increases when
the subject accumulates exposure factors
to transmission. We conducted a survey of
180 cholera patients hospitalised at
Bukavu Provincial General Hospital during
the 2017-2018 epidemic as well as 180
control subjects. These 360 subjects were
subjected to a questionnaire based on risk
factors for cholera transmission
(environmental vs. fecal-oral). The specific
objectives of the study were as follows: (1)
prioritise the risk factors for cholera
transmission between environmental and
feco-oral factors on the one hand (2)
search for significant interactions between

the risk factors involved.

bordered to the west and south by the
territory of Kabare, to the north by Lake
Kivu and to the east by the valley of the
Ruzizi River, flowing from Lake Kivu to Lake

Tanganyika. The population of the city of
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Bukavu is estimated at 951,720 inhabitants
(2019) over an area of 60.1 km? (~15,400
inhabitants/km?). The city of Bukavu has
three Health Zones (HZ), several health
facilities and the Bukavu Provincial General
Hospital (BPGH). The HZ is the operational
level of the DRC’s health pyramid. Each HZ
is composed of one reference general

hospital and 15-20 centers. There are

between 100 000 and 300 000 inhabitants
per HZ [33].

In this town fishing is practiced in
Lake Kivu. Fishermen are organised in
teams of often eight to ten men. Cholera is
endemic in this city, particularly in the Kadutu

health zone, a cholera sanctuary area [31,32].
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Fig 1. City of Bukavu with Three Health Zones (Ibanda, Kadutu, Bagira) and Bukavu Provincial

General Hospital.
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Study variables

A questionnaire was submitted to 180
cholera patients (cases) and 180 witnesses
(controls). Cases were defined based on
people who had suffered from cholera as
defined by the World Health Organisation
(WHO) [34] and who were treated at the
Cholera Treatment Center (CTC) of the
Bukavu Provincial General Hospital (BPGH)
in Bukavu from October 2017 to March
2018.

In this study, clinical cholera case or disease
is a person suffering from acute watery
diarrhoea and severe dehydration in a
household in the city of Bukavu who was
hospitalised for at least one night and
treated in the CTC (of the Bukavu Provincial
General Hospital) between October 2017
and March 2018 and whose illness was
confirmed as cholera based on a laboratory
analysis (isolation of V. cholerae serotypes
01 or 0139 in stool culture).

Biological confirmation of the cases was
performed at the laboratory of the
National Institute of Biomedical Research
(INRB) in Kinshasa according to standard
protocols [3]. Stool samples were taken
from fecal sections of cholera patients. The

stool samples were enriched in alkaline
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peptone water broth for six hours, spread
on thiosulphate citrate agar bile sucrose
plates and incubated for 24 hours.
Serotyping was performed using the latex
test [3,29].

Each sick case was matched with a control.
The control was defined as member of the
same community as the case but with no
clinical signs of cholera disease. The control
was of the same sex as the case, no more
than five years older than the case, and had
not travelled in the last three weeks, and
who consented to the study. The control
was randomly selected from the 10
households to the right and to the left of
the household of the case, respectively. If
there was more than 1 person of the same
sex as the case in a selected control
household, the one closest to the age of
the case was selected.

We calculated a minimum sample size of
163 for each group, comprising 163 cases
and 163 controls, using the Open Epi Save®
program. Assumptions for the sample size
calculation included a 50 % exposure rate
for controls (in the absence of a rate in the

literature that corresponded to the city of
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Bukavu), 90% study power, 95% confidence
intervals (Cls), and an odds ratio (OR) to
desired detection of 2 for public health
interest. In the end, we enrolled a total of
360 people in the study, i.e., 180 cases and
180 controls.

The same survey questionnaire was
submitted to the cases and controls, and
the interviews were individual. These risk
variables were chosen based on the
literature  review [5,8,9,15,16] and

knowledge of the situation in the field. The

field staff to cases and controls through
face-to-face interviews. The questions
focused on demographic and
socioeconomic information and on
possible cholera risk factors such as
handwashing practices, water sources,
sources of food, contact with cholera
patient, regular consumption of water sold
in bags on streets, regular consumption of
food sold on the streets and Fish

consumption frequency by week. The study

variables are summaris

guestionnaire was administered by trained

ed in Table 1.

Table 1. Variables of Study, their Nature and Modalities.

Variables Nature Modalities
Environmental
Independent
Health zone residence Nominated Ibanda, Kadutu and Bagira
Independent - Undeveloped source/Lake
Main drinking water source Category - Developed source/Taps
Independent < 3 days by week
Fish consumption frequency by week Category > 3 days by week
Anthropic
Independent -Case
Status of the respondent Category -Control
Health Zone residence Independent
Nominal Ibanda, Bagira and Kadutu
Independent
Gender Category Male and female
Independent
Study level Category None, primary, secondary or university
Independent <1$USDh/Day
Socioeconomic level Category >1$ USD/Day
Independent Yes
Regular consumption of water sold in bags on streets Category No
Independent Yes
Regular consumption of food sold on the streets Category No
Independent Yes
Washing hands with soap before eating Category No

|
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Independent Yes
Washing hands with soap after using the toilet Category No

Independent Yes
Contact with cholera patient Category No

Independent Married, single, divorced, widowed, or not concerned
Marital status Category (child)

Independent Farmer, civil servant, housewife, vendor of lake fish,
Occupation of respondent Category School child, Student, unemployed
Age of respondent Numeric

For the study, an indicator of the economic
status of the respondents was constructed
by combining information on the number
of people in the household and the amount
spent per day feeding the household. The
relationship between these two variables
allowed us to define the socioeconomic
level of each respondent in the study. Thus,
a ratio <1 USD/person represented a low
socioeconomic level, and > 1 USD/person

was considered high.

Statistical analyses

The data were entered and
organised in an Excel©® dataset and
cleaned and analysed using RO software
version 3.4.4. The variables were analysed
using conditional logistic regression [35].
Relative risks and 95% confidence intervals
(Cls) were calculated and all significant
variables (p < 0.05). We made a careful
selection of cholera transmission risk
variables based on obvious biological

assumptions. Then we built a conditional
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logistic regression model that includes all
variables. We then constructed a series of
biologically based models and compared
them. The model with the lowest AKAIKE
index (AIC) was retained [36].

Conditional logistic regression is the
standard tool for the analysis of matched
case-control studies in which cases, i.e.,
patients, are each matched to one or more
healthy controls. This type of analysis
provides estimates of model coefficients
that can be interpreted as logarithmic
relative risks, so the exponential of the
coefficient gives the relative risk.
hierarchical

Subsequently, the

interactions between significant
dependent variables in the multivariate
conditional logistic regression model were
investigated using classification tree
models or CART (Classification and
Regression Trees) models with SPM©
software (Salford Predictive Modeler 8.2).

Classification tree-based models are
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complementary alternatives to classical
linear regression models. The CART
approach can highlight relationships
between linear or additive variables, and
the interactions do not need to be
predefined. The CART model therefore
provides more flexible links between
variables, multicollinearity and outliers
[37]. In addition, the CART model offers
further advantages over traditional
multivariate analyses by determining the
overall discriminatory power of each
explanatory variable, the relationship
between risk factors and possibly their
relative importance. Therefore, the CART
model can provide additional insights into
the results obtained by multivariate
analysis and vice versa. By quantifying the
results of the CART analysis, we obtained
more accurate results and a Dbetter
understanding of the true importance and
interaction between risk factors [38,39].
CART models were fitted by
recursive  binary partitioning of a
multidimensional covariate space in which
the data set was successively divided into
increasingly homogeneous subsets until a
specified criterion was stratified [39-41].
The standard error rule was applied to

select the best tree for which the standard
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error was minimal. The classification tree
partitioned the different risk factors
according to the power of the variables on
the set of discriminant factors. Each class
was then divided into two further

subcategories.

Ethical considerations

The study was approved by the
Institutional Committee for Health Ethics,
Bukavu, DRC (Approval number:
UCB/CIES/NC/08/2018).

The anonymity and confidentiality of the
answers provided by the respondents
were guaranteed. All respondents were
informed of the purpose of the study
through a written message that was read
before the questionnaire was
administered. Consequently, each person
gave his or her written consent before
answering the questions. Participation in

the study was voluntary.

Results

During the study period, the Cholera
Treatment Centre (CTC) at Bukavu
Provincial Hospital recorded a total of
2,182 cholera cases, almost 50% of which
originated from the lake health zone of

Ibanda. Out of a total of 360 persons
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included in the survey, 57% lived in the
Ibanda health zone (Table 2). All 180
clinical cholera cases were 100% stool
culture positive for Vibrio cholerae O1.
The most abundant serotype was Ogawa
(72%) followed by Inaba (28%) (Biological
data table).

The median age of the interviewees was
20 years (1-79 years). No significant
difference between the ages of the cases
and the controls was found (p = 0.77). The
cases and their controls were similar in
terms of gender and household size.
Nearly 60% of participants in both groups
had an improved source of drinking water
or taps (e.g., protecting water from
external contamination, particularly from
faecal matter, see WHO Guidelines for
Drinking Water Quality (4th edition,
2011)).

. However, all respondents used untreated
drinking water sources or lake water.
Nearly 85% of all participants were living
below the poverty line (less than a dollar a
day). Of all respondents, 38% were
married, 15% were single, and 43% had
children. A quarter of the respondents had
been in contact with cholera patients.

Sixty-three percent of the respondents had

Doudow BATUMBO

a frequency of fish consumption of less
than four times a week (Table 2).
In the simple logistic regression models,
exposure factors significantly associated
with cholera transmission were identified.
Sick subjects were significantly more likely
to use unimproved water sources or lake
water as their main source of drinking
water, consumed fish from the lake more
than three days a week, and had a history
of contact with a cholera patient. They
also tended to regularly drink water sold
in bags, consume food sold on the streets
and were less likely to wash their hands
before eating. Commercial activities such
as selling fish from the lake and low
educational attainment were also more
common among the sick persons (Table 2).
The multivariate conditional logistic
regression analysis also showed that
cholera infection was significantly
associated with the following risk factors:
an undeveloped drinking water source or
lake water as the main source of drinking
water (OR=36.4; Cl = 10.3-121.5), a history
of contact with a cholera patient (OR 19.8;
Cl = 6.7-54.5), professional activity selling
fish (OR 15.5; ClI = 1.2-181.2), regular
consumption of water sold in bags (OR 5.9;

Cl = 2.2-15.7), food sold in the streets (OR
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46; ClI = 1.7-12.3), and frequent than three days a week (OR 1.6; Cl = 1.1-

consumption of fish from the lake more 2.3) (Table 3).

Table 2. Univariate Analysis of Factors Associated with Cholera Transmission in Bukavu,
DRC, October 2017 to March 2018, Bukavu.

Status OR (95% ClI) p-value

Factors

Total (n=360) Case n (%) Control n (%)
HZ of residence
Ibanda 204 (56.7) 102 (56.7) 102 (56.7)
Kadutu 100 (27.7) 50 (27.7) 50 (27.7)
Bagira 56 (15.6) 28 (15.6) 28 (15.6)
Sex of respondents 360 (100.0) 180 (50.0) 180 (50.0)
Age of respondents (years) 20(1;79) 0.77
Fish consumption frequency
>3 days per week 130 (36.1) 113 (62.8) 17 (9.4) 5.4 (3.5-8.6) 0.01
< 3 days per week 230(63.9) 67 (37.2) 163 (90.6) 1
Marital status
Single 57 (15.3) 31(17.2) 26 (14.4) 1.4 (0.7-2.6) 0.26
Child 156 (43.3) 82 (45.6) 74 (41.1) 1.3 (0.8-21.0) 0.23
Widow (widower) 12 (3.3) 6(3.3) 6(3.3) 1.2 (0.4-3.8) 0.76
Divorced 1(0.3) 0(0.0) 1(0.6) 1.1(0.2-10.2) 0.96
Married 134 (37.2) 61 (33.9) 73 (40.6) 1
Level of education
None/Child 123 (34.2) 78 (43.3) 45 (25.0) 20.2 (2.5-154) 0.01
Primary 108 (30.0) 77 (42.8) 31(17.2) 20.0 (2.0-148) 0.01
Secondary 117 (32.5) 24 (13.3) 93 (51.7) 2.8(0.3-22.1) 0.32
University 12 (3.3) 1(0.6) 11 (6.1) 1
Occupation
Housewife 24 (6.7) 4(2.2) 20 (11.1) 1
Student/School child 133 (36.9) 64(35.5) 69 (38.3) 4.9 (1.5-15.4) 0.01
Unemployed 89 (24.7) 36 (20.0) 53 (29.3) 3.4 (1.1-10.6) 0.03
Cultivator 11(3.3) 3(1.7) 8(4.4) 1.9 (0.3-10.1) 0.47
Civil servant 14 (3.9) 11(6.1) 3(1.7) 18.1(3.3-99.4) 0.01
Fisherman 6(1.7) 6(3.3) 0(0.0) 1.4 (0.1-270.0) 0.99
Vendor of lake fish 58 (16.1) 47 (26.1) 11 (6.1) 21.3(6.1-73.6) 0.01
Teacher 5(1.4) 0(0.0) 5(2.8) 0.1 (0.0-99.0) 0.99

|
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Other 20 (5.3) 9(5.1) 11 (6.3) 2.5(0.55-11.2) 0.23
Socioeconomic level

<1$USD/Day 301 (83.6) 154 (85.6) 147 (81.7) 1.2 (0.9-1.6) 0.19
>1$ USD/Day 59 (16.4) 26 (14.4) 33(18.3) 1

Contact with cholera patient

Yes 89 (24.7) 55 (30.6) 34 (18.9) 1.9 (1.2-3.1) 0.01
No 271 (75.3) 125 (69.4) 146 (81.1) 1

Main drinking water source

Undeveloped source/Lake 143 (39.7) 130(72.2) 13 (7.2) 33.4 (17.4-64.1) 0.01
Developed source/Taps 217 (60.3) 50 (27.8) 167 (92.8) 1

Regular consumption of water sold in bags

Yes 186 (51.7) 149 (82.8) 37 (20.6) 18.6 (10.9-31.5) 0.01
No 174 (48.3) 31(17.2) 143 (79.4) 1

Regular consumption of street food

Yes 222 (61.7) 147 (81.7) 75 (41.7) 6.2 (3.9-10.1) 0.01
No 138 (38.3) 33(18.3) 105 (58.3) 1
Washing hands with soap after using the toilet

Yes 98 (27.2) 43 (23.9) 55 (30.6) 1

No 262 (72.8) 137 (76.1) 125 (69.4) 0.7 (0.5-1.1) 0.09
Washing hands with soap before eating

Yes 120 (33.3) 49 (27.2) 71(39.4) 1

No 240 (66.7) 131(72.8) 109 (60.6) 1.6 (1.1-2.7) 0.01

Table 3. Factors Independently Associated with Cholera transmission Analysed with a
Multivariate Model Fitted by Conditional Logistic Regression (n = 360).

Risk factors OR (95% Cl) p-value
Undeveloped drinking water source/Lake 36.4 (10.3-121.5) <0.01
Contact with a cholera patient (Yes) 19.8 (6.7-54.5) <0.01
Seller of lake fish 15.5(1.2-181.2) 0.03
Regular consumption water sold in bags in the street (Yes) 5.9 (2.2-15.7) 0.01
Regular consumption of street food (Yes) 4.6 (1.7-12.3) 0.01
Fish consumption > 3 days/week 1.6 (1.1-2.3) 0.01

OR = matched Odds Ratio; Cl = Confidence Interval.
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The CART model allowed

us to analyse the interactions between
these different risk factors and to deduce
the cumulative risk of cholera transmission.
This analysis showed that the individual's
main source of drinking water was the
most discriminating variable in the risk
classification  tree  (Fig 2, with
"consumption of water from unplanned
sources" and "consumption of lake water"
as the first risk factors identified in the
cholera transmission risk tree (91% risk of
transmission). The risk increased to 97% if
the person also consumed food from a
street vendor on a regular basis. The
probability of consumption reached 99% if

the person was a fish or lakefood vendor.

The tree shows a risk probability of 89%
when the subject had a history of contact
with a person suffering from cholera and
was a fish or lakefood vendor.
Consumption of lake products (fish) for
more than three days a week, combined
with regular consumption of water sold in
bags, increased the probability of the
person becoming infected with cholera to
86%. If consumption of lake products (fish)
for more than three days a week was
associated with regular eating of street
foods, the probability of the person
becoming infected with cholera changed to
77%, even if the person used tap water as

the main source of drinking water (Fig 2).

Doudow BATUMBO
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Fig 2. Classification Tree of the Risk Factors for Cholera Infection with Target Variables:

(1) main source of drinking water; (2) contact with a subject suffering from cholera; (3)

subject's occupation; (4) regular consumption of street food; (5) regular consumption of water

sold in bags in the streets; and (6) number of days per week of fish consumption.

Each modality of the variable is associated with a level of risk of cholera contamination. The

interactions between the modalities of the different variables express the proportion of

people infected by cumulative risk factors.

Discussion

The choice of a case-control study for this
study is deliberate. Indeed, the case-
control study has the advantage of being
does not

inexpensive, require heavy

logistical support and, above all, can be

performed in the daily routine of a CTC. As
a result, its conclusions will be closer to the
practitioner's reality, and it is one of the
methods of choice for the analytical
approach from an epidemiological point of
view. to the

However, overcome

Doudow BATUMBO
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drawbacks, often linked to the
identification of controls made difficult by
numerous uncontrollable confounding
factors, we have chosen to compensate for
them by wusing conditional logistic
regression.

Our hypothesis was that environmental
factors, namely, the consumption of
contaminated water or contaminated lake
fish, are the determining factors in Vibrio
cholerae transmission, with human-to-
human transmission playing only a
secondary role. The results of this study
showed that drinking water from lakes or
from undeveloped water sources was the
most important risk factor. Consumption
and/or handling of fish from the lake also
significantly increases the risk of catching
cholera in Bukavu. This result validates our
hypothesis and demonstrates that
environmental factors are the main factors
of cholera transmission, with interpersonal
contact playing a much lesser role. This
observation was also made by Grant in his
study on cholera transmission routes in
Bangladesh. He demonstrated in his study
that the primary routes of cholera
transmission are those from the reservoir
to the host, while the secondary routes are

those from faeces to the new host [42].

Doudow BATUMBO

In several studies, the regular use of
undeveloped water sources or surface
water (such as lakes or rivers) is recognised
as a key element of cholera transmission
[11,43-45]. Other studies conducted in this
region have highlighted the link between
cholera epidemics and living on the banks
of a lake or river, particularly when people
drink, bathe and wash their belongings in
their waters [4,17,46,47]. Generally, in the
city of Bukavu, similar to many other cities
in the DRC, a large section of its population
consumes untreated and poorly conserved
water. The latest national demographic
and health survey (EDS-DRC, 2014)
indicates that on a national average basis
almost half of Congolese households
(49.4%) obtain their water from
unimproved sources (unprotected wells,
lake, river) [48]. However, these figures are
more alarming in rural areas and villages.
According to the same survey, in rural
areas, almost seven out of ten households
(68%) obtain their water from an
unimproved source (unprotected springs,
lakes and rivers) [48]. The low consumption
of tap water (approximately 25% of the
population nationwide) may be partly due
to irregularities in water distribution.

However, populations without water
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supply systems and living close to the lake
tend to consume lake water directly
according to an earlier study [4], and
people living in neighbourhoods and
villages lacking tap water must look for
water elsewhere. In the same study, more
than half of the cholera patients lived in the
Ibanda Lake health zone (Table 2). This also
confirms the results of a recent study
conducted in the region, where people
living on the shores of Lake Kivu were most
at risk of cholera transmission [17]. The
population is exposed not only through the
consumption of lake water but also
through the consumption of raw/smoked
fish contaminated by Vibrio cholerae [17].
Consumption of fish more than three days
a week was identified as a risk factor for
cholera transmission (Table 2). Fish plays
an important role as a reservoir and vector
of Vibrio cholerae. The bacterium can
colonise the intestines of crustaceans and
fish [23,28,49]. Evidence collected over the
past 20 years indicates a close association
between Vibrio cholerae and copepods and
fish. Where communities depend on
untreated environmental water sources for
washing, cooking and drinking, accidental
ingestion of copepods, which carry a high

"dose" of Vibrio cholerae, can lead to
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cholera transmission [50,51]. Similarly,
eating contaminated fish is a risk of cholera
infection [47]. Generally, this transmission
is favoured by insufficient cooking of fish
harbouring  Vibrio cholerae or the
consumption of raw or smoked fish. A 2018
study found a high prevalence of Vibrio
cholerae in the gills, intestines and scales of
fish commonly caught and consumed in
Bangladesh [52]. Other studies have
suggested that fish handling may be
another factor leading to transmission of
Vibrio cholerae [53,54]. Scheelbeek et al.
[55] suggested that under difficult hygienic
conditions, transmission is higher through
cleaning fish than through consumption.
Fish sellers are therefore particularly
exposed to transmission and transmission
of the bacillus. Indeed, in addition to
handling contaminated food, this activity
promotes human-to-human contact, which
increases the risk of human transmission.
Previous studies on the epidemiology of
cholera in DRC have shown that traders are
a professional category vulnerable to
cholera [56].

In addition to these environmental factors,
this study showed that anthropogenic
factors such as contact with a cholera

patient are also present. A history of
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contact with people infected with cholera
was also a risk factor, albeit of lesser
importance, identified in this study (Table
2). This fecal oral transmission has been
documented in Zambia and other African
countries [57]. Cholera patients have been
shown to release large amounts of germs in
their faeces, which they can transmit
directly to healthy people. Studies have
shown that cholera vibrios can persist for
more than two weeks in convalescent
patients [58]. Other studies show that
household contacts of cholera patients
have a high level of risk of infection even in
areas where cholera is endemic [7]. If
street vendors live in contact with cholera
or have even indirect contact with their
customers, they may contribute to the
transmission of the bacillus, which may
partly explain why street food consumers
present a significant risk of transmission.
This is consistent with other studies in
Guatemala, Nigeria, India and South Africa,
which have shown that food and water sold
on the streets are important risk factors for
the transmission of Vibrio cholerae
[18,57,59]. One proposed explanation is
that contaminated hands and flies could be
vectors of the disease [20]. The quality of

food consumed (origin of water and food,
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hygiene in food preparation) is not
guaranteed in such situations and can also
be a risk factor. For example,
epidemiological studies in Asia, Africa and
Latin America have demonstrated the
significant risk associated with food
prepared or stored in unsanitary
conditions, such as those prepared on the
street, in the transmission of cholera [44].
In this study, we also hypothesised that the
likelihood of the subject developing clinical
cholera increases when the subject
accumulates  exposure  factors  to
transmission Our study results validated
this hypothesis in that people who used
surface water as their main source of
drinking water and handled fish from the
lake had the highest probability of
transmission (99 %).

The various elements mentioned above
underline the need for a sustainable water
supply and basic sanitation facilities to
protect populations. The risks related to
environmental transmission by water could
be significantly reduced by informing the
population of the existence of
environmental reservoirs of cholera. Food
warnings about eating undercooked fish

and handling it carelessly could also be

promoted.
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The level of resources of the interviewees
did not appear to be a significant risk
factor, contrary to other studies [60]. This
can be explained by the socioeconomic
crisis affecting the whole country, reducing
living conditions above the poverty line to
a small proportion of the population. The
latest DRC demographic and health survey
shows that for South Kivu Province, only
10% of the population is classified in the
top quintile in terms of economic well-
being [4]. However, exposure to cholera
transmission is implicitly dictated by a
person's social status. Indeed, the social
risk linked to poverty exposes the
individual to risk factors. Indeed, the poor
consume more street food, unsafe water
sold in bags and untreated lake water.

The results of this work show that the
active transmission of cholera in Bukavu
depends primarily on environmental
factors, although secondary factors, whose
independence from the environment is not
certain, have been identified. When an
individual accumulates several
environmental risk factors, the probability
of cholera transmission is close to 100 %.
All of these events are therefore the basis
for the maintenance of residual cholera

cases and the recurrence of epidemics in

Doudow BATUMBO

this city. On the one hand, faecal waste can
easily contaminate drinking water,
especially during rainy periods. On the
other hand, culinary habits (superficial
cooking of fish and consumption of raw or
smoked fish) can contribute to the
transmission and maintenance of cholera
in the population of this Rift Valley town.
Thus, through the Multisectoral Strategic
Plan for the Elimination of Cholera 2018-
2022, the DRC must capitalise on these
results to reduce these risk factors. In
addition to measures to improve access to
drinking water, significant results could be
achieved thanks to low-cost aid (setting up
public drinking water fountains, supplying
high-quality water bottles and disinfectant
tablets, and providing information on the

risks associated with the lake).

relatively inexpensive measures could

significantly reduce the risk of infection.

Conclusion

This study opens new perspectives on the
main factors of cholera transmission in at-
risk areas such as Bukavu, and it provides
elements for readjusting cholera control
strategies. The results of this study show

that the issue of cholera transmission
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remains complex, even if the vulnerability poverty of the population makes it difficult

of the populations is strongly dependent to implement effective preventive
on the environmental context (existence of measures. However, better information for
environmental reservoirs). Moreover, the the population and the implementation of

|
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CHAPITRE 6

DISCUSSION GENERALE ET PERSPECTIVES
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Chapitre 6. Discussion Générale et Perspectives

1. Principaux résultats apportés par cette étude

En réalisant une étude de la dynamique du choléra a I’échelle du continent, j’ai pu démontrer
gu’apres une période de 50 années pendant laquelle on observe une forte variabilité spatio-
temporelle des cas, les foyers se concentrent a partir des années 1994 au niveau des pays de
la vallée du Rift Africain (RDC, Kenya, Malawi, Tanzanie, Zambie, Burundi, Ouganda et
Mozambique), et autour du bassin du lac Tchad (Niger, Tchad et Cameroun), et aussi dans les
pays cotiers (Mauritanie, Gambie, Angola, Ghana, Sénégal et Somalie) (Batumbo et al, en

préparation).

Dans un deuxieme temps, j’ai pu démontrer que I'incidence du choléra en zone continentale
était principalement corrélée en premier lieu a la présence de masses d’eau saumatres, et
dans une moindre mesure a un indice de développement bas, a I'instabilité du pays due aux

conflits ou aux guerres a répétition (Batumbo et al., in prep).

Dans un troisieme temps, j'ai pu démontrer dans la zone de santé de Katana, située au bord
du lac Kivu, dans le Rift, en RDC, que 1) la salinité et la température du lac Kivu sont régies par
I'activité volcanique (Batumbo et al., 2020), 2) que ces paramétres sont fortement corrélés a
la présence du bacille dans I’eau et dans les poissons du lac, et 3) que ces paramétres sont tres
corrélés avec la dynamique des cas de choléra dans la zone de santé. J'ai également pu
démontrer que I'augmentation de I'activité volcanique entrainait une augmentation des cas
de choléra avec un délai temporel de 7 jours, et que le pic de cette influence est observé apres

3 semaines (Batumbo et al., 2020).

Dans un quatrieme temps, a I’échelle individuelle, j’ai pu démontrer que les facteurs de risque
individuels au choléra sont liés majoritairement a la qualité de I'eau de boisson, la
manipulation et a la consommation des produits du lac (plus particulierement les poissons),
les personnes cumulant plusieurs facteurs de risque étant les plus exposé a la contamination

(Batumbo et al, soumis).
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J'ai pu mettre en évidence que les cas de choléra sont plus nombreux dans les pays de la région
de la vallée du Rift Africain, les espaces cotiers et autour du lac Tchad. Ce résultat corrobore
ceux trouvés dans plusieurs études antérieures (Griffith et al., 2006; Hounmanou et al., 2019;
Zerbo et al., 2020). Cette situation pourrait-étre expliquée par les caractéristiques physico-
chimiques (salinité et température) des espaces géographiques de ces deux régions du
continent Africain. En effet, plusieurs auteurs ont montré que la composition physico-
chimique de ces masses d’eau était trés similaire a celles du Bengale. Cette région du
continent asiatique, plus particulierement le delta du Gange, est considérée comme le
"sanctuaire du choléra", avec des épidémies récurrentes du choléra. Cette situation est liée a
I’habitat estuarien faisant de cet environnement une niche optimale pour la survie du V
cholerae (Mandal, 2011). Le Bengale, plus vaste région deltaique au monde, est le point de
rencontre entre les eaux douces fluviales (le Gange, le Brahmapoutre et la Meghna) provenant
de lI'amont et I'eau saline remontant de I'océan Indien (Sherin et al., 2020). Les eaux y sont
généralement alcalines, chaudes et salées (Chowdhury & Zafar, 2018). Toutes ces conditions
permettent au bacille cholérique de persister dans I'environnement aquatique, favorisant
I’'endémicité du choléra dans cette région de I'Asie. Les études menées ailleurs (par exemple,
en Asie et en Amérique du Sud) montrent que les eaux saumatres, estuariennes et cotieres
favorisent la persistance et la prolifération de V. cholerae (Gwenzi & Sanganyado, 2019). En
outre, certains auteurs ont démontré le réle prépondérant de la salinité et la température du
milieu aquatique dans I’entretien de la niche du bacille cholérique (Huq et al., 1984: Takemura
et al.,, 2014; Gwenzi & Sanganyado, 2019). Zerbo et collaborateurs ont démontré que la
salinité des eaux est un facteur clé de I'occurrence du Vibrio cholerae. Par ailleurs, plusieurs
études ont démontré une association positive entre la température et l'incidence du choléra
(Wu et al., 2018). Ainsi, I'augmentation de la température minimale de 1°C est associée a une

augmentation de 6 % de l'incidence du choléra a Matlab, au Bangladesh (Ali et al., 2013).

Le role essentiel de la salinité et de la température dans la niche du bacille cholérique a été
également confirmé par notre étude scientifique réalisée dans la zone de santé du Katana
(localisée dans le Rift et bordant le lac Kivu). Les travaux menés ont mis en évidence des

corrélations fortes entre la température de I'eau et la salinité du lac Kivu avec d’une part
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I'occurrence du bacille cholérique dans I'eau et les poissons d’autre part, I'incidence des cas

de choléra au sein de la population (Batumbo et al., 2020).

Cette recherche a pu aussi montrer que la salinité et la température observée dans ce lac sont
tres corrélées a I'activité volcanique du Nyiragongo, qui régit la physico-chimie du lac Kivu, au
travers en particulier de nombreuses sources géothermales (Schmid et al., 2004; Kling, 2006).
Ainsi, il est probable que les conditions physico-chimiques favorables au bacille dans le lac

soient directement liées a I'activité volcanique.

Cette étude est la premiére a formuler I’hypothése selon laquelle les systemes volcano-
tectoniques, en controlant largement le fonctionnement hydrothermal des milieux
aquatiques, peuvent induire des conditions physico-chimiques favorables au bacille en eau

douce, et régir les épidémies de choléra.

Mes travaux suggerent que le cas du Rift n’est pas un cas isolé en Afrique, et que le bassin du
lac Tchad pourrait répondre aux mémes criteres fonctionnels, et induire les mémes effets
écologiques sur Vibrio cholerae. En effet, le lac Tchad est situé dans la ligne volcanique du
Cameroun (Vicat et al., 2002; Chang & Song, 2016). Ainsi donc, les volcans par leur
fonctionnement (roches alcalines, riches en sels minéraux et réchauffement local des masses
d’eau environnantes) créeraient des conditions de survie de I'agent pathogéne du choléra en

eau douce.

Moins inattendu, ce travail a également montré que les zones cotieres sont également des
zones a risque de survenue de choléra en Afrique (Mauritanie, Gambie, Angola, Ghana,
Sénégal et Somalie). En effet, diverses zones urbaines cotiéres africaines, en particulier dans
les lagunes estuariennes et les ports comme Luanda (Angola), Cape Coast et Accra au Ghana
ont été identifiées comme zones a risque (Zerbo et al., 2020). Le surpeuplement de ces
espaces cotiers associé a de mauvaises installations sanitaires et un acces limité a I'eau potable
(Rebaudet et al., 2013), aggravent potentiellement la situation sanitaire vis-a-vis du choléra
(risque de transmission élevé). Ce risque de propagation du choléra dans les zones cotiéres
pourrait aussi étre en lien direct avec la surexploitation de I'eau douce en zone coétiére, qui

favorise les incursions d’eau de mer et leur salinisation (Rahman et al., 2019), ce qui pourrait
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favoriser la contamination des cours d’eau et des eaux souterraines par le choléra (Tamrakar
et al, 2009 ; Djaouda et al, 2020), et augmenter sa survie, ou affecter directement la sensibilité
des populations au bacille, par la consommation d’eau plus salée (Chakraborty et al., 2019).
Les puits non gérés et les forages peu profonds, sensibles a la contamination fécale, pourraient
également constituer des facteurs de risque importants dans certaines régions (Schneider et

al, 2015).

J'ai également démontré que les facteurs socio-économiques sont susceptibles d’aggraver les
épidémies de choléra. En explorant les caractéristiques des pays, mon travail a montré que le
faible niveau socio-économique des pays et I'instabilité liée aux conflits et les guerres agissent
positivement sur le taux de contamination des populations. Pendant une épidémie en
Amérique latine, les cas de choléra étaient fortement corrélés aux faibles scores obtenus pour
plusieurs indices de développement socio-économique, ce qui reflete probablement le degré
d'exposition de la population a I'eau et aux aliments contaminés (Ackers et al., 1998; Root et

al., 2013; Bwire et al., 2017).

D’Apres I’'OMS, la majorité des pays pauvres ou en voie développement sont caractérisés par
une faible proportion de la population desservie en eau potable et sont caractérisés par de
sérieux problemes d’assainissement (OMS, 2019). La transmission du choléra est fortement
corrélée a la déficience de ces structures de base dans les sociétés et cette situation se pose
avec beaucoup d’acuité dans les endroits a risque, comme les bidonvilles périurbains qui ne
bénéficient ni d’adduction d’eau potable, ni de systéme d’évacuation des déchets (Penrose et
al.,, 2010; Rebaudet et al., 2013). Dans ce contexte, une grande majorité de la population
recourt a des systémes précaires (camions citernes, puits, sources non aménagées, riviéres,
lacs etc.) pour satisfaire leur alimentation en eau, et a des dispositifs d’évacuation des déchets
improvisés (Sy et al., 2017). Le controle de la qualité de I'eau a un impact direct sur la santé
car il permet de rompre le cycle de transmission du choléra, comme de nombreuses maladies
gastro-intestinales et autres liées a la consommation d’eau et d’aliments contaminés (Sy et
al., 2017). Ainsi, plus le niveau socio-économique du pays est élevé, plus la source

d’approvisionnement en eau de la population est contrélée, plus les ménages bénéficient
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d’une bonne séparation entre les systemes d’adduction d’eau et les égouts, plus la prévalence

diarrhéique régresse de maniere significative (Sy et al., 2017).

J'ai pu confirmer que les pays déstabilisés fréquemment par la guerre et les conflits armés
sont plus exposés au risque épidémique. Depuis 1980, prés de la moitié de pays d'Afrique
subsaharienne sont en guerre. Les migrations qui en résultent perturbent I'acces a l'eau
potable, I'élimination des déchets et les soins de santé. D'importantes populations déplacées
a l'intérieur du pays et réfugiées en Afrique ont souffert d'épidémies de choléra. A titre
d’exemple, la grande épidémie de Goma en 1994, qui s’est déroulée dans un contexte d’exode
important des populations fuyant le génocide rwandais, a entrainé, selon les estimations, 58
000 a 80 000 cas de choléra en l'espace d'un mois, et un taux de létalité d'au moins 6 %
(Bompangue, 2009). Dans ce contexte, le réservoir environnemental de Vibrio constitué par
le lac Kivu a agi comme une allumette dans une botte de paille, les populations déplacées
utilisant I'’eau du lac tombant malades, et entretenant ainsi la contamination des eaux de
surface du fait de conditions sanitaires extrémement précaires. Cette épidémie,
probablement initiée par un pic d’activité volcano-tectonique, a ainsi pu perdurer au-dela de

ce pic.

Cette situation de conflits et de guerres récurrents est rencontrée dans certains pays de la
vallée du Rift (comme la RDC), qui connaissent a répétition les crises humanitaires les rendant
vulnérables au choléra (Bompangue, 2009). Les situations d’urgence peuvent favoriser la
diffusion du choléra, du fait de la migration de porteurs de germes depuis des foyers
endémiques d’origine, vers de nouvelles zones. Notre travail suggere que l'installation durable
du bacille dans ces nouvelles zones et les épidémies qui en découlent sont liées a I'existence
de niches environnementales pour le bacille. Un corolaire important de mon travail serait
donc de démontrer que la situation endémique de choléra n’a lieu que dans les endroits ou
existe un réservoir environnemental. A titre d’illustration, les provinces du Nord et du Sud
Kivu, situées a I'Est de la RDC au bord du lac Kivu, théatre de nombreux événements
dramatiques, dont principalement les conflits et les guerres civiles, sont parmi celles les plus

touchées par le choléra (Bompangue, 2009). L'existence de la niche environnementale
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constituée par le lac Kivu, associée a la situation instable depuis le début des années 90 font
de cet espace géographique d’Afrique I'un des plus actifs foyers du choléra au monde

(Bompangue, 2009).

La contamination individuelle au choléra est liée a des pratiques qui conduisent les individus
aingérer une quantité importante d’inoculum du bacille cholérique. Sans surprise, j’ai montré
dans ce travail qu’a I’échelle individuelle, la consommation d'eau ou d'aliments vendus dans
la rue était associée au risque cholérique. En effet, la littérature rapporte que la nourriture et
I’eau de boisson vendue en sachets dans les rues abritent généralement une grande variété
d'agents pathogénes entériques, notamment Escherichia coli, Listeria, Salmonella et V.
cholerae (Von Nguyen et al., 2014). Plusieurs études ont souligné le lien entre les épidémies
de choléra et le fait d’habiter sur les bords d’un lac ou d’une riviere, d’en boire I'eau et d’y
laver ses affaires. Une de ces études a été menée a Rumonge, au Burundi, au bord du lac
Tanganyika, non loin de la ville congolaise d’Uvira (Birmingham et al., 1997; Shapiro et al.,

1999).

La mise en place de protocoles pour empécher l'ingestion d’eau ou d’aliments contaminés est
essentielle pour réduire la transmission du choléra. Dans cette région d’Afrique, récemment
atteinte par Vibrio, la population n’est pas historiquement adaptée au risque cholérique, et
n’a pas mis en place des pratiques destinées a se protéger de la contamination. Apporter a la
population les informations sur la localisation du bacille (eau de surface, poissons) et sur les
moyens de I"éliminer (cuisson intense des aliments, non consommation de I'eau du lac sans
ébullition, en particulier pendant les périodes d’activité volcanique intense, pourrait
permettre a la population, qui a déja une analyse fine de I'écologie du lac, de se préserver du
risque épidémique. Cette modification des pratiques n’est pas triviale, car les modes de
préparation du poisson, par exemple, peuvent s’inscrire dans des pratiques culinaires
anciennes, auxquelles les populations sont profondément attachées. Les sources d'eau et
['assainissement doivent étre améliorés, la surveillance et les installations de soins de santé
doivent étre développées et des vaccins appropriés sont nécessaires pour résoudre le
probleme du choléra en tant que préoccupation majeure de santé publique dans les

communautés. Mais le plus important serait d’informer la population sur la localisation du
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risque (le lac ou les points d’eau alimentés par des sources géothermales, et les produits de la
péche), les périodes a risque (augmentation de I'activité volcanique, qui s’"accompagne de
I’augmentation de la température du lac et de blooms algaux) et les voies de transmission du

choléra.

Dans ce contexte, le contact avec un malade du choléra est un facteur de risque secondaire
de contamination. Le contact avec les patients souffrants du choléra constitue une voie de
contamination non négligeable au choléra (Schneider et al, 2015). En effet, le sujet malade
excrete des bacilles, exposant ainsi les proches qui le soignent. Cette voie de contamination
est plus fréquente entre les membres de familles. Pendant les visites familiales au sujet
malade, les actes sont exécutés par le visiteur dans le but de montrer son attachement
a la personne malade, il s’agit notamment de le saluer en lui serrant la main, de se jeter sur
lui en pleurant et de s’asseoir sur la natte auprés de lui. Le personnel de santé peut sensibiliser
la famille et I'entourage du patient afin de limiter les contacts avec les patients hospitalisés de

choléra pour éviter les risques de transmission.

2. Limites de I’étude

Ce travail apporte une contribution nouvelle et porteuse d’enjeux dans la compréhension de
la dynamique et la persistance du choléra en Afrique en général et la vallée du Rift en

particulier, mais il y a lieu de relever certaines limites.

e Al'échelle de I'Afrique, les informations sur la physico-chimie des masses d’eaux sont
essentiellement bibliographiques, et ne sont pas forcément exhaustives. On ne peut
pas exclure que 'absence de données dans certains secteurs ait pu modifier les liens
corrélatifs observés. Il sera donc important de renforcer ce travail avec des données
complémentaires si possible a des échelles géographiques plus fines, en particulier
dans les pays a risque, afin d’identifier avec une bonne précision les réservoirs
environnementaux potentiels du bacille. Dans les pays non touchés, on ne peut pas

exclure I'existence de réservoirs potentiels, non exprimés car le bacille n’y aurait
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jamais été introduit. Cette situation peut paraitre peu probable, cependant, c’est ce
qui s’est déroulé dans la vallée du rift en 1970, et en Haiti en 2010.

e La question de I'existence d’autres niches favorables a Vibrio dans la chaine du rift
n’est pas élucidée. Ainsi, la maniére dont les eaux contaminées diffusent de I'amont
vers |'aval vers le sud détermine la vitesse de propagation du bacille et le timing de la
flambée épidémique vers le sud. L'énigme de la beaucoup plus faible incidence de
choléra sur la rive est du lac Tanganyika pourrait ainsi étre expliquée par des facteurs
hydrologiques (qualité et débit des cours d’eau et turnover des masses d’eau) et
hydrogéologiques (origine et circulation des eaux souterraines, configuration des
bassins versants). De méme, nous ne savons pas comment le bacille se distribue vers
le nord, en l'absence de connexions hydrologiques superficielles, et dans quelle
mesure les lacs Albert, George et Edward sont potentiellement des habitats favorables
a Vibrio (Bwire et al., 2017). On peut ainsi regretter que la recherche de Vibrio dans les
eaux de surface ne s’accompagne jamais ou presque d’une recherche des facteurs
favorables a la survie du bacille, facteurs pourtant beaucoup plus faciles a documenter.
En effet, la mauvaise hygiene de vie des populations est systématiquement évoquée,
sans que ne soit envisagée une causalité environnementale de la persistance de Vibrio
dans les eaux de surface (Monje et al., 2020).

e Notre budget contraint n’a pas permis la réalisation des analyses génotypiques sur les
souches de Vibrio cholerae isolées dans le lac et la détermination des génes de toxicité
du vibrion. Toutefois, les études antérieures ont démontré que les sérogroupes du

Vibrio cholerae O1 toxinogenes sont abondants dans cette zone sanctuaire de Katana.

3. Perspectives

Plusieurs pays d’Afrique possédent les espaces a risque pouvant servir de niches a Vibrio
cholerae. Le présent travail a démarré une cartographie en fonction de la salinité des masses
d’eaux recensées par la revue de la littérature. Pour anticiper les émergences du choléra, une
meilleure connaissance de la physico-chimie des masses d’eaux est indispensable. Ces

enquétes permettront I'identification de ces espaces potentiellement a risque au niveau de
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chaque pays a des échelles plus fines. Ces espaces pourront constituer des sites de surveillance
renforcée du choléra pour chaque pays. Ces études pourraient étre associées a des études
phylogéniques des souches de Vibrio cholerae dans I’environnement aquatique ainsi que chez

les humains et les produits aquatiques (poissons, crevettes et mollusques essentiellement).

Dans les secteurs du Rift et du bassin du lac Tchad, une analyse plus fine du contréle physico-
chimique des eaux de surface par I'activité volcano-tectonique s’impose. Ad minima une
analyse systématique de la température et de la salinité des principales masses d’eau,
permettrait de batir des programmes de prévention adaptés aux risques écologiques.
L’existence de capteurs légers et peu couteux de la température et de la conductivité rend
cette analyse de plus en plus réaliste, malgré la dimension gigantesque de la tache et la

situation humaine parfois trés compliquée sur le terrain.

Nous avons observé qu’au niveau des pays des grands lacs de la vallée du Rift Africain, les pays
de la rive lacustre ouest étaient plus touchés par les épidémies de choléra que ceux de la rive
est. Il estimportant d’élucider les mécanismes qui sous-tendent les hétérogénéités de nombre
de cas de choléra constatés entre les deux rives au niveau de la région des grands lacs
Africains. Une analyse hydrologique du réseau hydrographique du rift (vitesse du courant,
débit, alimentation phréatique, turnover et origine des eaux de surface), intégrant les
contrdbles volcano-tectoniques, permettrait d’affiner la cartographie physico-chimique de ce
secteur, et d’identifier potentiellement d’éventuelles zones de risque différent, méme au sein
d’'un méme lac, comme cela est rencontré dans des écosystémes analogues (Gikuma-Njuru et
al., 2013). Ainsi, une étude portant sur le lac Albert montre une variabilité spatiale significative
de la chimie de I'’eau méme a petite échelle, qui pourrait étre imputée aux caractéristiques
des cours d’eau nombreux alimentant le lac, et qui pourrait expliquer la distribution spatio-

temporelle des cas de choléra (Mosley et al., 2013).

L’étude de la synchronicité du démarrage des épidémies (partant du signal volcanique) tout le
long des berges lacustres du Rift serait un élément d’'importance pour mieux identifier la
vitesse de propagation du signal environnemental du nord au sud (lié a la salinisation des eaux)

dans les écosystémes aquatiques de la chaine lacustre et dans les cours d’eau afférents.
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Par ailleurs, il serait important d’initier une étude sur le lien choléra avec I'activité volcanique
au niveau de la région contrélée par la ligne volcanique du Cameroun. Ces résultats
permettront de réaliser une comparaison avec ceux obtenus au niveau de la vallée du Rift en
vue d’affiner la compréhension de ce déterminant sur I'incidence du choléra dans ces deux

espaces a risque du choléra en Afrique (la vallée du Rift et I'espace autour du lac Tchad).

La question subsiste des refuges spatiaux du bacille entre deux périodes d’activité volcanique.
Le bacille descend-il dans la colonne d’eau avec les particules organiques planctoniques ? se
maintient-il a proximité des sources géothermales ? Survit-il dans un compartiment
biologique (eg mollusques, poissons) a faible effectif ? Cette question est essentielle car
I'identification de ces refuges spatiaux permettrait peut-étre de mieux anticiper sa

dynamique.

Les produits de la péche et en particulier les poissons peuvent étre un vecteur de
contamination au choléra. La population s’expose probablement a ce risque, nouveau pour
elle, a travers les modes de préparation de ces aliments. Il serait nécessaire de s’intéresser
aux différents modes de préparation des produits du lac, afin de rechercher dans les aliments
consommeés la présence du bacille. Cette présence est avérée pour le poisson cru, mais qu’en
est-il des poissons séchés ou fumés, ou des autres produits du lac, aprés préparation ? Si
certaines habitudes culinaires augmentent le risque d’ingestion, quelle est la marge de
manceuvre de la population pour modifier ses pratiques ? Avec quel pas de temps ? Par
exemple, les poissons séchés sont un mode de conservation du poisson trés pratique et
incontournable. S’il s’avérait que le bacille pouvait survivre dans ces poissons, il apparait
difficile de protéger la population sans considérer des modes de consommation qui limitent
I’exposition. La question survient alors de la perméabilité des sociétés a des modifications de
mode de préparation des aliments qui sont potentiellement fortement ancrées dans les
habitudes. L'intérét d’aborder les clés des changements de pratiques face a un risque sanitaire

est indéniable, et ouvrirai potentiellement des pistes sociologiques de réflexion importantes.
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4. Perspectives opérationnelles

Du point de vue opérationnel, les résultats de nos travaux imposent de porter une plus grande
attention au fonctionnement hydrologique et hydrogéologique des écosystémes aquatiques
en zone tropicale et équatoriale et au réle de I’environnement géologique (incluant le
volcanisme) dans le contrdle des caractéristiques physico-chimiques des habitats d’eau douce.
Pour la lutte contre le choléra, I’'OMS a mis en place une feuille de route mondiale jusqu'en
2030. En mettant en ceuvre cette stratégie d'ici 2030, les partenaires du Groupe de travail
mondial sur la lutte contre le choléra (GTFCC) aideront les pays a réduire de 90 % les déces
dus au choléra. Grace a l'engagement des pays touchés par le choléra, des partenaires
techniques et des donateurs, pas moins de 20 pays pourraient éliminer la transmission de la
maladie d'ici 2030 (Legros, 2018). La stratégie invite également les pays et les partenaires a se
concentrer sur les "points chauds" du choléra, c'est-a-dire les zones relativement petites les
plus touchées par la maladie, et qui jouent un réle important dans la propagation de la

bactérie a d'autres zones ou régions.

Ces orientations imposent donc que I'OMS mette sur pied, au niveau de chaque pays
endémique, de la recherche innovante multidisciplinaire pour identifier non seulement les
points chauds de la maladie, mais aussi les facteurs qui sous-tendent sa persistance dans ces
zones foyers. Mes résultats soulignent que les pays touchés doivent intégrer la surveillance
environnementale dans les axes des programmes de lutte contre le choléra. Il serait en
particulier indispensable, surtout pour les pays endémiques comme la RDC, d’installer des
sites sentinelles de surveillance renforcée des facteurs de risque environnementaux dans les

points chauds du choléra pour permettre une anticipation de la survenue des épidémies.

Le personnel soignant des pays endémiques au choléra en Afrique, plus particulierement ceux
du Rift et du bassin du lac Tchad, devrait étre formé sur la connaissance des facteurs de risques
environnementaux du choléra ainsi que sur la recherche opérationnelle intégrant ces données

et celles issues de la surveillance épidémiologique classique.
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VOUS AIMEZ LEXPERIMENTARIUM ?

VOUS AIMEREZ SON FESTIVAL
A DOLE EN MAI !

Venus des quatre coins de France, des dizaines de chercheurs

et médiateurs se retrouveront 4 Dole (Jura, 40 min de Dijon) les
vendredi 17 et samedi 18 mai 2019 a 'occasion du 4° Festival
National des Experimentariurn et. .. ils vous donnent rendez-vous !

Dans la rue, 4 la bibliothéque, au café ou encore au musée (samedi
18 mai, 'est en effet la Nuit Européenne des Musées), vous pourrez

gl rencontrer des chercheurs de toutes disciplines, en toute convivialité
et parfois de fagon insclite, sans barriére de savoirs.

= % A Dole, 17 et 18 mai, les chercheurs envahissent la ville.

Es‘m ,{ Venez les rencontrer !

{ 15
Infos & venir sur :
www.experimentarium.fr
Facebook : Experimentarium — Le Réseau / Twitter : @ReseauExpe
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Tableau 2. Liste des abréviations et acronymes

ADN Acide désoxyribonucléique

BCzS Bureau Central de |la Zone de Santé

CART Classification and Regression Tree

CDC Centers for Disease Control and Prevention
cs Centre de Santé

CTC Centre de Traitement du Choléra

DGLM Division Générale de la Lutte contre la Maladie
DPS Division Provinciale de Santé

DRC Democratic Republic of Congo

ESP Ecole de Santé Publique

EDS Enquéte Démographique et Sanitaire

HGR Hopital Général de Référence

HZ Health Zone

IDH Indice de Développement Humain

IDSR Integrated Disease Surveillance and Response
INRB Institut National de Recherche Biomédical
MSF/F Médecins sans Frontiére France

MSP Ministére de la Santé Publique

OoMS Organisation Mondiale de la Santé

OR Odds Ratio

PCA Paquet Complémentaire d‘Activités

PCR Polymerase Chain Reaction

PEV Programme Elargi de vaccination

PMA Paquet Minimum d‘Activités

PMSEC Plan Multisectoriel d’Elimination du Choléra
PS Poste de santé
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RDC République Démocratique du Congo

RR Risque Relatif

SIDA Syndrome d‘Immunodéficience Acquise
UNIKIN Université de Kinshasa

USA United States of America

WHO Word Health Organization

yA Zone de Santé
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Annexe

Poster de vulgarisation des résultats de la thése a travers le réseau Experimentarium.

UN AUTRE REGARD SUR LES
EPIDEMIES DE GHOLERA EN AFRIQUE

+ EPIDEMIOLOGIE

DOUDOU BATUMO BOLOWET] ===

T'univerzsité de Franche comté, sffecté au Laboratoire Chrono-Environnement.
Il est aus=i membre de IUnite de Recherche et de Formation en Ecuﬂogie et
Controle des Maladies Infectieuzes de Iuniversité de Kinshazs en République
Démocratique du Congo. Sa spécialité s=ppelle l'éco-épidémiologie : Doudou
trevaille sur les épidémies de choléra le long du Rift Africain. 1 tente de
comprendre les facteurs environnementsux qui sont impligués dans ces

épidémies.
#Exige beaucoup de toi-méme et artends peu des autres. Ainsi tu réussiras
dans tes entreprises.

Doudou Batumbo Boloweti
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